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1 Introdugdo

Durante a fase de controle posterior, observa-se, muitas
vezes, falta de adaptacdo entre as proteses removiveis e os tecidos
subjacentes devido a reabsorcdo do rebordo alveolar residual. Nesses
casos, ha necessidade de reembasamento das bases, que pode ser
realizado por meio de duas técnicas distintas: reembasamento mediato e
reembasamento imediato. O reembasamento imediato proporciona
algumas vantagens em relacdo ao método convencional, dentre as quais
podem ser citadas a menor complexidade para sua realizacéo, a rapidez
na execucao e o custo mais acessivel. Além disso, 0s pacientes nao
necessitam permanecer sem as proteses como ocorre no reembasamento
mediato durante a realizacdo das etapas laboratoriais. Apesar dessas
vantagens e da aceitacdo desse método pelos profissionais, pouca
informacdo sobre o0s materiais reembasadores imediatos tem sido
encontrada na literatura. Dessa forma, alguns estudos tém sido
conduzidos com o objetivo de avaliar aspectos considerados
fundamentais para o0 correto desempenho clinico  desses
materiai52'6’14'20'21'22’44'47'49'67’68'72'73.

Tendo em vista que as proteses sao constantemente
banhadas por saliva rica em proteinas, uma pelicula é formada na sua
superficie proporcionando condicbes favoraveis para o desenvolvimento
de microrganismos. Além disso, independentemente do tipo de
acabamento utilizado, os microrganismos podem penetrar e sobreviver a
uma profundidade que varia de 1,0 a 2,0 micrometros®?*. Tem sido
demonstrado que o0s materiais reembasadores autopolimerizaveis
apresentam maior porosidade quando comparados com as resinas
termopolimerizaveis convencionais'®, o que facilitaria a colonizagéo

desses materiais por microrganismos.
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Previamente ao reembasamento imediato, € realizado
desgaste na superficie interna da protese para obter espaco para o
material reembasador. Durante o reembasamento, frequientemente ocorre
extravasamento da resina acrilica para a regido externa da sela. A
remocao desse excesso de resina altera a textura superficial, deixando a
superficie irregular, aspera e rugosa. Dessa forma, muitas vezes, a
protese necessita ser encaminhada ao laboratério para um novo
polimento. Essas proteses podem conter microrganismos patogénicos no
interior dos poros da resina acrilica, tanto na sua superficie externa

quanto na parte interna*®. Powell et al.®

, verificaram que 67% de todos os
materiais enviados dos consultérios odontologicos aos laboratérios de
protese estavam contaminados com microrganismos patogénicos,
incluindo P. aeruginosa e Streptococcus sp., M. tuberculosis, E. coli, entre
outros. A manipulacdo dessas proteses nos diversos procedimentos
odontologicos pode dissipar e disseminar 0s microrganismos pelo
ambiente, na forma de aerosséis*®. Esses microrganismos podem ser
inalados pelo profissional, técnico de laboratorio e outros pacientes,
resultando em infeccéo cruzada entre pacientes e profissionais™*.

Além disso, tem sido relatado que as préteses séao
contaminadas em varios estagios durante sua confeccdo, podendo
transmitir microrganismos para outros materiais, equipamentos
odontolégicos e também para os técnicos de laboratorio, que manipulam

414278 \ferran et al.”® n&do verificaram

esses itens contaminados
crescimento de microrganismos patogénicos em culturas realizadas a
partir de amostras de pedra-pomes nova, indicando que as bactérias
observadas nesse material sdo oriundas de proteses que foram polidas
sem limpeza e desinfec¢do prévias. Esses microrganismos, presentes na
pedra-pomes, podem ser transferidos para outras proteses durante o

acabamento e polimento**2.

Embora tenha sido observado que as
bactérias isoladas a partir da pedra-pomes sdo oriundas da microbiota

bucal®, os estudos de Wakefield’® e Williams et al.*® demonstraram que
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tanto a pedra-pomes reutilizada como as proteses polidas com pedra-
pomes contaminada podem apresentar também uma variedade de
microrganismos que ndo pertencem a essa microbiota. Kahn et al.**
verificaram que proteses 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.

Considerando esses aspectos, 0s procedimentos de
desinfeccdo sdo necessarios para reduzir a quantidade de
microrganismos presentes nas superficies das proteses, prevenindo a
propagacdo de doencas infecto-contagiosas entre o consultério e o
laboratério de prétese.

Dentre os meétodos de desinfeccdo de préteses, a
utilizacao de solucdes quimicas como o glutaraldeido a 2%, hipoclorito de
sodio, dioxido de cloro, iod6foro, alcool e clorexidina, tem sido

111318,33464865  Entretanto, ha& varios inconvenientes

recomendada
relatados com a utilizacdo desses agentes quimicos para a desinfeccéo
de préteses*®. O glutaraldeido, apesar de possuir acdo bactericida, nédo
deveria ser utilizado para desinfeccdo de proteses, uma vez que, como a
resina € porosa, essa solucao ficaria impregnada nas porosidades, sendo
dificil sua remocao, o que resultaria em efeito irritante aos tecidos bucais®.
A utilizacdo de hipoclorito de sddio, efetiva para desinfec¢cdo, vem sendo
limitada devido aos efeitos deletérios que pode ocasionar, como 0
branqueamento das bases acrilicas e corrosdo dos componentes
metélicos das proteses’. Além disso, a descoloracdo de bases de
proteses pela utilizacdo de solucbes a base de clorexidina e a reducao da
resisténcia a flexdo apds a desinfeccdo por imersdo em alcool tém sido
relatadas®*.

Porém, se a protese apresentar alto grau de
contaminacdo, a desinfeccao realizada somente por imersdo pode nao
ser completamente efetiva. Considerando esse aspecto, alguns estudos

recomendaram a escovagdo da protese com solucdo desinfetante ou
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sabdo antes dos procedimentos laboratoriais para remocéo de residuos
organicos, permitindo uma atuacdo mais efetiva da solugao
desinfetante™“®, No entanto, a remocdo mecanica dos microrganismos
pela escovacdo, mesmo quando associada a solucdes desinfetantes, é
dificultada pelas irregularidades presentes na superficie das proteses.
Além da imersdo em solucdo desinfetante, um outro
método que tem sido recomendado para a desinfeccdo das proteses € a
irradiagdo com microondas®°"®%’° Da literatura disponivel, a utilizacdo
das microondas na odontologia como método de prevencdo de
contaminagdo cruzada ainda € muito restrita. No entanto, ha estudos que
apontam as microondas como método para desinfeccéo de alimentos®,

lentes de contato®*%3 12,43

, materiais microbioldgicos laboratoriais™™°, roupas
intimas contaminadas com C. albicans®®, lixo hospitalar®, corantes
utilizados na indistria cosmética® e instrumentos utilizados em medicina
e odontologia®®®* ",

No forno de microondas caseiro, cuja frequéncia
normalmente € de 2450 MHz, a eletricidade passa por um tubo de
magnetron para produzir as microondas em uma radiagcéo
eletromagnética com comprimento de onda de aproximadamente 10 cm.
Essas microondas séao canalizadas para um ventilador que as distribui em
uma cavidade no interior do forno, contendo alguma substancia,
geralmente alimentos®?. O aquecimento pela irradiacdo por microondas é
fundamentado no principio de que as microondas sao absorvidas por
substancias dielétricas em uma solucdo, como por exemplo a agua
presente em alimentos ou em células biolégicas. Quando esse fenbmeno
ocorre, o calor € gerado pela colisdo e pela friccdo entre as substancias
dielétricas que rotacionam vigorosamente para se orientarem na direcdo
no campo elétrico das microondas (cerca de 2.450 milhdes de vezes por
segundo). Portanto, o calor gerado € proveniente de uma perda dielétrica,
e 0 aumento da magnitude dessa perda tende a converter a energia de

microondas em maior quantidade de calor. Dessa forma, a absorcao das
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microondas durante a irradiacdo promove uma alta energia interna nas
moléculas dielétricas, produzindo uma elevada temperatura interna no
material irradiado’”.

Rohrer e Bulard®® demonstraram que a exposicdo de
préteses contaminadas com S. epidermis, S. aureus, K. pneumonia, B.
subtilis e C. albicans a energia de microondas por 10 minutos a 720 W foi
efetiva para eliminagdo dos microrganismos. No entanto, a esterilizagéo
somente foi observada quando as proteses foram acopladas a um
dispositivo rotacional tridimensional. Entretanto, esse dispositivo ndo esta
comercialmente disponivel. Webb et al.”® demonstraram que o forno de
microondas caseiro convencional pode promover uma redugdo nos
microrganismos nas proteses totais inoculadas com C. albicans e S.
gordonii apds 6 minutos de exposicdo a uma poténcia de 350 W. Baysan
et al.® avaliaram a efetividade de diferentes métodos de desinfeccéo de
materiais reembasadores resilientes contaminados com C. albicans e S.
aureus. Trés tipos de tratamentos foram avaliados: corpos-de-prova foram
deixados a seco por 5 horas, irradiados por 5 minutos a 650 W (a seco)
ou imerso em solu¢cdo de hipoclorito de sodio. Os trés métodos de
desinfeccdo dos materiais reembasadores demonstraram relativa eficécia,
sendo que o hipoclorito de sédio e a irradiagdo com microondas
promoveram uma maior reducdo na contagem de células. Além disso, os
autores observaram que o hipoclorito de sédio foi levemente mais efetivo
para a desinfeccao que a irradiagdo por microondas. Mais recentemente a
energia de microondas foi utilizada como coadjuvante no tratamento de
pacientes com candidose®. Foi observado que a irradiacdo por
microondas foi efetiva para a desinfeccdo das proteses totais superiores
pertencentes a esses pacientes. Além disso, a reinfec¢cdo das superficies
das proteses e a infec¢do da mucosa subjacente foram significativamente
reduzidas nos pacientes cujas proteses foram irradiadas em relacdo aos

pacientes cujas proteses foram imersas em solucéo de clorexidina®.
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A andlise dos estudos citados revela uma grande variacéo
em relacdo a combinacdo tempo/poténcia de irradiacdo utilizada, bem
como no tipo de microrganismo empregado para se verificar a efetividade
da desinfeccdo com microondas. Além disso, nos estudos especificos
para a desinfeccédo de proéteses, os testes foram realizados com amostras
a seco. Entretanto, os resultados de Dixon et al.*® demonstraram que,
quando a desinfeccao foi realizada com as amostras imersas em agua,
houve maior efetividade, tendo em vista a auséncia de crescimento do
microrganismo Candida albicans. Além disso, outros estudos também
sugerem 0 umedecimento dos materiais antes da irradiacdo em
microondas para se obter uma maior efetividade no procedimento de
desinfeccgéo®’ 2%,

Neppelenbroek et al.>* realizaram um estudo com o
objetivo de analisar a efetividade da irradiagdo com microondas na
desinfeccao de resinas acrilicas indicadas para reembasamento imediato.
As amostras imersas em agua foram irradiadas com uma combinacao
padronizada de tempo e poténcia (650 Watts/6 minutos), estabelecida a
partir dos resultados dos autores anteriormente citados. Para a realizacéo
dos testes microbiolégicos, foram utilizados quatro microrganismos
considerados indicadores na avaliagdo de métodos de esterilizacdo e
desinfeccdo: S. aureus (gram positivo), e P. aeruginosa (gram negativo)
C. albicans (fungo) e B. subtilis (aerébio esporulado)™®. A seguir, os
corpos-de-prova foram incubados para propiciar o crescimento dos
microrganismos e imersos em 200 mL de agua para serem submetidos as
microondas durante 6 minutos a uma poténcia de 650 Watts. Os
resultados demonstraram que, ap0s a irradiacdo, 0s corpos-de-prova
tornaram-se estéreis, uma vez que ndo houve crescimento de
microrganismos apoés dois periodos de incubacao utilizados (48 horas e 7
dias)>*.

Com base nos resultados dessa pesquisa, foram

desenvolvidos alguns estudos com o objetivo de verificar o efeito desse
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procedimento de desinfeccdo sobre as propriedades das resinas acrilicas

e dos dentes artificiais. Perez et al.>®

avaliaram o efeito da desinfeccao
em microondas (650 Watts/6 minutos) sobre a dureza das resinas
Kooliner e Duraliner e observaram que o procedimento de desinfeccao
aumentou os valores de dureza dos materiais testados. Em outro estudo>®
foi avaliado o efeito da desinfeccdo em microondas (650 Watts durante 6
minutos) sobre a estabilidade dimensional linear das resinas Kooliner e Ufi
gel Hard em dois momentos diferentes: logo apds dois ciclos de
desinfeccdo e depois de sete ciclos. Os autores observaram que o
procedimento de desinfeccdo promoveu uma contragdo nos materiais
testados™®. Pavarina et al.>> avaliaram o efeito da desinfeccdo em
microondas (650 Watts durante 6 minutos) sobre a resisténcia a flexao de
cinco resinas rigidas indicadas para reembasamento imediato (Kooliner,
Duraliner I, Tokuso Rebase Fast, Ufi Gel Hard C e New Truliner) e uma
resina termopolimerizavel (Lucitone 550). No estudo, os corpos-de-prova
foram irradiados por dois e sete ciclos de desinfeccdo. Os resultados
demonstraram que dois ciclos de desinfeccdo aumentaram
significativamente a resisténcia a flexdo dos materiais Kooliner, Lucitone
550 e New Truliner. Entretanto, foi verificado que as resinas Duraliner e
Ufi Gel Hard C apresentaram os valores de resisténcia a flexdo reduzidos
apos a desinfeccgao.

Posteriormente, Campanha et al.*®

investigaram o efeito da
desinfeccdo por microondas (650 Watts durante 6 minutos) sobre a
dureza Vickers de seis marcas comerciais de dentes artificiais (Dentron,
Vipi Dent Plus, Postaris, Biolux, Trilux e Artplus). Os resultados
demonstraram que os dentes artificiais avaliados, exceto o da marca
comercial Dentron, apresentaram reducdo significativa na dureza apos
dois ciclos de desinfeccdo em microondas™®.

Conforme observado nesses estudos, a desinfeccdo por
microondas numa poténcia de 650 Watts por um periodo de 6 minutos foi

considerada efetiva para a esterilizacdo de resinas acrilicas™, porém esse
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procedimento pode ocasionar uma pequena alteracdo dimensional e
reduzir a resisténcia a flexdo de algumas resinas para reembasamento
imediato®. Além disso, esse tratamento pode promover alteracdo na

dureza de dentes artificiais utilizados para a confeccdo de préteses™®.

Com base nesses aspectos, considerou-se necessario
verificar se, reduzindo o tempo de exposicdo as microondas, pode ser
obtido o mesmo efeito: a esterilizacdo e/ou desinfeccdo de um material
reembasador. Neste estudo, os corpos-de-prova foram contaminados com
quatro microrganismos (Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus e Candida albicans) e submetidos ao
procedimento de desinfeccdo imersos em agua. A poténcia foi mantida
constante (650 W), e foram testados tempos de exposicéo inferiores a 6

minutos (5, 4, 3, 2 e 1 minuto).



2 Revisdo da Literatura

Carroll e Lopez'’, em 1969, realizaram um estudo para
avaliar a possibilidade de um efeito nado-térmico de inativacdo de
microrganismos pelas microondas. Para os procedimentos experimentais,
foi utilizado um aparelho de microondas ndo convencional com poténcia
de 500 W. Inicialmente, foi avaliado o efeito das alteragbes de pH sobre
0s microrganismos testados (B. subtilis, E. coli e S. cerevisiae). Para isso,
0s microrganismos foram imersos em solucao tampao com pH especifico.
Os microrganismos também foram inoculados em alimentos (leite, suco
de tomate e suco de laranja) e irradiados por periodos entre 16 e 64
minutos antes das semeaduras nas placas de Petri. Os autores
observaram que ndo houve reducdo significativa do numero dos
microrganismos testados nas solu¢gdes com diferentes valores de pH. N&o
houve reducdo dos microrganismos S. cerevisiae e E. coli inoculados no
leite e no suco de tomate apds o tratamento com as microondas. Para o
suco de laranja, houve uma reducdo progressiva do numero de
microrganismo com o aumento do tempo de exposi¢cdo as microondas. A
variabilidade dos resultados obtidos levou os autores a sugerirem que a
composicao quimica da suspensdo irradiada e a das células microbianas
podem explicar os efeitos ndo térmicos provenientes das microondas.
Além disso, os autores relataram que existe a possibilidade da lise celular
de um microrganismo ocorrer devido a rapida oscilacdo das cargas
celulares elétricas negativas em decorréncia de interagdo com o campo
eletromagnético das microondas. Essa oscilacdo, segundo os autores,
pode exceder os limites elasticos da estrutura celular, promovendo seu
rompimento. Foi também enfatizado que, desde que a energia das
microondas € absorvida seletivamente por certas moléculas constituintes

de uma célula microbiana, tais como DNA ou alguma proteina essencial,
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ocorre uma desnaturacdo irreversivel dessas estruturas e 0s

microrganismos podem ser inativados em niveis baixos de calor.

Katberg Jr.*?, em 1974, realizou um estudo para
determinar a presenca de contaminacdo cruzada entre pacientes com
préteses totais, incluindo préteses imediatas, durante a fase de
acabamento no laboratério de prétese. Suspensdes obtidas de préteses
demufladas foram semeadas em placas de Petri. Apés polimento com
pedra-pomes, metade das proteses foi imersa em cloreto de amdnia
quaternaria por 15 minutos e a outra metade nédo foi desinfetada. Novas
suspensdes obtidas das préteses foram semeadas em placas de Petri e
incubadas a 37°C por 24 e 48 horas. Os resultados evidenciaram que
houve uma reducdo do numero de colbnias viaveis para as préteses
imersas em solucéo desinfetante. Por outro lado, a pedra-pomes sempre
apresentou contaminacdo. Além disso, foi observada pouca contaminacéo
apos a demuflagem, sugerindo que a incorporacdo de microrganismos
ocorreu nos procedimentos subsequientes a essa fase. Entre as possiveis
causas da contaminac¢do, o autor citou: 1- ajuste e reparo das proteses; 2-
as maos, o nariz e a boca dos técnicos de laboratorio; 3- os aerossois e
as substancias contaminadas no laboratério; 4- contaminacédo da agua da
torneira. O autor concluiu que os resultados obtidos indicam a presenca
de contaminacao de paciente para paciente e de técnico para paciente via
laboratério. Segundo o autor, a utilizagdo de medidas simples, como
esterilizacdo da roda de pano e da pedra-pomes em autoclave e imersao
das proteses em solucdo desinfetante por 15 minutos, pode reduzir os
riscos de transmissdao de doencas entre o consultério odontoldgico e o

laboratorio de protese.

O efeito das condicbes de polimerizacdo e do tipo de
material na distribuicdo do peso molecular e do conteldo de monémero

residual de resinas acrilicas auto e termopolimerizaveis foi avaliado por
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Beech’®, em 1975. Segundo o autor, o peso molecular é uma
caracteristica importante na determinacdo das propriedades do material
como resisténcia a tracdo, ao impacto e a fadiga. O autor relatou que as
resinas  autopolimerizaveis  apresentam  propriedades inferiores
relacionadas ao baixo peso molecular e/ou ao alto contetdo de
mondmero residual. As amostras avaliadas demonstraram um peso
molecular mais alto que o polimero original, entretanto, a amostra
quimicamente ativada apresentou um peso molecular inferior. Apos o
armazenamento por 7 dias e 0 aquecimento em agua a 100°C por 2
horas, a resisténcia a flexdo das amostras polimerizadas quimicamente
aumentou em niveis comparaveis aos das resinas termopolimerizaveis. O
autor também observou uma diminuicdo no peso molecular e um aumento
na largura de distribuicdo do peso molecular, além de um aumento na
porcentagem de polimeros com pesos inferiores a 10°. Assim, a
resisténcia a flexdo inferior das resinas autopolimerizaveis foi relacionada
ao conteudo de mondmero residual e ndo ao peso molecular. Além disso,
o0 aumento da relacdo tempo/temperatura de polimerizacdo proporcionam
aumento da formagdo de polimero e da velocidade da reagéo,
respectivamente, resultando em um maior grau de conversdo do

mondmero.

Culkin e Fung®, em 1975, avaliaram a efetividade da
irradiacé&o por microondas na eliminacdo de microrganismos presentes em
alimentos e seu mecanismo de agc&o sobre os microrganismos irradiados.
Para a realizacdo dos experimentos, as bactérias selecionadas (E. coli e
S. typhimurium) foram inoculadas em uma concentracdo de 10’ org/mL
nos alimentos liquidos (sopa de tomate, sopa de vegetais e caldo de
carne). O numero de células viaveis tanto nos alimentos crus quanto nos
cozidos, para porcOes individuais (200 mL) ou triplas (600 mL), foi
determinado por semeadura em placas de Petri incubadas a 37°C por 24

horas. A irradiagdo das sopas inoculadas foi realizada em periodos
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superiores a 150 segundos para porcdes individuais e a 10 minutos para
as porcdes triplas. Tiras de papel térmicas foram utilizadas nas
mensuragdes das temperaturas das sopas irradiadas. Os resultados
evidenciaram uma reducdo progressiva na viabilidade das bactérias
avaliadas com o aumento do tempo de exposicdo as microondas. Foi
observado padrao similar para o aquecimento das sopas avaliadas com
maior temperatura observada na regido intermediaria. Segundo o0s
autores, se a acao letal da energia de microondas fosse atribuida ao
efeito do calor produzido pelas ondas, seria esperado que 0sS
microrganismos da regido de maior temperatura apresentassem o0sS
menores valores de viabilidade microbiana. Entretanto, foi evidenciado
gue 0s microrganismos nas regides superficiais, de temperatura inferior,
apresentaram menores niveis de viabilidade quando comparado as
regides intermediarias, que apresentaram maior temperatura.
Considerando esses aspectos, 0s autores sugeriram que 0 mecanismo de
acdo das microondas sobre os microrganismos pode ser explicado nao
somente por um efeito térmico, produzido pelo calor gerado com a
irradiacdo, mas também por um efeito ndo-térmico. Segundo os autores,
os resultados do estudo n&o indicaram a exata natureza dos efeitos letais
das microondas as bactérias (molecular, mecénica ou aquecimento

seletivo).

Latimer e Matsen®®, em 1977, realizaram uma série de
experimentos para avaliar as microondas na inativagdo de bactérias
patogénicas presentes em laboratério de analises clinicas
microbiolégicas. As bactérias patogénicas Gram-positivas e Gram-
negativas selecionadas (B. subtilis, E. cloacae, K. pneumoniae, S.
marcescens, E. coli, P. mirabilis, P. aeruginosa, Alpha estreptococcus do
grupo D, Enterococcus e S. epidermidis.) foram inoculadas em 50 mL de
Tryptic Soy Broth (TSB) e incubadas pelo periodo noturno a 35°C. Apds a

incubacéo, as culturas foram irradiadas por 15, 30, 45 ou 60 segundos.
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Essas amostras foram diluidas e semeadas em placas de Tryptic Soy
Agar (TSA). Além disso, tiras de papel com esporos de B.
stearothermophillus foram irradiadas por um dos seguintes tempos
experimentais: 15, 30, 45 e 60 segundos e 2, 3, 4 e 5 minutos. Apés a
exposicao, as tiras foram inoculadas em TSB e incubadas a 56°C por 72
horas. Em outro experimento, suspensdes de esporos de B. subtilis foram
irradiadas em tempos entre 15 segundos e 11 minutos e semeadas em
placas de TSA para quantificacdo dos esporos viaveis. Além disso, 0s
autores testaram a efetividade das microondas nos tempos de exposi¢ao
de 5, 10, 15 ou 20 minutos na desinfeccdo de embalagens autoclavaveis
contendo placas de Petri plasticas com meio de cultura contaminado. Em
seguida, as tiras foram incubadas em meio de TSB por 48 horas a 35°C.
Os resultados desse estudo evidenciaram esterilizacdo das bactérias
patogénicas Gram-positivas e Gram-negativas selecionadas apds 60
segundos de exposi¢cdo as microondas. Por outro lado, as tiras de papel
contaminadas com B. subtilis ndo foram esterilizadas ap6s 11 minutos de
irradiacdo em microondas. Além disso, 0os autores concluiram que um
tempo de exposicdo de 5 minutos as microondas foi adequado para
assegurar a eliminagéo dos esporos de B. stearothermophillus presentes
nas culturas puras e que esse tempo também promoveu uma esterilizacdo
das placas contaminadas.

12" em 1978, avaliaram a efetividade da

Fitzpatrick et a
irradiagdo por microondas na esterilizagdo de microrganismos
patogénicos. Para os experimentos foram utilizados tubos de ensaio com
suspensao salina de S. aureus; esporos a seco de B. subitilis ou tiras
umedecidas com esporos de B. subitilis. Inicialmente, cada condic&o
avaliada foi submetida a cinco irradia¢cdes sucessivas por 12 segundos a
1000 W. Esses experimentos demonstraram que o tratamento, apesar de
ter sido efetivo para eliminar formas metabdlicas (S. aureus), foi

insuficiente para inativar as formas esporuladas. A partir desses
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resultados, os autores realizaram experimentos com tiras contaminadas
com esporos (B. stearothermophilus e B. subitilis) e umedecidas em agua
destilada. Em seguida, essas tiras foram irradiadas por periodos
superiores a 15 e 30 minutos. Os procedimentos com &agua foram
realizados devido ao conhecido efeito da &gua na coagulacdo de
proteinas no processo de esterilizacdo. No entanto, ainda foi observada
cultura positiva para os esporos testados. Com base nessas observacoes,
culturas desses esporos foram incubadas em outros tubos de ensaio
abertos. Entretanto, experimentos demonstraram crescimento em todas
as culturas avaliadas. Devido a essas observacdes, 0s autores realizaram
experimentos com tubos de ensaio vedados com roscas e verificaram que
nao houve crescimento nas culturas avaliadas pelo periodo de 7 dias. Foi
concluido que a esterilizacado satisfatéria por meio da irradiacdo em
microondas apresentou-se viavel quando o contetdo a ser irradiado foi
adequadamente selado. Além disso, com base nos resultados obtidos, os
autores sugeriram que a esterilizagcdo ocorrida foi devido a um efeito

puramente térmico.

Hume e Makinson®, em 1978, avaliaram a efetividade da
irradiacdo por microondas e da utilizacdo de Oleos lubrificantes
bactericidas para pecas de mao na esterilizagdo odontolégica. Para os
experimentos com as microondas, tiras de papel com esporos de B.
stearothermophyllus foram irradiadas por tempos de até 64 minutos e
incubadas por 24 horas. Instrumentais odontolégicos (alicates
ortodonticos, alargadores endodénticos, escovas de profilaxia e brocas
carbide) foram contaminados com S. aureus, irradiados por tempos de até
12 minutos e incubados a 37°C por 24 horas. Em outro experimento,
alicates ortoddénticos e pecas de mao, contaminados com virus herpes
simples, foram irradiados por até 12 minutos. Além disso, varias marcas
de d6leos lubrificantes foram aplicadas em meios de cultura com S. aureus

incubados a 37°C por 24 horas. Os resultados demonstraram que a
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exposicao as microondas néo foi efetiva na inativacdo dos esporos em até
64 minutos de exposicdo. Além disso, foi observado crescimento
bacteriano mesmo apdés 12 minutos de exposi¢do. O crescimento viral
também foi positivo para todos os alicates irradiados, mas apresentou-se
negativo para as pecas de mao lubrificadas e irradiadas por 12 minutos.
Foi demonstrado que os 6leos lubrificantes avaliados, exceto o KaVo All-
Air, apresentaram apenas um efeito bacteriostatico. Os autores
concluiram que a ineficacia na esterilizacdo pela irradiagdo por
microondas pode ser atribuida ao fato dos microrganismos terem sido
protegidos das microondas pela superficie metélica dos instrumentos
odontologicos, bem como pelo fato dos experimentos terem sido
realizados com 0s microrganismos a seco, ndo sendo avaliados os efeitos
do calor proveniente do meio circundante e das alteracdes ocorridas na

agua presente no préprio microrganismo.

Dreyfuss e Chipley®®, em 1980, avaliaram os efeitos
subletais das microondas em células de S. aureus. Culturas desses
microrganismos em meio liquido foram irradiadas por 10, 20, 30 e 40
segundos em forno de microondas a 2,45 MHz. Células nao irradiadas
foram utilizadas como controle e outras células foram submetidas a
tratamento térmico em banho-de-agua como parametro de comparacao.
Os microrganismos foram cultivados em caldo nutriente e sua viabilidade
avaliada quantitativamente por contagem. As células foram centrifugadas
e ressuspensas em 5 ml de agua destilada para em seguida serem
lisadas sob pressédo. Os lisados e paredes celulares de células irradiadas
durante 20 segundos foram analisados quanto a atividades enziméaticas e
quanto ao conteldo de proteinas totais, analisado por meio de um
sistema colorimétrico que se baseia na técnica de Bradford (Bio-Rad
Protein Assay Kit). Algumas enzimas das células irradiadas tiveram sua
atividade enzimatica aumentada e outras, diminuida, tanto em relacao ao

grupo controle quanto em relagéo as células aquecida em banho-de-agua.
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Os autores afirmaram também que houve maior lise das células irradiadas
resultando em uma maior concentragdo de proteinas nos extratos obtidos
a partir dessas células. Os autores puderam concluir que as microondas
afetaram as atividades metabdlicas de S. aureus de uma maneira que nao
pdde ser explicada somente por efeitos térmicos. Os autores destacaram
a atividade da enzima termonuclease que esta relacionada com a
estimulacdo de crescimento das culturas até temperaturas préximas ao
ponto de inativacdo térmica, que € a temperatura em que ha uma reducéo
significativa no niumero de células. De acordo com os resultados obtidos
para essa enzima, altas atividades enziméticas corresponderam a um
grande numero de células viaveis e baixas atividades corresponderam a
baixos numeros de células.

1.5 em 1982, realizaram um estudo com o

Sanborn et a
objetivo de avaliar o efeito da irradiacdo por microondas na esterilizagao
de recipientes plasticos para cultura de células. Recipientes estéreis de
varias marcas e dimensdes foram inoculados com meios de cultura
contendo um dos seguintes microrganismos: E. coli, P. fluorescens, K.
pneumoniae, P. vulgaris, S. latea, C. equi, B. alvei, B. globigii e S.
faecium. ApOs a contaminagdo, os recipientes foram submetidos as
microondas nos tempos de exposic¢do de 0, 15, 30, 60, 120, 180, 240, 300
ou 600 segundos. Apés a irradiacdo, as superficies dos recipientes foram
recobertas com meio de cultura, incubadas a 37°C por 48 horas e
avaliadas quanto a presenca de crescimento bacteriano. Além disso, os
autores avaliaram se o0s recipientes de culturas poderiam ser lavados,
esterilizados por microondas e reutilizados. Para esses experimentos,
recipientes utilizados foram escovados com detergente para remocao de
células aderentes e enxaguados quatro vezes com agua deionizada. Apos
2 horas em temperatura ambiente, os recipientes foram irradiados durante
os tempos de exposicao previamente selecionados. Em seguida, varios

tipos de células foram colocados nos recipientes. O crescimento dessas
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células foi comparado com o de outras colocadas em recipientes novos
quanto a capacidade de aderéncia e formacdo de monocamadas. Os
resultados demonstraram que, apds 3 minutos de irradiacdo, todos os
recipientes contaminados com as bactérias selecionadas foram
esterilizados. N&do foi observada diferenca no crescimento das células
colocadas nos recipientes estéreis e nao reutilizados em relagcdo ao
crescimento nos recipientes reutilizados apds exposicdo as microondas.

1.3 em 1983 avaliaram o efeito do contetido de

Inoue et a
mondmero residual sobre as propriedades viscoelasticas de uma resina
termopolimerizavel (Acron) e cinco resinas autopolimerizaveis (Repairsin,
Cast resin, Palapress, Pour-n-cure e Pronto IlI). Além disso, os autores
também avaliaram o efeito de um tratamento térmico em agua a 100°C
por 1 hora sobre a viscoelasticidade e quantidade de mondémero residual
das resinas acrilicas testadas. O conteudo de mondmero residual foi
verificado por cromatografia gasosa, e a leitura da viscoelasticidade dos
materiais foi realizada em um viscoelastdmero dindmico com temperatura
entre —120 e 130°C. Cada corpo-de-prova foi pesado e armazenado em
dessecador por 3, 7 ou 14 dias a 23 + 0,5°C previamente aos
experimentos. Os resultados demonstraram que a quantidade de
mondmero residual das resinas autopolimerizaveis foi de 3,6 a 4,7 vezes
maior que a da resina termopolimerizavel. A porcentagem do monémero
residual das resinas autopolimerizaveis diminuiu com o armazenamento
apds a polimerizagdo. Apo6s o tratamento térmico a 100°C por 1 hora as
propriedades viscoelasticas das resinas autopolimerizaveis melhoraram e
a quantidade de monémero residual para todos os materiais avaliados foi

diminuida.

Rohrer e Bulard®®, em 1985, realizaram um estudo para
avaliar a efetividade das microondas na esterilizacdo de préteses e de

instrumentos odontoldgicos. Os autores realizaram as experiéncias com
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0S microrganismos inoculados em tubos de ensaio contendo meio de
Brain-Heart Infusion, em proteses com metal ou totalmente em resina
acrilica, em brocas metalicas e em pecas de mdo. As amostras foram
contaminadas com 10° org/mL de cada um dos seguintes
microrganismos: trés tipos de bactérias ndo esporuladas (S. aureus, S.
epidermidis e K. pneumoniae), uma bactéria aerdbica esporulada (B.
subtilis), uma bactéria esporulada anaerobica (C. histolyticum), um fungo
(C. albicans) e dois virus (polio tipo 1 e herpes simples tipo 1). Para as
irradiac6es no forno de microondas, as amostras foram ou néo fixadas a
um dispositivo rotacional tridimensional desenvolvido pelos autores. As
suspensdes microbianas nos tubos, as proteses, as fresas dentarias e as
pecas de mado contaminadas com as suspensdes bacterianas e fungica
foram submetidas as microondas a uma poténcia de 720 W, nos tempos
experimentais de 0, 2, 4, 6, 8, 10 e 15 minutos, e incubados a 37°C. A
bactéria B.subitilis foi também inoculada em tiras de papel irradiadas por
20 minutos. O crescimento dos microrganismos foi avaliado para todos os
materiais ap0s 24 e 48 horas pela analise da turvacdo do meio e
crescimento de colonias em placas de Petri. Para a irradiacdo das
proteses, duas condi¢cdes foram avaliadas para os testes de estabilidade
dimensional: as proteses foram mantidas por 15 minutos em agua ou
foram mantidas a seco, antes de serem irradiadas. As pecas de mao
contaminadas com virus foram irradiadas por 0, 1, 3, 5, 8 e 10 minutos.
Segundo os autores, os resultados obtidos quando o dispositivo rotacional
tridimensional foi utilizado evidenciaram maior efetividade no tratamento
com microondas. Os tubos de ensaio contaminados com a mistura de
quatro bactérias aerdbicas e C. albicans ndo demonstraram crescimento
apos 10 minutos de irradiacdo. A esterilizacdo da bactéria esporulada
anaerdbica C. histolyticum ocorreu apdés 3 minutos de irradiacdo. As tiras
de papel com a bactéria esporulada aerdbica B. subtilis demonstraram
esterilizacdo apenas apdés 15 minutos de irradiacdo. As fresas dentarias,

guando imersas em suspensao de quatro bactérias aerdbicas e expostas
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as microondas por 10 minutos, apresentaram esterilizacdo. As pecas de
mao contaminadas com a mesma suspensado bacteriana foram
esterilizadas apos 10 minutos de irradiacdo. Ja as pecas-de-méo
contaminadas com virus apresentaram-se estéreis apos 3 minutos de
irradiacdo. As préteses contaminadas com as suspensofes individuais de
quatro bactérias aerObicas e do fungo apresentaram esterilizacdo para
todos os microrganismos testados apds 8 minutos de exposicdo as
microondas. Quando uma mistura de suspensdes desses microrganismos
foi utilizada, a esterilizacdo das proteses foi observada apdés 10 minutos
de irradiacdo. Nao foram observadas alteragcdes dimensionais tanto para
as proteses imersas previamente em agua quanto para as mantidas a
seco e expostas as microondas durante 8 minutos por 100 vezes. Para
uma esterilizacdo efetiva de materiais odontolégicos, o0s autores
sugeriram a irradiacdo por microondas associada a utilizagdo do

dispositivo tridimensional desenvolvido nesse estudo.

Williams et al.®, em 1985, realizaram um estudo para
quantificar e avaliar as espécies de bactérias presentes na pedra-pomes
em quatro laboratérios de prétese. Dez amostras de pedra-pomes de
cada laboratério avaliado foram coletadas, semeadas em placas de Petri
e incubadas. A identificacdo das espécies foi realizada com base nos
resultados de testes bioquimicos e das caracteristicas morfologicas das
colonias. Os autores observaram uma predominancia de microrganismos
patogénicos nas amostras de pedra-pomes, incluindo os géneros Bacillus,
Acinetobacter, Micrococcus, Pseudomonas, Moraxellae e Alcaligenes.
Alem disso, foram sugeridos alguns procedimentos para reduzir a
contaminagdo nos laboratérios, como utilizagdo de doses Unicas de
pedra-pomes ou a mistura da pedra-pomes a uma solucédo desinfetante
nos casos de utilizacdo da roda de pano. Os autores enfatizaram que a
contaminacdo € um fator a ser considerado especialmente nos casos de

manipulacdo de proéteses totais imediatas e de proteses pertencentes a
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pacientes com doencas cronicas debilitantes. Com base nos resultados
que evidenciaram a presenca de alto nUmero de bactérias nas amostras
de pedra-pomes analisadas, os autores concluiram que os procedimentos
de higiene, desinfeccdo e esterilizacdo, adotados nos laboratérios de
prétese e nos consultérios odontoldégicos, ndo s&o considerados

aceitaveis.

Em 1985, Young et al.®® avaliaram a efetividade da
irradiacdo por microondas na esterilizacdo de aparelhos nasais para
sedacdo com oOxido nitroso. Os autores utilizaram o mesmo forno de
microondas com dispositivo rotacional tridimensional idealizado por
Rohrer e Bulard®. Inicialmente, os aparelhos nasais foram esterilizados
com Oxido de etileno e contaminados com rinovirus, virus parainfluenza
tipo 3, adenovirus tipo 1 e virus herpes simples tipo 1. Os aparelhos
inoculados foram irradiados por 0, 1, 2, 4, 6, 8 ou 10 minutos. Apos a
desinfeccdo, os microrganismos residuais foram removidos das areas
contaminadas dos aparelhos por meio de enxagie com meio de cultura.
Duas amostras de 50 microlitros desse meio foram diretamente colocadas
em duas monocamadas de células e, em seguida, foram realizadas
diluicbes seriadas da solucdo resultante. A eliminacao dos virus testados
apos a irradiagcdo em microondas foi avaliada pela observacao da reducao
da formacdo de placa (CPE) nas monocamadas infetadas. Os
experimentos foram realizados em triplicatas. Além disso, com o0 objetivo
de avaliar a possibilidade de efeitos deletérios por exposi¢ces sucessivas
as microondas, um aparelho nasal foi irradiado por 25 vezes com
intervalos de 5 minutos entre cada exposicdo. De acordo com o0s
resultados, apdés 4 minutos de exposicdo as microondas, todos os virus
avaliados foram completamente inativados. O aparelho nasal exposto por
25 vezes consecutivas as microondas nao evidenciou nenhuma alteragcao
quanto a textura e flexibilidade. Os autores concluiram que os aparelhos

nasais para sedag¢do com Oxido nitroso contaminados por virus podem ser
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adequadamente esterilizados por meio de um forno de microondas
convencional apropriadamente modificado por um dispositivo rotacional

tridimensional.

Com base em um estudo prévio® para esterilizagdo de
instrumentos odontoldgicos por irradiacdo em microondas, Rohrer et al.®®,
em 1986, desenvolveram um método para esterilizacdo de lentes de
contato hidrodfilas. Previamente a inoculacdo, as lentes de contato
utilizadas foram esterilizadas em autoclave. Em seguida, dez lentes de
contato foram contaminadas com um dos seguintes microrganismos (10°
org/mL): S. aureus, S. pneumoniae, P. aeruginosa, P. vulgaris, B. cereus,
E. coli, S. marcescens, A. fumigatus e C. albicans. Apé6s a contaminacao,
as lentes foram transferidas para casulos de hidratacdo estéreis e
colocadas em embalagens autoclavaveis, que foram fixadas no dispositivo
tridimensional rotatorio previamente desenvolvido pelos autores Rohrer e
Bulard®®. As embalagens contendo as lentes de contato foram irradiadas a
700 W por 1, 2, 4, 6, 8 ou 10 minutos. Apés a irradiacdo, as lentes foram
transferidas para tubos de ensaio contendo meio de cultura e incubadas a
37°C por 24 horas. O crescimento dos microrganismos foi avaliado por
andlise da turvacdo do meio de cultura nos tubos de ensaio. As amostras
foram semeadas em placas de Petri e incubadas a 37°C por 48 horas ou
7 dias, de acordo com o microrganismo testado. Os experimentos foram
realizados em triplicatas. Para a avaliacdo das possiveis alteracées nas
propriedades refringentes das lentes de contato apoés a irradiacdo, um par
de lentes para hipermetropia foi exposto as microondas durante 10
minutos por 101 vezes. Além disso, um par de lentes de contato
submetido a este tratamento foi preparado para avaliagdo em microscopia
eletrébnica de varredura (MEV). Os resultados evidenciaram que a
exposicao as microondas resultou em desidratacéo das lentes de contato
apos um periodo de aproximadamente 2 minutos. Porém, uma nova

hidratagdo com solugéo salina restaurou a forma e a aparéncia das lentes
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sem alteracBes microscopicas. Foi observada a presenca de pequenas
particulas nas superficies das lentes de contato testadas para a
refringéncia. A MEV demonstrou pequenas particulas de detritos com
estrutura cristalina em ambas lentes avaliadas. Os autores observaram
que, para a esterilizacdo completa das bactérias avaliadas, foram
necessarios 8 minutos de irradiacdo em microondas. Ja para a eliminacéo
dos dois fungos patogénicos avaliados (C. albicans e A. fumigatus), 4
minutos de exposicdo as microondas foram suficientes para promover
inativacdo. Os autores atribuiram a efetividade de esterilizacdo em
microondas a um possivel efeito “ndo térmico” proveniente dessa
irradiacdo. Esse efeito seria explicado pela absorcdo das microondas em
varios graus por moléculas fundamentais dos microrganismos, tais como

os acidos nucléicos.

Em 1987, Jeng et al.** avaliaram a possibilidade de
desenvolvimento de um ciclo de esterilizacdo em baixa temperatura, por
meio de irradiacdo por microondas de esporos secos. O objetivo do
trabalho foi determinar a possivel existéncia de efeitos ndo-térmicos das
microondas nos microrganismos. O interior de ampolas de vidro foram
contaminadas com 10°/mL de suspensdo (10 pL) de B. subtilis subsp.
niger. As ampolas foram incubadas em umidade relativa de 33% a 22°C
por 7 dias. Foi utilizado um forno de microondas (4 kW), cuja poténcia foi
controlada automaticamente por um sistema computadorizado externo.
Também foi utilizado um forno elétrico de calor seco convencional, que foi
pré-aquecido aproximadamente a maxima temperatura experimental
desejada, a qual foi medida por meio de um termdémetro de mercurio
calibrado. Assim, condicbes experimentais foram proporcionadas para
que os esporos secos fossem simultaneamente expostos as microondas e
ao calor seco convencional, com perfil de temperatura aproximadamente
idéntico. Um modelo especial de termémetro foi usado para medir a

temperatura das ampolas durante cada experimento. Apenas um par de
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ampolas foi exposto a cada experimento, uma no forno de microondas e
outra no forno convencional. O sistema computadorizado ajustava a
poténcia das microondas em tempo real, de modo que a ampola do forno
de microondas aquecesse na mesma propor¢cao que a ampola do forno
convencional. Apos a exposi¢do, as amostras foram resfriadas com uma
corrente de ar comprimido filtrado. Em seguida, 5 mL de agua destilada
estéril foi adicionada as amostras, que foram sonicadas por 5 min.
Duplicatas de 1 mL foram dosadas pelo método padrao de plagueamento
em Trypticase Soy Agar. Todas as placas foram incubadas a 30-35°C por
48 h. Os resultados demonstraram que as temperaturas alcancadas
durante os experimentos foram de 107, 117, 130 e 137°C. A diferenga de
temperatura entre os as duas fontes de calor foi menor que 2°C. Foi
verificado um baixo grau de letalidade para temperaturas abaixo de
117°C, as quais nao foram efetivas para esterilizacdo a seco. O tempo
necessario para se alcancar a temperatura maxima a 130°C e 137°C foi
de 20 minutos. Uma vez atingida a temperatura experimental maxima, os
esporos foram inativados exponencialmente. O tempo total necessério
para reduzir 10°> esporos foi de 75 e 48 minutos a 130 e 137°C,
respectivamente. Nao houve diferenca significante entre o aguecimento
convencional e por microondas na inativacdo dos esporos em todas
temperaturas estudadas. Os valores D (tempo necessario para reduzir a
populacdo a 90% em uma temperatura) a 117, 130 e 137°C foram
estimados em 88, 14 e 7 minutos, respectivamente. O valor Z (aumento
na temperatura requerido para reducédo de 90% em valor D) foi estimado
em 18°C. Os resultados sugeriram que a atividade esporicida da energia
de microondas é meramente em funcdo do calor. Segundo os autores,
efeitos ndo-térmicos ndo sdo significantes no processo de esterilizacdo a
seco por microondas.

|.61

Robinson et al.°*, em 1987, avaliaram os efeitos de

agentes de limpeza de préteses e da exposicdo a vapores de solventes
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na alteracao de cor, na resisténcia a flexao e na estrutura microscopica de
resinas acrilicas para base de prétese. Foram utilizadas duas resinas
termopolimerizaveis, Trevalon C e Metrocryl Clear, polimerizadas por
6 horas a 70°C e 3 horas a 100°C, e uma resina autopolimerizavel,
DeTrey Rapid Repair. As resinas foram imersas em peroxido alcalino, em
hipoclorito ou em &gua, sob temperaturas recomendadas pelos
fabricantes ou ainda, em temperaturas mais elevadas. As amostras nao
apresentaram alteracdo de cor quando imersas em qualquer das solucdes
preparadas nas temperaturas recomendadas. Entretanto, quando imersas
nas solucdes de desinfeccdo ou em agua em temperaturas elevadas
(95°C), as amostras demonstraram alteragcdo de cor, tendo sido esse
efeito mais pronunciado quando expostas a vapor de acetona,
previamente as imersfes. No entanto, esse tratamento em agua
aumentou de forma significativa a resisténcia a flexdo das resinas
avaliadas. Os resultados demonstraram diminuicdo na resisténcia a flexdo
quando as amostras de resina termopolimerizavel foram expostas a
acetona. Segundo os autores, se forem utilizados ciclos curtos ou com
baixas temperaturas, uma certa quantidade de monémero residual ou que
nao reagiu estaria presente na protese confeccionada. Além disso, de
acordo com os autores, em todos os tratamentos de limpeza, nos quais
altas temperaturas foram utilizadas, o mon6émero residual poderia ter
causado uma dissolucdo local e a re-precipitacdo das superficies das
pérolas do polimero, resultando em alteragdo de cor. Foi observado,
ainda, que a resina Metrocryl apresentou um aumento significante na
resisténcia quando imersa em agua quente, possivelmente devido a um

aumento no grau de polimerizacao.

Friedrich Jr. e Phillips®®, em 1988, avaliaram a efetividade
das microondas na esterilizacao de tecidos de algodao contaminados com
C. albicans. Amostras de tecidos de algoddo para roupas intimas

femininas foram imersas em suspensao de C. albicans, mantidas a seco
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em placas de Petri por trés dias em temperatura ambiente e irradiadas em
poténcia maxima por 5, 10, 15, 20, 25 ou 30 minutos. As amostras
irradiadas foram semeadas em placas de Petri e incubadas por 48 horas a
35°C. Num segundo experimento, os mesmos procedimentos foram
realizados, porém as amostras foram umedecidas com salina fisioldgica
estéril a cada 5 minutos de irradiagdo. De acordo com os resultados, a
exposicao do material seco as microondas néo foi efetiva para eliminar C.
albicans. Entretanto, quando as amostras foram umedecidas em salina
antes das irradiacfes e expostas as microondas por 5 minutos ou mais,
ndo foi observado crescimento de C. albicans. Dessa forma, a
esterilizacdo por microondas de roupas intimas, desde que mantidas
umidas, foi sugerida como um método para reducdo de doencas

recorrentes.

O efeito das microondas produzidas por dois fornos
convencionais (Néon-licence Litton e Néon-type Riviera) sobre bactérias
vegetativas e esporuladas foi avaliado por Najdovski et al.®, em 1991.
Suspensdes aquosas de cepas vegetativas de S. aureus, S. pyogenes do
Grupo A, E. coli, P. aeruginosa e E. faecalis e de esporos de B. subtilis e
B. stearothermophilus foram irradiadas a 325 ou 650 W em diferentes
tempos de exposicdo (5, 10 ,15 e 20 minutos). Adicionalmente, cepas
vegetativas de S. faecalis e esporos de B.subtilis e B. stearothermophilus
a seco e em suspensdes aquosas foram irradiados a 1.400 W, nos
tempos de exposicdo de 3, 5, 10 e 20 minutos. ApGs a exposicdo as
microondas, as amostras foram observadas microscopicamente e as
culturas foram quantificadas por meio de semeadura em placas de Petri.
Os resultados demonstraram que as cepas vegetativas avaliadas foram
eliminadas apds 5 minutos de irradiacdo a 650 W, exceto pelas cepas de
E. faecalis, que foram inativadas ap6s 10 minutos de exposicdo. Quando
a poténcia de 1.400 W foi utilizada, cepas de E. faecalis a seco foram

eliminadas ap6s 5 minutos, e as suspensfes aguosas doS €esporos
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bacterianos foram somente inativadas apés 10 minutos (B. subtilis) ou 20
minutos (B. stearothermophilus). As suspensdes a seco ndo foram
completamente eliminadas mesmo apo6s a exposi¢cao por 20 minutos a
1.400 W. Com base nos resultados, os autores sugeriram que os fornos
de microondas convencionais podem ser utilizados para desinfeccéo

quando em presenc¢a de uma quantidade suficiente de agua.

Com o objetivo de diminuir os custos da utilizacdo de
cateteres descartaveis em pacientes que necessitam ser submetidos a
cateterizacdo urindria intermitente, Griffith et al.*!, em 1993, realizaram
um estudo para investigar a possibilidade da reutilizacdo de cateteres de
polietileno apd6s sua desinfeccdo por microondas. Os cateteres foram
contaminados com suspensdes de Proteus sp. em solugcdo tampao
durante 30 segundos. A seguir, foram removidos da suspensao
bacteriana, e, apos secagem, foram colocados dentro de bolsas plasticas
seladas. Mantidos a temperatura ambiente por uma hora, os cateteres
foram, entdo, divididos em grupos de seis e distribuidos ao longo da
bandeja rotatéria de um forno de microondas domeéstico. Durante a
irradiacdo, que foi realizada durante 0, 2, 4, 6 e 8 minutos a 650 W, um
recipiente contendo 300 mL de agua foi mantido dentro do forno para
permitir a dissipacdo do calor. ApOs a irradiagdo, as bolsas plasticas
foram abertas e os cateteres, individualmente imersos em 6 mL de caldo
Soy, tendo sido as bolsas novamente seladas durante 30 segundos para
permitir o contato do meio com os cateteres. Trés amostras foram
coletadas da solugéo resultante dessa imersdao no meio de cultura e
plagueadas para contagem das ufc em Agar. Um dos grupos de cateteres
foi irradiado por 8 minutos durante 30 irradiacbes diferentes para
avaliacdo de possiveis alteracfes na estrutura dos mesmos. De acordo
com os resultados obtidos, a completa esterilizacdo dos cateteres foi
observada pela irradiagcdo durante 6 minutos. Além disso, os cateteres

submetidos a irradiagbes consecutivas ndao demonstraram sinais
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exteriores de alteragdo estrutural. Os autores concluiram que a
esterilizacdo dos cateteres de polietilieno utilizados para cateterizagao
intermitente poderiam ser esterilizados por meio da irradiacdo de
microondas, nas condicdes de irradiacdo utilizadas, ou seja, os cateteres
deveriam ser irradiados durante seis minutos a 650 W, sobre uma
plataforma giratoria e contendo um recipiente no interior do forno com 300
mL de agua durante a irradiacéo.

1.5 em 1994, avaliaram o efeito da

Rosaspina et a
irradiacdo de microondas na esterilizacdo de instrumentais cirdrgicos
contaminados com C. albicans. As amostras (50 laminas de bisturi em aco
inoxidavel e 25 laminulas de microscopia) foram contaminadas com C.
albicans a uma concentracdo de 10’ org/mL. Em seguida, as amostras
contaminadas foram imersas em recipiente de vidro contendo 0,4 cm de
esferas de vidro e agua destilada. Esses recipientes foram irradiados a
600 W durante 1, 5, 3, ou 6 minutos. As amostras do grupo controle foram
preparadas similarmente as amostras irradiadas e esterilizadas em estufa
por 2 horas a 140°C ou em autoclave por 20 minutos a 121°C. Amostras
adicionais foram imersas em banho de agua fervente durante os mesmos
tempos determinados para as exposi¢coes as microondas. Além disso,
algumas amostras foram preparadas para analise em microscopia
eletronica de varredura (MEV). As laminas de bisturi e de microscopia
foram colocadas em contato com placas de Petri contendo Trypic Soy
Agar e incubadas a 37°C por 48 horas. Os resultados demonstraram, para
todas as amostras preparadas, uma efetiva esterilizacdo ap6s 2 minutos
de irradiacdo por microondas. A analise em MEV revelou que alteracdes
causadas pelas microondas para 0 microrganismo estudado foram
proporcionais ao tempo de exposicdo testado. Quando amostras
contaminadas foram colocadas em banho de agua fervente por 9 minutos,
foi verificada uma efetiva esterilizacdo (inativacdo celular), embora nao

tenham sido observadas modificacbes na morfologia celular. Foi sugerido
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gue as microondas produziram efeito letal inicial sobre os microrganismos
sem provocar alteragdes na morfologia celular. A desintegragao celular foi
efetiva somente quando uma irradiacdo em tempo de exposicao
prolongado foi utilizada. Como as alteracdes morfolégicas obtidas apos a
exposicdo em microondas foram completamente diferentes daquelas
verificadas apés o tratamento em banho de agua, os autores concluiram
que, além de um efeito proporcionado pelo aumento de temperatura, as
microondas também exercem um efeito mais complexo no corpo celular
dos microrganismos. Esse efeito, segundo os autores, ainda precisa ser
avaliado.

Chau et al.*®

, em 1995, realizaram um estudo para avaliar
a possibilidade de penetracdo de bactérias na resina acrilica apés curto
periodo de exposicdo. Os corpos-de-prova de trés resinas acrilicas foram
polidos apenas em um de seus lados para simular as superficies externa
e interna (ndo polida) de uma prétese. Em seguida, os corpos-de-prova
foram imersos por 24 horas em um meio de cultura contendo bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas. Os corpos-de-prova contaminados
foram, entdo, imersos em uma das solugbes desinfetantes avaliadas
(iodéforo, dioxido de cloro e hipoclorito de sédio a 5,25%) ou em uma
solucéo salina estéril (controle) por 10 minutos. Apés a desinfeccédo, os
dois lados dos corpos-de-prova foram submetidos a coleta de material
para as semeaduras em placas de Petri. As amostras foram envolvidas
por gazes estéreis em varias camadas e quebradas pela metade por meio
de um artificio de impacto manual. Cultivos foram feitos para as duas
superficies de fratura. As placas foram incubadas a 37°C por 48 horas, e
0 numero de colbnias foi quantificado. Os autores observaram, pela
andlise das culturas, que os corpos-de-prova tratados com iodoforo ou
diéxido de cloro apresentaram um numero de colbnias significativamente
inferior ao niumero apresentado pelos corpos-de-prova do grupo controle.

Por outro lado, os corpos-de-prova imersos em hipoclorito de sodio nao
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apresentaram colonias viaveis na placas de Petri. Os autores concluiram
gue a resina acrilica pode ser contaminada com bactérias tanto na parte
externa quanto na interna e que o tratamento com hipoclorito de sédio foi

eficiente para inativar esses microrganismos.

Hauser e Errington®?, em 1995, realizaram um estudo
para mensurar as alteragcdes nos parametros do ciclo celular ocorridas
durante a transicdo do crescimento vegetativo para a esporulacdo B.
subtillis, com o objetivo de explicar o processo de divisdo assimétrica
verificada nesse processo. Considerando que a tendéncia de crescimento
do microrganismo B. subtillis em cadeias de células impede a utilizacdo
de aparelhos automaticos para avaliacdo das alteracdes celulares
ocorridas, o0s autores desenvolveram um método microscopico
fluorescente para analisar os parametros do ciclo celular em células
individuais. De acordo com os resultados obtidos e com as mensuracoes
das velocidades de elongacdo dos prolongamentos de replicacdo do
DNA, foi possivel obter uma escala detalhada de tempo para os eventos
morfoldgicos iniciais de esporulacdo. Foi observado que a passagem da
fase vegetativa para esporos tem inicio apdés 60 minutos e é
principalmente constituida de alteragbes no ciclo celular seguida de
mudancas nutricionais. Segundo o0s autores, 0 estagio sensitivo
previamente citado no ciclo de replicacdo de DNA, sem o qual a célula é
incapaz de esporular, poderia representar um ponto no ciclo de divisdo
celular. Nesse ponto, a célula morta ndo conseguiu alcancar a massa de
iniciacao para a replicacdo de DNA. Os autores concluiram que o final do
evento celular, representado pela formacdo de septos de esporos
assimétrico, ocorreu quando, no ciclo celular, uma célula ndo induzida
poderia dividir-se centralmente, uma vez que a septacdo € uma versao

modificada da divisao celular.
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Atmaca et al.’>, em 1996, avaliaram o efeito da irradiacdo
por microondas e da aplicacdo de calor convencional na reproducao de
bactérias. Cepas de S. aureus, S. epidermidis, P. aeruginosa e P.
acidovorans foram cultivadas em suspensdo, e o numero de unidades
formadoras de col6énias por mililitro (ufc/mL) de cada espécie foi
determinado e utilizado como controle. Uma aliquota de 1 mL de cada
suspensao bacteriana foi irradiada por microondas a 550 W durante 5, 6,
7, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 25 e 30 segundos. Em seguida, cada
suspensao foi diluida e cultivada em placas a 37°C por 24 horas e o valor
de ufc/mL foi, entdo, determinado. Antes e apds a irradiacdo, a
temperatura da suspensdo bacteriana foi verificada por meio de um
termdémetro digital. O experimento foi realizado cinco vezes para cada
espécie bacteriana e para cada tempo de exposicdo. Também foram
realizados ensaios com aplicacdo de calor convencional durante 16, 20,
25 e 30 segundos, tempos em que a contagem de bactéria foi reduzida
significantemente. Suspensbes de 5 mL de cada espécie bacteriana
também foram irradiadas durante 14, 16, 18, 20, 25 e 30 segundos. Os
resultados demonstraram que a reducdo na contagem de bactérias apos
a irradiacdo por microondas foi significativa em relacdo ao controle. Além
disso, observaram que reducdo na contagem de bactérias expostas ao
calor convencional foi maior em relacdo as amostras irradiadas por
microondas quando foi utilizado 1 mL de suspensdo. O aumento do
volume das suspensdes exacerbou o efeito destrutivo das microondas,
uma vez que, apoés a irradiacdo, a contagem das suspensdes de 5 mL foi
significativamente menor que a das suspensfes de 1 mL. Os autores
concluiram que o efeito da irradiagcdo por microondas na inativacdo de
bactérias € diferente do efeito térmico, e que o conteudo de liquido no
meio desempenha uma funcédo importante na absor¢cado da energia criada

pela irradiacdo por microondas.
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Em 1996, Cole e Robison*® relataram que, para selecionar
0S microrganismos adequados em uma avaliagdo de efetividade de
tratamento quimicos, é importante considerar os mecanismos de
resisténcia germicida, bem como o0s conceitos de microrganismos
patogénicos e indicadores. Com base em dados cientificos publicados na
literatura, os autores sugeriram alguns grupos de microrganismos que
poderiam ser utilizados em pesquisas para avaliacdo da capacidade de
desinfeccdo de agentes quimicos. A utilizacdo de formas bacterianas
vegetativas Gram-positivas, como Staphylococcus aureus, e Gram-
negativas, como Pseudomonas aeruginosa, foi recomendada. Estes
microrganismos foram relatados como resistentes a inativagdo quimica,
sendo a P. aeruginosa mais resistente a uma ampla variedade de classes
de germicidas em relacdo ao S. aureus. Segundo os autores, de acordo
com métodos padrdes europeus e com um estudo que avaliou nove
fungos expostos a sete germicidas, a espécie Candida albicans foi
considerada o fungo mais resistente e por isso deveria ser utilizada em
pesquisas de desinfeccdo. Dentre os esporos bacterianos, considerados
0S microrganismos mais resistentes a inativacdo por desinfec¢cdo, os
autores recomendaram a utilizagcdo de esporos de B. stearothermophilus
ou B. subtilis. Os autores relataram que esses microrganismos Sao
considerados indicadores de esterilizacdo e devem ser testados para

validar métodos de desinfeccéo.

Em 1996, Pelczar et al.*>® relataram que a temperatura
elevada é um dos métodos de maior eficiéncia e um dos mais utilizados
na destruicdo de microrganismos. Os autores afirmaram que o calor
uamido é muito mais eficiente que o calor seco para destruir os
microrganismos, pois o calor imido causa desnaturacdo e coagulacdo
das proteinas vitais como as enzimas, enquanto que o calor seco causa
oxidacdo dos constituintes organicos da célula. A desnaturacdo de

proteinas celulares ocorre com temperaturas e tempos de exposicdo
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menores do que aqueles requeridos para a oxidacdo. Segundo o0s
autores, enddsporos bacterianos sdo as formas mais resistentes de vida.
Por outro lado, as células vegetativas das bactérias sdo muito mais
sensiveis ao calor e sdo usualmente inativadas dentro de 5 a 10 minutos
pelo calor umido a 60-70°C. Células vegetativas de leveduras e outros
fungos sdo normalmente destruidos entre 5 e 10 minutos pelo calor umido
a 50-60°C. Para inativar os esporos de fungos no mesmo periodo de
tempo sdo necessarias temperaturas de 70-80°C. O calor umido utilizado
para inativar os microrganismos pode ser na forma de vapor, agua

fervente ou a temperatura abaixo do seu ponto de ebuli¢éo.

Em 1996, Pelczar et al.>* relataram que, para o cultivo de
microrganismos, sao necessarios nutrientes e condicéo fisica apropriada.
A pressao osmatica € uma das condi¢des fisicas que influenciam o cultivo
de um microrganismo. Pode ser entendida como pressdo osmotica a forca
com a qual a agua se move através da membrana citoplasmatica de uma
solucdo contendo uma baixa concentracdo de solutos para outra com alta
concentragcdo de solutos. Assim, em uma solugéo isotonica, o fluxo de
agua para dentro e para fora da célula estd em equilibrio e a célula se
desenvolve normalmente. Entretanto, quando o meio externo €
hipertdnico, com uma concentracdo de solutos mais alta do que no
citoplasma da célula, essa perde agua e seu crescimento € inibido. Ao
contrario, quando a solugcdo externa € muito hipotbnica, com uma
concentragdo de solutos menor do que na célula, a agua penetra na
célula provocando rompimento. Outras condi¢cfes que influenciam o meio
fisico de um microrganismo séo: temperatura, pH e atmosfera gasosa. Em
condicdes fisicas adequadas para o cultivo, as células microbianas em um
sistema fechado, ou seja, em um tubo ou frasco contendo meio de cultura
liquido sem renovacao de nutrientes e remocao de produtos de excrecéo
metabolico, se dividem por fissdo binaria, aumentando o numero de

células a uma taxa constante por um periodo de tempo, até que 0s
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nutrientes sejam utilizados ou que os produtos de excrecdo metabdlica se
acumulem em quantidade suficiente para interromper o crescimento.
Cada espécie de microrganismo tem seu tempo de geracdo particular,
mas as varias fases de crescimento de qualquer cultura bacteriana

constituem uma curva de crescimento tipica ilustrada a seguir:

A

Log do nimero de bactérias
viaveis
o

Tempo (horas)

Essa curva demonstra que existem quatro fases distintas, com
caracteristicas especificas. O periodo inicial (a) da curva, denominado de
fase lag, corresponde ao momento em que o0 microrganismo € inoculado
no meio de cultura. Durante esse periodo as células ndo se multiplicam,
porém sao metabolicamente ativas, aumentam de tamanho e sintetizam
novas enzimas para se adaptarem ao meio. Na fase seguinte (b — fase de
crescimento logaritmico ou exponencial), a taxa de crescimento € maxima
e constante, as células sdo aproximadamente uniformes em termos de
composicdo quimica e atividades metabdlicas e fisiologicas. Essa fase
corresponde ao pico de atividade e eficiéncia fisiologica das células, em
condicbes de crescimento balanceado. Em seguida ocorre a fase
estacionaria (c), durante a qual ha acumulo de produtos metabdlicos
toxicos e/ou exaustdo de nutrientes. Algumas células morrem enquanto
outras crescem e se dividem, de modo que o numero de células viaveis
permanece constante. Na ultima fase de crescimento (d), denominada de

fase de declinio ou morte, hd acumulo de produtos metabdlicos inibitérios
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e deplecdo dos nutrientes essenciais, reduzindo de forma exponencial o
namero de células viaveis. Dependendo da espécie, poucas células vivas

resistem até o final da curva.

Os efeitos da irradiacdo por microondas sobre a
inativacdo de bactérias patogénicas foram avaliados por Wu®* em 1996.
Os microrganismos avaliados foram: B. subitilis var. nigar, S. aureus, B.
pumilis Ego1, B. stearothermophilus e B. cereus, sendo que 0s quatro
primeiros sdo considerados bactérias indicadoras de esterilizacdo. Os
materiais selecionados para a irradiacao (placas, bastbes e papéis para
embalagens de alimentos) foram contaminados individualmente com 10°
org/mL de uma das bactérias testadas. Os materiais foram divididos em
varios grupos, sendo submetidos a poténcia alta ou média por tempos de
exposicdo entre 0 e 50 minutos. Apés a irradiagcdo de cada grupo, 0s
materiais foram colocados em cultura de Agar nutriente e incubados. Em
seguida, o crescimento foi avaliado nos tubos apdés os tempos de
incubacdo de 24, 48 e 72 horas para a quantificacdo das bactérias
avaliadas. Foi observado que a eliminacdo de todas as bactérias sobre os
itens contaminados ndo dependeu somente do tempo de exposi¢cdo as
microondas e dos tipos de materiais envolvidos, mas também da poténcia
de irradiacdo utilizada e das espécies de bactérias testadas. A bactéria B.
subtilis foi considerada como uma 6tima indicadora para a desinfec¢cdo em
microondas, uma vez que necessitou de maior tempo de irradiacdo para
ser eliminada (aproximadamente 45 minutos em média poténcia ou 30
minutos em alta poténcia). Para os bastfes e papéis para embalagens de
alimentos testados, as outras bactérias testadas foram inativadas, em

média, apos 20 minutos em alta ou média poténcia.

Tarantino et al.”, em 1997, avaliaram a efetividade das
microondas na esterilizacdo de espelhos odontolégicos contaminados

com microrganismos patogénicos (S. aureus, B. subitilis e B.



Revisdo da Literatura 48

sterarothermophilus) inoculados em concentragdes iniciais de 10* e 10°
ufc/mL. Para simular condigfes clinicas, os instrumentos foram testados
quando umidos (irradiados imediatamente ap0s a inoculacdo) e quando
mantidos a seco (irradiados apés 8 horas da inoculacéo). As irradiacdes
foram realizadas a 650 W por 4 minutos em um aparelho de microondas
em que o fabricante recomenda a imersdo do material a ser irradiado em
um liquido a base de aldeido. Para os experimentos, trés diferentes
grupos foram avaliados: 1- os instrumentos foram imersos no liquido e
submetidos as microondas; 2- os instrumentos foram imersos em solugao
salina a 0,9% e submetidos apenas a irradiagcdo no aparelho; e 3- os
instrumentos foram apenas imersos no liquido e colocados em forno
comum a 25°C por 4 minutos, ndo sendo irradiados. Os autores
observaram que a esterilizagdo ocorreu somente quando o liquido
sugerido pelo fabricante foi utilizado (Grupo 3) ou quando a imersédo no
liquido foi associada as microondas (Grupo 1). A utilizacdo de irradiacdo
sem imersdo no liquido ndo demonstrou uma completa eliminacdo dos
microrganismos avaliados. De acordo com os resultados obtidos, os
autores sugeriram que, para se obter uma esterilizacdo efetiva, 0s
instrumentos deverdo ser imersos no liquido proposto pelo fabricante e

irradiados em microondas.

Verran e Maryan™, em 1997, avaliaram o efeito da
rugosidade na aderéncia de C. albicans em resina acrilica e elastdmero.
Corpos-de-prova de resina acrilica de polimetil metacrilato foram
submetidos a polimento (superficie lisa) ou a desgaste manual com lixa de
granulacdo 600 (superficie rugosa). As amostras de silicone de adi¢céo
foram confeccionadas sobre uma superficie polida de resina acrilica
(superficie lisa) ou sobre modelo de gesso (superficie rugosa). A
rugosidade dos materiais foi mensurada por meio de um profildmetro
antes dos procedimentos de aderéncia. Em seguida, suspensfes de C.

albicans (1,29 X 10’ org/mL) foram adicionadas em placas de Petri
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contendo um dos materiais avaliados. Apds a incubacédo por uma hora a
24°C, os materiais foram enxaguados cuidadosamente, para que as
células pouco aderidas fossem removidas. Em seguida, os materiais
foram secos em temperatura ambiente, fixados com metanol e corados
para possibilitar a analise microscopica e a contagem do numero de
células aderentes por area. Os resultados evidenciaram que ndo houve
diferenca estatisticamente significante para o numero de células
verificadas em cada um dos lados das amostras com superficie lisa. As
amostras com superficie rugosa apresentaram numeros de células
significativamente mais elevados em relagdo aos corpos-de-prova com
superficies lisas. No entanto, as amostras de silicone com superficie
rugosa demonstraram maior aderéncia comparados aos corpos-de-prova
de resina com superficie rugosa. Os autores concluiram que um aumento
da rugosidade superficial facilitou a aderéncia de C. albicans nas
superficies da resina e do silicone avaliados.

A efetividade da irradiacdo por microondas nha
desinfeccdo de um material reembasador resiliente contaminado com
microrganismos patogénicos foi avaliada por Baysan et al.®, em 1998. Os
corpos-de-prova (2 cm X 2 cm) foram confeccionados com uma resina
reembasadora resiliente (Molloplast—b) e polimerizados em microondas
por 3 minutos a 650 W. Todos os corpos-de-prova foram esterilizados em
autoclave, inoculados com os microrganismos testados (Candida albicans
ou Staphylococccus aureus) e incubados aerobicamente a 37°C. Apods
trés dias de incubacdo, o meio de cultura foi descartado e os corpos-de-
prova enxaguados cuidadosamente em 10 mL de salina fosfatada
tamponada (PBS) para remoc¢édo de células ndo aderentes. As amostras
confeccionadas foram divididas em quatro grupos (trés experimentais e
um controle) com dez amostras cada. Trés grupos experimentais foram
avaliados quanto aos procedimentos de desinfeccdo, sendo as amostras

do grupo A submetidas a desinfecgdo em microondas por 5 minutos a 650
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W; as amostras do grupo B mantidas a seco em temperatura ambiente
por 5 horas e as amostras do grupo C imersas em solucdo de hipoclorito
de sddio a 2% durante a noite. Para o grupo controle, as amostras foram
enxaguadas e deixadas em solucdo de PBS por 5 horas em temperatura
ambiente. A seguir, os corpos-de-prova foram individualmente colocados
em tubos com 10 mL de PBS e agitados por 15 minutos. A semeadura
das diluicdes seriadas (10 a 107®) foram realizadas em placas com Agar
Sangue, que foram incubadas durante a noite a 37°C. Apds a incubacéo,
as colonias foram contadas e o nimero de ufc/mm? foi calculado. Os
resultados demonstraram que o tratamento por microondas e a imersao
em hipoclorito de s6dio promoveram uma reducdo semelhante do numero
de microrganismos. Entretanto, o grupo do procedimento a seco
apresentou uma reducdo do namero de células viaveis significantemente
inferior em relagdo aos demais grupos. Os autores recomendaram a
utilizacdo das microondas como um método de desinfecgdo efetivo e
simples, uma vez que o hipoclorito de soédio apresenta algumas
desvantagens para utilizacdo na clinica odontolégica, sobretudo em
longos periodos de imersdo, como efeitos deletérios sobre as resinas
acrilicas das préteses e corrosao de componentes metalicos.

Furukawa et al.?®

, em 1998, avaliaram a efetividade da
solucéo de diéxido de cloro (Alcide LD) na desinfeccdo de reembasadores
resilientes para proteses (Coe Soft e Coe Comfort). Na primeira fase do
estudo, a efetividade das técnicas de spray e imersdo em dioxido de cloro
foi analisada para seis grupos experimentais (n = 14). Cada grupo
consistiu de dez amostras para avaliacdo da efetividade do diéxido de
cloro e quatro amostras para avaliagdo em microscopio eletrénico de
varredura (MEV). Os corpos-de-prova foram inoculados com E. coli, S.
aureus e C. albicans, incubados a 37°C por 72 horas, desinfetados por
spray ou imerséo de dioxido de cloro por 3 minutos. Cada corpo-de-prova

foi colocado em tubo de ensaio contendo Tryptic Soy Broth (TSB) e, a
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seguir, diluicdes 10, 10° e 10®° foram semeadas em meios seletivos:
Mannitol Salt Agar para S. aureus ; MacConkey Agar para E. coli e Tryptic
soy com 5 upg/ml de gentamicina para C. albicans. As placas foram
incubadas a 37°C por 24 horas e as col6nias foram contadas. A segunda
fase do trabalho avaliou o tempo de exposicdo ao spray desinfetante.
Foram confeccionados 48 corpos-de-prova, divididos em 4 grupos, sendo
3 corpos-de-prova de cada reembasador submetido ao desinfetante
testado por 1, 3 ou 10 minutos. De acordo com os resultados, o dioxido de
cloro para as técnicas de spray e a imersao por 3 minutos nao foi efetivo
para promover desinfeccdo dos materiais reembasadores avaliados. O
aumento no tempo de desinfeccdo em até 10 minutos nao foi efetivo na
reducdo do numero de microrganismos viaveis. Considerando que,
mesmo apos a desinfeccdo, houve a presenca de elevado numero de
microrganismos Vidveis nos materiais reembasadores avaliados, 0s
autores sugeriram, para um efetivo controle de contaminagéo cruzada, a
remocao desses materiais das bases das proteses antes de seu envio ao

laboratorio.

Radford et al.>®, em 1998, compararam a capacidade de
aderéncia da C. albicans (com e sem alteracdes fenotipicas) as superficies
de uma resina acrilica termopolimerizavel (Trevalon) e dois materiais
reembasadores (Molloplast B e Novus) com diferentes rugosidades
superficiais. Para cada material, foram confeccionados 30 corpos-de-prova
unidos dois a dois e uma das hemi-partes de cada um foi polimerizada
contra duas laminas de vidro e ndo receberam acabamento (controle). A
outra hemi-parte dos corpos-de-prova da resina termopolimerizavel e dos
reembasadores recebeu acabamento com fresa de aco e com lixas de
carbeto de silicio, respectivamente. As colénias com e sem alteracao de
morfologia foram obtidas a partir de colénia padrdo de C. albicans e
incubadas por 18 a 20 horas em caldo nutriente. Em seguida, uma

suspenséo celular (10" org/ml) foi incubada durante uma hora em placas
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de orificios com as amostras avaliadas. Apds a remocdo das placas, 0s
corpos-de-prova foram secos, montados em laminas de vidro e corados.
As leveduras e hifas aderidas foram contadas microscopicamente pela
técnica de amostra estratificada. Para as leveduras, os resultados
demonstraram que ndo houve diferenca estatisticamente significante na
adeséao dos dois tipos de C. albicans. Além disso, foi observado que esses
tipos morfolégicos apresentaram maior aderéncia nas superficies com
acabamento e também para os materiais reembasadores em relacdo a
resina termopolimerizavel. Para as hifas, foi observado maior aderéncia de
C. albicans com alteracéo fenotipica, mas ndo houve diferenca significativa
entre os diferentes materiais. Os autores concluiram que, para os materiais
reembasadores, foi verificada uma maior aderéncia as superficies rugosas

em relacdo as superficies lisas.

Webb et al.”®, em 1998, avaliaram a efetividade das
microondas e do hipoclorito de sodio na desinfeccdo de proéteses.
Préteses totais superiores foram confeccionadas em resina acrilica e
esterilizadas em autoclave. Dez préteses inoculadas com C. albicans e
outras dez com S. gordonii foram incubadas a 37°C. Apés a incubacao,
cinco das dez préteses de cada microrganismo foram utilizadas como
controle (ndo irradiadas) e imersas em solucdo salina. As outras cinco
préteses foram irradiadas a 350 W ou 604 W por 1, 2, 4, 6, 8 ou 10
minutos e entdo submetidas a cultura em placas de Petri. Seguindo os
mesmos procedimentos descritos, dez préteses foram inoculadas com C.
albicans e dez com S. gordonii e incubadas em banho de ultra-som por 48
horas a 37°C. A seguir cinco préteses foram imersas por 8 horas em
solucdo de hipoclorito de sédio a 0,02% ou a 0,0125%. As outras cinco
foram selecionadas como controle, sendo imersas em solugdo salina.
Todas as proteses foram submetidas a cultura em placas de Petri.
Algumas amostras em resina acrilica de cada condicao foram preparadas

para microscopia eletronica de varredura (MEV). Os resultados
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evidenciaram que a irradiacdo em microondas a 604 W a partir de 2
minutos e a 350 W a partir de 6 minutos foi efetiva para eliminar o
crescimento de C. albicans e S. gordonii, apesar desse procedimento nao
remover 0S microrganismos nao-viaveis das superficies das proéteses,
conforme observado nas fotomicrografias. Segundo os autores, o grau de
sobrevivéncia dos microrganismos diminuiu com o aumento do tempo de
exposicdo as microondas. Além disso, a imersdo das proteses por 8 horas
em hipoclorito de sédio nas concentracfes de 0,02 e 0,0125% eliminou o
crescimento de C. albicans e reduziu o crescimento de S. gordonii pela
remogdo dos microrganismos da superficie das amostras, como
observado nas analises em MEV. Dessa forma, os autores indicaram que
a irradiacdo em microondas por 6 minutos poderia ser mais efetiva para a
esterilizacdo de préteses do que a imersdo em hipoclorito de sodio,
apesar de nenhum procedimento efetivamente eliminar todos os

microrganismos das superficies das proteses.

Border e Rice-Spearman®?, em 1999, avaliaram a
efetividade da irradiacdo por microondas na esterilizagcdo de materiais
laboratoriais (meios de cultura, gases e swabs). Quatro bactérias (E. coli,
S. aureus, S. epidermidis e P. aeruginosa) e um fungo (C. albicans) foram
inoculados individualmente em cinco tubos de ensaio contendo meio de
cultura Trypticase Soy Broth (TSB) e incubados a 37°C por 24 horas. A
seguir, 25 mL de cada solucéo foram irradiados a 650 W por 5 minutos.
Esse procedimento foi repetido nos tempos de 15, 30, 45, 60, 75, 90 e
120 segundos de exposicdo as microondas. Os meios de -cultura
irradiados foram semeados em placas de Petri e incubados por 24 horas a
37°C. Gazes e swabs estéreis foram imersos separadamente no meio de
cultura TSB inoculado, irradiados por 15 segundos a 650 W e novamente
irradiados por 30, 45, 60, 75, 90 e 120 segundos. Apos as irradiacdes, as
gazes e os swabs foram semeados por esfregaco em placas de Petri e

incubados a 37°C por 24 horas. As colonias foram quantificadas em
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nameros por quadrante. Além disso, um frasco contendo TSB néo
inoculado foi irradiado em intervalos de um minuto até um total de 5
minutos de irradiagdo e semeados em placas de Petri a cada intervalo. As
placas foram incubadas a 37°C por 48 horas. Os resultados
demonstraram que foram necessarios 60 segundos de irradiacdo para a
esterilizacdo de todos 0s microrganismos presentes no meio de cultura,
nas gazes e nos chumacos de algoddo. Além disso, os autores
verificaram que, para esterilizar o meio de cultura nao inoculado, foram

necessarios 3 minutos de irradiacao.

Em 1999, Dixon et al.®® avaliaram a efetividade da
irradiacdo por microondas na desinfeccdo de resinas acrilicas
contaminadas com C. albicans e seu efeito sobre a dureza desses
materiais. Na fase 1 do experimento, foram confeccionados 45 corpos-de-
prova (10 mm x 10 mm x 3 mm) de cada material, sendo trés
rembasadores resilientes (Molloplast-B, Permaflex e/ou Permasoft) e uma
resina termopolimerizavel (Lucitone 199). Os corpos-de-prova foram
submetidos aos ensaios de dureza (durbmetro Shore A) e entéo
inoculados com C. albicans. Apdés 48 horas, 30 corpos-de-prova foram
irradiados a seco por 5 minutos em poténcia maxima, e o crescimento
microbioldgico foi avaliado por semeadura em placas de Petri. A
esterilizacédo a longo prazo (duas semanas) foi observada pela analise de
crescimento visivel no meio de tioglicolato contendo os corpos-de-prova
desinfetados imersos nesse meio. Apés 2 semanas, as leituras de dureza
foram realizadas novamente para todos 0s corpos-de-prova. Para a fase
2, 15 corpos-de-prova de cada material foram irradiados a seco pelos
tempos de exposicdo de 10 ou 15 minutos e submetidos aos ensaios de
dureza. Amostras (n = 15 de cada material) imersas em 8 0z de agua
também foram irradiadas por 5 minutos. Na fase 3, 15 corpos-de-prova de
cada material foram imersos em agua e irradiados por 5 minutos em

poténcia maxima. Para avaliar o efeito desse procedimento sobre a
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dureza, os corpos-de-prova foram irradiados por 5 vezes. De acordo com
0s resultados, a irradiagdo a seco por 5 minutos nao esterilizou nenhum
dos materiais avaliados. Além disso, 0s corpos-de-prova ndo imersos e
irradiados por 10 e 15 minutos ndo foram eficientemente esterilizados
para todos os materiais avaliados. Entretanto, uma esterilizacéo efetiva foi
observada somente apds a irradiacdo em microondas por 5 minutos
quando os corpos-de-prova foram imersos em agua. Os corpos-de-prova
de todos os materiais ndo imersos e irradiados por 15 minutos e 0s
corpos-de-prova imersos em agua e irradiados por 5 minutos nao
resultaram em alteracdo de dureza clinicamente significante. As 5
irradiacfes consecutivas de um mesmo corpo-de-prova resultou em uma
alteracao significativa na dureza do material PermaSoft. Com base nos
resultados, os autores concluiram que 5 minutos de irradiacdo, foram
suficientes para eliminar C. albicans desde que os materiais testados

estivessem imersos em agua durante o procedimento de irradiacao.

Tendo em vista que 0 uso sucessivo de uma mesma
esponja pode transferir bactérias de uma superficie a outra durante um
procedimento de assepsia, lkawa e Rossen®’, em 1999, avaliaram varios
métodos para desinfeccdo de rotina em esponjas. Para simular utilizacdo
domeéstica, algumas esponjas, previamente ao tratamento, foram lavadas
manualmente em solucdo de composto quaternario de amonio e cloreto
de magnésio, secas ao ar ambiente e embaladas. Outras esponjas foram
inoculadas com microrganismos patogénicos com o objetivo de simular
condicOes de uso em laboratorio. Essas esponjas foram individualmente
umedecidas com 54 mL de agua destilada estéril e contaminadas com 4
mL de uma suspensdo bacteriana de E. coli, S. choleraesuis, P.
aeruginosa, S. aureus e S. putrefaciens. As esponjas foram incubadas a
25°C por 48 horas. Os tratamentos quimicos selecionados, para cada
condicdo simulada, constituiram-se de imersdao por 5 minutos, em uma

das seguintes solu¢des: hipoclorito de sodio, peroxido de hidrogénio,
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alcool isopropil, quaternario de amonio, vinagre e amdnia. Os tratamentos
fisico-quimicos avaliados foram: escovacdo com detergente a base de
composto quaternario de aménia ou alvejante e secagem associada ou
ndo a um ciclo de alta temperatura a seco. Além disso, foi utilizada a
imersdo em agua fervente por 5 minutos ou irradiacdo em microondas por
um minuto em alta poténcia (tratamentos fisicos). Os autores enfatizaram
gue as esponjas foram umedecidas antes da irradiacao para prevenir que
as esponjas, em estado seco, entrassem em combustdo. ApGs cada
tratamento, 1 mL da solu¢do remanescente das esponjas foi inoculado em
tubos de ensaio contendo Tryptic Soy Broth, que foram incubados a 35°C
por 48 horas. Apds esse periodo, os tubos de ensaio que apresentaram
crescimento foram semeados em placas de Petri. Os tratamentos
quimicos avaliados foram efetivos na reducdo dos microrganismos
presentes nas esponjas em que a utilizacdo doméstica foi simulada, mas
esses produtos nao reduziram de forma significativa as bactérias
presentes nas esponjas em que a utilizacdo laboratorial foi simulada.
Além disso, foi verificado que, para as duas condi¢cdes de uso simuladas,
a limpeza com detergente alvejante ou a base de composto quaternario
de amodnio, a imersdo em agua em ebulicdo por 5 minutos ou irradiacdo
por microondas em alta poténcia durante 1 minuto reduziram a viabilidade

dos microrganismos em 99,9%.

Lin et al.*®, em 1999, avaliaram a efetividade da solucéo
de diéxido de cloro na desinfeccdo de préteses dentarias. Foram
confeccionados 92 corpos-de-prova (6 mm x 6 mm x 75 mm) de resina
acrilica termopolimerizavel (Ch Lucitone), sendo 88 esterilizados em Oxido
de etileno e expostos as suspensdes microbianas e 4 utilizados como
controle negativo, esterilizados por autoclave e ndo expostos as
suspensdes microbiana. Os 88 corpos-de-prova foram colocados em
Erlenmeyer contendo 400 mL de meio de cultura Tryptic Soy Broth (TSB)

com 0s seguintes microrganismos em concentracao inicial de 10” org/mL:
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E. coli, S. aureus e C. albicans. O Erlenmeyer contendo os corpos-de-
prova inoculados foi submetido a termociclagem por 21 dias e, a seguir,
metade das amostras (n = 44) foi desinfetada e a outra metade (n = 44)
permaneceu ndo desinfetada (controle positivo). A desinfeccdo das
amostras foi realizada por meio de spray de solucdo de dioxido de cloro
(Alcide LD disinfectant). As amostras desinfetadas foram deixadas em
descanso por 3 minutos e entdo enxaguadas em salina. A seguir, 46
amostras, sendo 22 ndo desinfetadas, 22 desinfetadas e 2 do grupo
controle negativo, foram fraturadas em 4 partes. As outras 46 amostras
foram mantidas intactas. Algumas amostras de cada grupo foram
preparadas para microscopia eletrénica de varredura (MEV), e a analise
foi realizada tanto na superficie interna quanto na externa. As amostras
ndo submetidas a MEV foram colocadas em tubos de ensaio contendo 15
mL de TSB, agitadas por um minuto e deixadas em descanso por 9
minutos. ApGs esse periodo, as solu¢cdes dos tubos foram levemente
agitadas e entdo submetidas as diluicbes seriadas em solucédo salina.
Uma aliquota de 0,1 mL das diluicbes de 102 a 10® foi semeada em
placas contendo um dos meios de cultura especificos para cada
microrganismo testado: MacConkey Agar (E. coli), Mannitol Salt Agar (S.
aureus) e Tryptic Soy Agar com 5 g/ml de gentamicina (C. albicans).
Todas as placas foram incubadas a 37°C por 7 dias. Os meios de cultura
dos tubos de ensaio contendo as amostras foram avaliados quanto a
presenca de crescimento nos periodos de 24 horas, 48 horas e 7 dias, e
as placas foram analisadas quanto a presenca de colbnias viaveis. Todas
as amostras do grupo controle negativo ndo apresentaram crescimento
aparente nos tubos de ensaio. As amostras ndo desinfetadas (controle
positivo), fraturadas ou néo, produziram crescimento microbiano. O soma
das colbnias para E. coli foi maior que a soma para S. aureus e C.
albicans. A MEV dos corpos-de-prova do controle positivo revelou maior
quantidade de microrganismos nas superficies externas comparadas as

internas. Imediatamente apés a desinfec¢do, para as amostras intactas ou
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fraturadas, foi observada a presenca de um numero significativamente
menor de colbnias viaveis, em comparacdo ao grupo controle positivo.
Entretanto, apds 7 dias, as amostras desinfetadas exibiram crescimento
aparente nos tubos de ensaio. A MEV das amostras desinfetadas exibiu
microrganismos nas superficies interna e externa, a excecao da presenca
de C. albicans, que néo foi verificada no interior das amostras. Os autores
concluiram que os microrganismos E. coli e S. aureus penetraram no
interior da resina acrilica e que a desinfeccéo por trés minutos com Alcide
LD foi eficaz para reduzir os microrganismos, mas nao para eliminar

completamente 0s mesmos.

Em 1999, Shim e Watts’®, avaliaram o efeito de um ciclo
adicional de polimerizacdo sobre a concentracdo de mondmero residual
de duas resinas acrilicas para base de prétese (Lucitone 199 e Trevalon).
Os corpos-de-prova (50 mm x 3 mm) foram polimerizados pelo ciclo de
polimerizacdo curto (90 minutos a 73°C seguido de 30 minutos a 100°C)
ou longo (9 horas a 73°C). Apds 24 horas da polimerizagdo, metade dos
corpos-de-prova foi submetida a um ciclo de polimerizacao adicional em
adgua a 100°C por 2 horas. Este ciclo, sugerido pelo fabricante de uma
resina reembasadora resiliente (Molloplast B), foi realizado com objetivo
de avaliar o efeito desse tratamento empregado no reembasamento de
proteses sobre a concentracdo de monbmero residual das resinas
testadas. Os demais corpos-de-prova nao foram submetidos ao ciclo de
polimerizagdo adicional, sendo utilizados como controle. Foram
confeccionados 6 corpos-de-prova para cada condicdo avaliada. De
acordo com os resultados, o ciclo adicional em agua a 100°C por 2 horas
promoveu uma reducdo significativa na concentracdo de mondmero
residual nas duas resinas avaliadas. Além disso, a concentracdo de
mondmero residual mais elevada foi observada quando o ciclo longo foi

utilizado sem a aplicacéo do ciclo de polimerizacao adicional.
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O mecanismo de transferéncia transitéria de calor de uma
suspensao de S. aureus apos a irradiacdo em microondas foi avaliado por
Yeo et al.??, em 1999. Culturas bacterianas de S. aureus foram inoculadas
em meio nutriente, incubadas a 37°C por 8 horas e centrifugadas por 10
minutos. Para a exposi¢cdo as microondas, foram utilizadas suspensdes
bacterianas em meio de cultura e em agua destilada estéril. Adesivos
indicadores de temperatura foram aplicados em discos estéreis de aco
inoxidavel (15 x 5 mm). As suspensdes bacterianas em meio de cultura ou
em agua destilada foram pipetadas sobre as superficies dos discos. Em
seguida, os discos foram irradiados a 800 W em varios tempos de
exposicdo. As poténcias absorvidas pelos discos de aco inoxidavel e
pelas suspensbes bacterianas foram calculadas por uma equacao de
conducdo térmica. A analise de transferéncia de calor entre o0s
microrganismos e a 4gua destilada foi avaliada por um método especifico
capaz de calcular o nivel tempo-dependente de absorcdo de energia do
microrganismo e do liquido circundante ao mesmo. Os resultados
evidenciaram que a viabilidade celular foi reduzida com o aumento do
tempo de exposicdo, havendo uma inativacdo completa da suspensao
bacteriana ap6s 110 segundos, quando a temperatura atingiu o valor de
61,4°C. O baixo indice de aumento de temperatura da suspensdo
bacteriana quando comparada com agua destilada estéril ou meio de
cultura testados sem indculo foi atribuido pelos autores a uma significante
influéncia da eficicia de esterilizacdo pelas microondas nas propriedades
térmicas dos microrganismos. Os autores concluiram que, quando o
indculo bacteriano sobre o disco de aco inoxidavel foi submetido as
microondas, a conducdo de calor do disco de aco para o indculo foi a
causa do efeito bacteriostatico, com absorcdo de 23,8 W de poténcia pelo
aco e de 0,16 W pela suspenséo bacteriana. Dessa forma, os autores
sugeriram que a acao de eliminacdo de S. aureus em discos de aco

inoxidavel foi principalmente atribuida a transferéncia de calor do
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substrato de aco, com pouca energia absorvida diretamente da irradiacao
por microondas.

Liatsikos et al.*®

, em 2000, avaliaram, por meio de uma
revisdo da literatura, a utilizacdo das microondas no tratamento da
prostatite. Os primeiros estudos utilizavam as microondas para promover
uma hipertemia na préstata com um aquecimento de 42°C para 44°C. A
terapia por microondas evoluiu e passou a ser aplicada por um dispositivo
transuretral sob um tratamento denominado termoterapia transuretral por
microondas (TUMT). Essa terapia utiliza energia térmica gerada pelas
microondas para produzir mudancas celulares irreversiveis no tecido da
prostata sem que haja alteracdes significativas na uretra. A interacdo das
microondas com os tecidos resulta em geracdo de calor por meio da
oscilagdo de cargas livres no campo eletromagnético e da polarizacéo de
pequenas moléculas. A energia cinética molecular resultante aumenta a
temperatura tecidual (45°C por 30 minutos) causando a morte celular.
Além disso, segundo os autores, as microondas também possuem um
efeito ndo térmico resultante da interacdo do campo eletromagnético com
as moléculas dos microrganismos. Foi também relatado que a TUMT
pode ser uma terapia benéfica e efetiva a longo prazo, tanto nos casos de
prostatite ndo bacteriana ou bacteriana. Foi observada uma reducéo
significativa no nimero de colénias de microrganismos causadores da
prostatite bacteriana (E. coli e E. cloacae). Com base nos dados
encontrados na literatura, os autores concluiram que ndo somente o calor
gerado pelas microondas, mas também o efeito das ondas
eletromagnéticas sdo responsaveis pelas alteragcbes causadas nos

microrganismos.

Watanabe et al.”’, em 2000, investigaram o efeito dos
componentes i6nicos na inativacdo de microrganismos pela irradiacdo em

microondas. As suspensdes microbianas utilizadas (E. coli, S. aureus e C.
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albicans) apresentaram uma concentracdo inicial de 2 x 10’ ufc/mL.
Periodicamente, concentragbes de NaCl, KCl e sacarose foram
adicionadas as suspensdes resultantes. Tubos de ensaio com a
suspensao resultante foram colocados individualmente em Erlenmeyer
contendo agua e mantidos a 30°C por 5 minutos. A seguir, cada
Erlenmeyer foi irradiado a 500 W por varios tempos experimentais e
amostras da solucdo irradiada foram utilizadas para a contagem dos
microrganismos viaveis. A temperatura das suspensdes microbianas foi
determinada com o auxilio de um termdémetro digital. Os resultados
evidenciaram que os microrganismos avaliados foram inativados apds 50
segundos de irradiacdo. A temperatura das suspensdes microbiolégicas
aumentou de 30°C para 100°C apds 30 segundos de irradiacdo a 500 W.
Quando a temperatura inicial foi mantida a 0,5°C, a temperatura das
suspensdes aumentou para 28°C apds 30 segundos de irradiacéo e,
nessas condi¢des, as células de E. coli ndo foram inativadas. De acordo
com os resultados, os autores sugeriram que o efeito das microondas
sobre os microrganismos foi principalmente devido ao calor gerado nas
suspensdes das células microbianas. Além disso, foi observado que as
células microbianas foram inativadas com o aumento das concentracdes
de NaCl e KCI. Por outro lado, variando-se as concentra¢gdes de sacarose,
houve minima alteracdo de temperatura e a inativacdo das células
microbianas foi pouco afetada. Para explicar esses resultados, os autores
avaliaram o efeito das condi¢des utilizadas no frasco de Erlenmeyer no
aumento da temperatura do liquido contido nos tubos de ensaio
colocados no frasco. Para este procedimento, os autores colocaram 0s
tubos de ensaio com liquido (agua ou solucdo de NaCl) em Erlenmeyers
vazios ou cheios de liquido (dgua ou solucdo de NacCl). Foi verificado que
o liquido no interior do tubo de ensaio aqueceu mais rapidamente quando
o Erlenmeyer estava vazio. Essa observacado foi atribuida ao fato da
energia de microondas ter penetrado diretamente no liquido do tubo de

ensaio, uma vez que ndo havia liqguido no Erlenmeyer. No entanto,
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guando o Erlenmeyer estava com a solucdo de NacCl, o liquido no interior
dos tubos de ensaio aqueceu muito menos que a solugéo do frasco. Os
autores concluiram que, quando o volume da solucéo irradiada é menor
ou quando a area superficial exposta as microondas é ampla, ha maior
possibilidade da irradiacdo por microondas aquecer todo o liquido

contendo substancias com alta perda dielétrica.

Banting e Hill®, em 2001, realizaram um estudo para
comparar a efetividade da energia de microondas como tratamento
coadjuvante de candidose bucal. Trinta e quatro pacientes portadores de
proteses totais superiores com teste positivo para pseudohifas de C.
albicans foram selecionados para um dos seguintes tratamentos:
irradiacdo da prétese em microondas ou imersao da protese em solucéo
clorexidina a 0,2% (controle). Todos os pacientes receberam medicagao
antifingica tépica (Nistatina 300000 IU 3 vezes ao dia) por 14 dias. As
proteses selecionadas para o tratamento com as microondas foram
escovadas com sabdo anti-séptico e agua e entdo irradiadas por um
minuto a 850 W em trés dias diferentes (1, 5 e 10° dia). Para o grupo
controle, as proteses foram imersas na solugdo de clorexidina durante a
noite por 14 dias, com renovacao da solucdo a cada dois dias. Essas
préteses também foram escovadas em 3 dias diferentes (1, 5 e 10° dias)
estabelecendo parametro para comparacdo entre 0s grupos. Os
resultados demonstraram que, ap6s 14 dias, 53% das proéteses
submetidas ao tratamento com microondas apresentaram pseudohifas de
C. albicans e que essa porcentagem aumentou para 84% para as
préteses submetidas a imersao em clorexidina. Por outro lado, apds esse
mesmo periodo, as camadas citoldgicas referentes a mucosa palatina dos
pacientes cujas préteses foram irradiadas apresentaram um quarto do
risco de infeccdo dos tecidos palatinos em relacdo aos pacientes que
tiveram suas protese imersas em clorexidina. Trés meses apds o

tratamento, o grupo controle foi considerado cinco vezes mais susceptivel
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a apresentar pseudohifas de C. albicans quando em comparacdo com o
grupo que recebeu tratamento com as microondas. Os autores
observaram que a exposi¢cdo das préteses as microondas foi efetiva para
uma adequada desinfeccdo nas proteses sem ocasionar efeitos deletérios

aparentes no material das mesmas.

Hiti et al.**, em 2001, avaliaram o efeito da irradiacdo por
microondas na desinfeccdo de recipientes para armazenamento de lentes
de contato contaminados com Acanthamoeba. Recipientes para
armazenamento de lentes de contato foram contaminados (10° org/mL)
com trés diferentes espécies de Acanthamoeba (A. comandoni, A.
castellanii, A. hatchetti ), nas formas de trofozoitos e cistos. Foi também
avaliado o efeito das microondas sobre cistos de Acanthamoeba
completamente desidratados. A irradiagdo por microondas para cada
recipiente foi realizada a 600 W por 3, 5 ou 8 minutos. Em seguida,
esfregacos da parte interna dos recipientes foram semeados em placas
de Petri incubadas a 30°C por 14 dias. Os autores observaram que a
irradiacdo por microondas foi efetiva na esterilizagdo dos recipientes
contaminados com trés espécies de Acanthamoeba apds 3 minutos de
exposicdo a 600 W. Além disso, a desidratagdo dos cistos de
Acanthamoeba reduziu sua susceptibilidade as microondas, uma vez que
houve crescimento independentemente do tempo de exposicéo utilizado.
Os autores enfatizaram que os materiais contendo agua sdo aquecidos
pela vibragdo molecular e, como a célula biol6gica é caracterizada por um
alto conteudo de agua, 0s microrganismos se tornam sensiveis a
irradiacdo por microondas. Dessa forma, a célula desidratada né&o
apresenta essa vibragdo molecular e, por isso, a efetividade das

microondas, nessas condi¢des, € significativamente reduzida.

As propriedades relacionadas as superficies dos materiais

utilizados para a confeccao de proteses sdo importantes do ponto de vista
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clinico, uma vez que podem interferir com o acumulo de placa e
manchamento. Dentre essas caracteristicas podem ser citadas
rugosidade, hidrofobicidade, interacdes eletrostaticas, tensao superficial,
energia livre de superficie, umidade e dureza superficial. Em particular, a
rugosidade provoca aderéncia e retencdo de C. albicans e pode estar

hY

relacionada a etiologia de estomatite protética. Considerando esses

aspectos, Zissis et al.®*

, em 2001, avaliaram a rugosidade de resinas para
base de protese e resinas reembasadoras. Para a confeccédo dos corpos-
de-prova, foram selecionadas quatro resinas para base de protese
(Microbase, Trevalon, MC Acron, SR 3/60 Plus), nove resinas
reembasadoras rigidas (Light Liner Hard, Triad Reline, Lighton-U, Triad
DualLine, Rebaron LC, Astron LC. Rebaron, Probase Cold, SR3/60
Triplex) e sete resinas reembasadoras resilientes (Perform Soft, Light
Liner Soft, Resiline, Astron LC, Mollosil, Mollosil + varnish, Molloplast B,
Molloplast B+ varnish, Permaflex, Permaflex + varnish). Cinco corpos-de-
prova de cada material foram obtidos a partir de moldes incluidos em
mufla. Apés a confecgcdo, os corpos-de-prova foram armazenados em
adgua destilada a 37° C por um més antes dos testes. As leituras de
rugosidade foram obtidas por mapeamento (scanning) realizado com um
estilete de diamante sob carga constante, posicionado sobre a superficie
do material avaliado. Cinco leituras de rugosidade foram realizadas em
cada corpo-de-prova. O valor médio de rugosidade (R,) de cada amostra
foi obtido pelo calculo da média aritmética das leituras obtidas. Os
resultados evidenciaram que os valores de R, obtidos para os materiais
avaliados variaram de 3,4 a 7,6 microbmetros. Os materiais para base de
prova apresentaram valores de R, entre 3,4 micrdmetros e 1,6
micrdmetros, enquanto os materiais reembasadores rigidos exibiram
valores de R, entre 0,7 a 4,4 micrometros. Os valores de R, para as
resinas reembasadoras resilientes auto e fotopolimerizaveis variaram
entre 0,7 a 3,5 micrbmetros e os mesmos valores obtidos com as resinas

reembasadoras resilientes termopolimerizaveis variaram entre 3,5 a 4,0
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micrébmetros. Como os valores de rugosidade obtidos com todos os
materiais avaliados foram superiores a 0,7 micrémetros, os autores
concluiram que h& possibilidade de acumulo de placa, uma vez que 0,2
micrémetros € considerado o limiar abaixo do qual a aderéncia de fungos
e bactérias néo é possivel.

Goodson et al.*°

, em 2003, avaliaram a efetividade de um
agente para limpeza de proteses totais disponivel comercialmente,
associado a irradiacdo de microondas, na desinfeccdo de proteses totais.
Os autores utilizaram 20 proteses que haviam sido utilizadas por 12 a 48
anos. As proteses inferiores foram utilizadas integras. As proteses
superiores foram seccionadas na sua regido mediana, e os fragmentos
assim obtidos foram avaliados quanto a sua contaminacdo inicial. As
regibes correspondentes as superficies externa e interna e as areas de
fratura dos fragmentos foram cultivados em 3 diferentes meios de cultura
especificos para leveduras, para microrganismos facultativos/anaerobios
e para microrganismos que exigem nutrientes especiais. A seguir, parte
das amostras foi submetida imediatamente aos seguintes procedimentos
de limpeza: A - imersdo em um agente de limpeza experimental e
irradiagdo em microondas por 2 minutos; B — imersdo no agente de
limpeza Polident, disponivel comercialmente; C — imersdo em agua de
torneira por 5 minutos. O restante dos fragmentos foi armazenado a -80°C
durante 6 meses. Apds o descongelamento, os fragmentos foram imersos
assepticamente em solucdo de Polident e irradiados durante 2 minutos
(sistema B'). Os procedimentos de limpeza foram realizados 3 vezes, e,
apos cada tratamento, todos os fragmentos foram cultivados da mesma
maneira como foi realizado antes de serem submetidos aos
procedimentos de limpeza. Foram determinadas as unidades formadoras
de colbnia antes e ap0s de cada um dos tratamentos avaliados. Foi
verificado que a irradiacdo em microondas melhorou significativamente a

eficacia do Polident na reducdo do nimero de microrganismos viaveis das
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préteses. Os autores sugeriram que a utilizacdo diaria do sistema B’ de
limpeza de préteses poderia prevenir a reinfeccdo dos pacientes por meio
das préteses contaminadas com 0s microrganismos causadores de

candidose bucal.

Neppelenbroek et al.>!, em 2003, avaliaram a efetividade da
irradiacdo por microondas na esterilizacdo de resinas rigidas para
reembsasmento imediato. Corpos-de-prova (10 x 10 x 1 mm) de trés
resinas reembasadoras rigidas (Kooliner, Tokuso Rebase and Ufi Gel
hard) foram confeccionados e esterilizados por meio de 6xido de etileno.
Os corpos-de-prova foram entdo individualmente inoculados (10" cfu/mL)
com meio de cultura de Tryptic Soy Broth (TSB) contendo um dos
seguintes microorganismos: C. albicans, S. aureus, B. subtilis e P.
aeruginosa. Apds 48 h de incubacdo a 37°C, os corpos-de-porva foram
agitados por 1 minuto e deixados em repouso por 9 minutos, seguido de
nova agitacdo para suspender qualquer microrganismo aderente. Apos a
inoculacéo, 40 corpos-de-prova de cada material foram imersos em 200
mL de agua e irradiados a 650 W por 6 minutos. Quarenta corpos-de-
prova nao irradiados foram utilizados como controle positivo. A seguir, 25
UL da suspensdo resultante das diluicbes seriadas de 102 a 10® foram
semeados em placas de Petri contendo os meios de cultura seletivo para
cada microrganismo. Todas as placas foram incubadas a 37°C por 48 h.
Apoés a incubacao, as col6nias foram quantificadas em ufc/mL. Os corpos-
de-prova irradiados foram imersos em meio de cultura e incubados a 37°C
por 7 dias. Vinte corpos-de-prova foram preparados para microscopia
eletrénica de varredura (MEV). Todos 0s corpos-de-prova demonstraram
efetiva esterilizagdo apos a irradiagcdo em microondas. A analise em MEV
indicou alteracdo na morfologia celular dos microrganismos apos
irradiacdo em microondas. Os corpos-de-prova irradiados e incubados por

7 dias ndo demonstram crescimento microbioldgico visivel no meio de
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cultura. A esterilizacdo por microondas por 6 minutos a 650 W provou ser

um método efetivo para a esterilizacdo de resinas reembasadoras rigidas.

Ribeiro, em 2004%, avaliou o efeito da irradiacdo por
microondas sobre as propriedades mecanicas de resisténcia a flexdo e
dureza de resinas acrilicas (Kooliner, Tokuso Rebase Fast, Ufi Gel Hard
C, New Truliner e Lucitone 550). Para a irradiagdo, cada corpo-de-prova
foi individualmente imerso em 200 mL de agua destilada e submetido a
dois ciclos de irradiacdo a uma poténcia constante de 650 W, variando-se
0 tempo de exposi¢cédo (0 a 5 minutos). Os resultados demonstraram que
para a resina Kooliner a elevacdo no tempo de exposicao as microondas
promoveu aumento na resisténcia a flexdo em todos os tempos avaliados,
porém esse aumento foi significativo somente apds 5 minutos de
irradiacdo, em comparagdo ao controle. A resisténcia a flexdo dos
materiais Tokuso Rebase Fast, Ufi Gel Hard C, New Truliner e Lucitone
550 nédo foi alterada pelos tempos de desinfeccdo testados. Foi
demonstrado que a dureza Vickers da resina Kooliner aumentou
significativamente apdés 3, 4 e 5 minutos de irradiacdo em relacdo ao
controle. Para a resina Ufi Gel Hard C, o aumento significativo em relagao
ao controle ocorreu em 4 e 5 minutos. Ja para New Truliner, apenas a
média de dureza apds 5 minutos de irradiacéo foi significativamente maior
qgue o controle. Os valores de dureza da resina para base de protese
Lucitone 550 ndo foram significativamente alterados pelos tempos de
desinfeccao avaliados, quando comparados ao controle. Dessa forma, foi
verificado que a desinfeccdo em microondas néo ocasionou efeitos
deletérios na resisténcia a flexdo e dureza dos materiais avaliados,

independente do tempo de irradiacao utilizado.

O objetivo do estudo de Silva et al.”*, em 2004, foi avaliar
a efetividade das microondas na inativacdo da C. albicans (fungo) em

proteses totais. Para isso, 20 préteses padronizadas foram
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confeccionadas e submetidas a esterilizagdo com oOxido de etileno. A
seguir, as proteses foram individualmente contaminadas com C. albicans
e incubadas por 48 horas a 37°C. Apés esse periodo, os béqueres foram
divididos em dois grupos. A primeira metade foi submetida a diluices
seriadas de 102 a 10° e semeadas em placas de Petri, com meio de
cultura especifico para o microrganismo. A outra metade foi submetida a
desinfeccdo em microondas, de acordo com o procedimento sugerido por
Neppelenbroek et al.>!, em 2003, e, posteriormente, foi plaqueada, como
descrito para as préteses ndo irradiadas. A contagem das ufc, apds 48
horas de incubacao, foi realizada, e os autores verificaram que ndao houve
contagem de colbnias nas placas referentes ao grupo de préteses
irradiadas. Os autores concluiram que o procedimento de desinfeccéo
sugerido por Neppelenbroek et al.°! foi efetivo na esterilizacdo de

préteses totais contaminadas com C. albicans.

O objetivo do estudo de Campanha'®, em 2005, foi
investigar os efeitos das microondas sobre células de Candida albicans,
por meio de parametros de contagem celular e de liberagdo de
substancias intracelulares. Para a realizagdo dos experimentos, foram
obtidas culturas de C. albicans de 24 h em Tryptic Soy Broth (TSB). As
células foram centrifugadas, lavadas e ressuspensas em 400 mL de agua
destilada gelada na concentracdo de 10° cél/mL. Essa suspenséo foi
dividida em experimental e controle. A suspensao experimental foi
colocada em um béquer contendo uma prétese total acrilica estéril e
irradiada por microondas durante 6 minutos a 650 W. A suspensao
controle ndo foi submetida a irradiacdo. Para ambas as suspensodes,
foram realizadas diluicbes seriadas para contagem celular em camara de
Neubauer e semeadura em agar Sabouraud dextrose (ASD), ou foi
mensurada a densidade ¢ptica (DO) a 550 nm de aliquotas, néo diluidas,
de 5 mL das suspensdes. Para a quantificacdo de substancias liberadas,

as células foram eliminadas das suspensdes por centrifugacéo e filtragem,
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e, a solucéo resultante foi liofilizada para eliminacdo da agua. O contetudo
liofilizado foi ressuspenso em 5 mL de agua destilada e analisado pelos
seguintes métodos: Microprote e Sensiprote, para analise de proteinas;
potenciometria, para analise de Na* e K*; Liquiform, para analise de Ca'™;
e DO a 260 nm para andlise de acidos nucléicos. Todos os testes foram
realizados em duplicata e repetidos em 8 dias diferentes. Nado houve
diferenca entre as suspensdes experimental e controle, quando foram
comparadas suas meédias de DO a 550 nm e de contagem do numero
total de células em camara de Neubauer. As células da suspensao
controle apresentaram integridade, enquanto que as da suspensao
experimental ndo apresentaram integridade de membrana. Nao foram
encontradas ufc contaveis nas placas de ASD da suspensao
experimental, enquanto que a suspensao controle apresentou contagens
da ordem de 10® ufc/mL. A liberacdo de proteinas da suspenséo
experimental foi significativamente maior do que a da suspenséo controle,
tanto pelo sistema Microprote, quanto para o sistema Sensiprote. A
liberacdo de K, Ca" e &cidos nucléicos da suspensdo experimental foi
significativamente maior do que a da suspensao controle, enquanto que
ndo foi detectada a presenca de Na® em nenhuma das suspensdes. A
autora concluiu que o procedimento de desinfeccao de proteses avaliado
alterou a permeabilidade de membrana e a capacidade de crescimento
dos microrganismos, sem, no entanto, provocar lise completa das células

de C. albicans em suspensao.



3 Proposigdo

Com base nas informacBes apresentadas nos capitulos
anteriores, este estudo teve como objetivo avaliar a efetividade da irradiacado
por microondas na desinfeccdo de uma resina acrilica autopolimerizavel

utilizada para reembasamento imediato, em funcéo de:

v’ cinco tempos de exposicdo as microondas;

v quatro espécies de microrganismos patogénicos.



4 Material e Método

Para a realizacdo da fase experimental dessa pesquisa

foram utilizados os seguintes materiais, instrumentos e aparelhos:

4.1 Material

1-

Resina acrilica autopolimerizavel para reembasamento imediato
Tokuso Rebase Fast, fabricada pela Tokuyama Corp., Tokyo,
Japéo

Lote n°® U570612

Gas de 6xido de etileno (mistura de 30% de Oxido de etileno e 70%
de gas carbdnico), produzido pela Wait Martins Ltda., Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, Brasil

Cultura de Pseudomonas aeruginosa proveniente da empresa
American Type Culture Collection (ATCC), Manassas, EUA
Numero (ATCC number): 27853

Cultura de Staphyloccocus aureus proveniente da empresa
American Type Culture Collection (ATCC), Manassas, EUA
Numero (ATCC number): 25923

Cultura de Candida albicans proveniente da empresa American
Type Culture Collection (ATCC), Manassas, EUA

Numero (ATCC number): 60193

Cultura de Bacillus subtilis proveniente da empresa American Type
Culture Collection (ATCC), Manassas, EUA

Numero (ATCC number): 6633

Lixa d’adgua marca Norton, granulacédo 600

Laminas de acetato

Agua destilada
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10-Meio de cultura Muller Hinton Agar produzido pela Acumedia
Manufactures, Inc. Baltimore, Maryland 21220, EUA
Cod 7101A
Lote n°0010-126

11-Meio de cultura Tryptic Soy Broth (TSB), produzido pela Acumedia
Manufactures, Inc. Baltimore, Maryland 21220, EUA
Cod 7164A
Lote n°0008-120

12-Meio de cultura Mannitol Salt Agar, produzido pela Acumedia
Manufactures, Inc. Baltimore, Maryland 21220, EUA
Cod 7143A
Lote n°0007-101

13-Meio de cultura Sabouraud Dextrose Agar, produzido pela
Acumedia Manufactures, Inc. Baltimore, Maryland 21220, EUA
Cod 7150A
Lote n°0011-105

14-Meio de cultura Tryptic Soy Agar, produzido pela Acumedia
Manufactures, Inc. Baltimore, Maryland 21220, EUA
Cod 7100A
Lote n°0012-108

15-Sddio cloreto (P. A. A. C. S.), produzido por CAQ- Casa da quimica
Industria e Comércio Limitada

16-Pontas descartaveis para micropipeta

17-Embalagens para esterilizacdo em 6xido de etileno, produzido por
ACECIL — Central de Esterilizacdo Comércio e Industria Limitada,

Campinas, Sao Paulo, Brasil
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4.2 Instrumentos

1-

Matriz metélica quadrada de ago inoxidavel, com centro vazado
com dimensdes de 10 mm de largura por 1 mm de altura e sulco
de escape

Placas de vidro quadradas com dimensdes de 20 mm de largura
por 2 mm de altura

Placas de Petri pyrex 100 X 15 mm, fabricada por Petriq

Tubos de ensaio pyrex n°9820

Pipetador de borracha

Pipeta de vidro de 2 mL, fabricada pela Vidrolabor

Béquer graduado, fabricado pela Vidrolabor

Erlenmeyer graduado, fabricado pela Vidrolabor

Micropipeta de 20-200 uL, fabricada pela Boeco, Alemanha

10-Micropipeta de 100-1000 pL, fabricada pela Boeco, Alemanha

11-Bico de Bunsen

12-Alca metalica para inoculacdo de microrganismos

13-Alca de Drigalsky, fabricada pela Vidrolabor
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4.3 Aparelhos

1- Contador de colonias CP 600 Plus, fabricado pela Phoenix
IndUstria e Comércio de Equipamentos Cientificos Limitada,
Araraquara, Sao Paulo, Brasil
Modelo: CP-600
Nr-série: 919

2- Balanca de precisao, fabricada por Gehaka — Industria e Comércio
Eletro Eletrénica Gehaka Limitada, S&o Paulo, Sao Paulo, Brasil
Modelo: BG 400
N° 016450

3- Autoclave vertical, fabricada pela Phoenix Industria e Comércio de
Equipamentos Cientificos Limitada, Araraquara, S&o Paulo, Brasil
Modelo : AV 60
N° 6614

4- Estufa para secagem e esterilizacdo, fabricada por Marconi
Equipamentos Laboratoriais Limitada, Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil
Modelo: MA 033
Série: 9819

5- Agitador de tubos, fabricado por Phoenix Industria e Comércio de
Equipamentos Cientificos Limitada, Araraquara, Sdo Paulo, Brasil
Modelo: AP 56
Série: 9803

6- Estufa bacteriolégica, produzida por Marconi Equipamentos
Laboratoriais Limitada, Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil
Modelo — MA 0324
Série — 9819011

7- Camara de fluxo laminar vertical, fabricada pela Pachane Industria
e Comércio Limitada, Piracicaba, S&o Paulo, Brasil
Modelo — PA 115
NUumero — 12898
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8- Microondas de dupla emissdo de ondas, produzido pela Brastemp,
Manaus, Amazonas, Brasil
Modelo: Sensor Crisp 38 — DES (Doublé Emission System)
9- Polidora automatica Politriz Metaserv 2000, produzida por Buehler,
UK Limitada, Coventry, England
Modelo: 952829
10-Microscoépio Eletronico de Varredura:
Modelo: DSM 940 A, Zeiss, Germany
Tensé&o: 5,0 KV
Aumentos: 1000 x, 2500 x e 5000 x
11-Metalizador
Modelo: MED 010, Balzers
12-Dessecador, marca pyrex, Industria Brasileira, SM
13-Camara de autoclave para esterilizacdo com O6xido de etileno,
fabricado pela LUTIS-Ferrando, Brasil
Modelo -1800L
Especificacdo - LUTIS Ferrando 1800
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4.4 Método

Obtengdo dos corpos-de-prova

Para a confeccdo dos corpos-de-prova, foram utilizadas
matrizes metalicas quadradas com centro vazado apresentando 10 mm

de largura e 1 mm de altura (Figura 1).

FIGURA 1: Matriz
metalica de centro vazado

Inicialmente, para a obtencdo de cada corpo-de-prova,
uma lamina de acetato (20 mm X 20 mm X 2 mm) foi colocada sobre uma
placa de vidro (20 mm X 20 mm X 2 mm). Em seguida, cada matriz
metalica foi posicionada sobre a lamina de acetato, e o material
reembasador foi proporcionado e manipulado segundo as recomendacdes
do fabricante e vertido no centro da matriz metalica. Para cada corpo-de-
prova, a resina Tokuso Rebase Fast foi dosada numa proporcao de 2,052
g para 1 mL de liquido para cada corpo-de-prova do material. O p6 da
resina Tokuso Rebase Fast foi colocado no gral de borracha fornecido
pelo fabricante e, a seguir, o liquido previamente dosado foi acrescentado
ao pd. A manipulacdo do material foi realizada por um periodo de 5 a 10
segundos por meio de uma espatula de plastico fornecida pelo fabricante.
Apés a manipulacdo, a resina foi vertida no centro da matriz metalica,
uma outra lamina de acetato (20 mm X 20 mm X 2 mm) foi colocada sobre

a resina reembasadora, e uma outra placa de vidro de mesmas
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dimensdes foi posicionada sobre todo o conjunto. Um peso de 50 g foi
colocado sobre a ultima placa de vidro e mantido sobre a mesma durante

8 minutos até a polimerizacao final do material (Figura 2).

FIGURA 2: Peso posicionado
sobre o corpo-de-prova

Concluida a polimerizacao, a placa de vidro e a lamina de
acetato posicionadas sobre a matriz metalica foram removidas. Em
seguida, os corpos-de-prova foram cuidadosamente removidos das
matrizes metalicas. Posteriormente, os excessos laterais verificados nos
corpos-de-prova foram removidos com o auxilio de uma lixa de carbeto de

silicio (granulag&o 600) acoplada a uma politriz automética (Figura 3).

FIGURA 3: Corpo-de-prova

Foram confeccionados 286 corpos-de-prova da resina

reembasadora Tokuso Rebase Fast.
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Preparo dos materiais microbioldgicos

O meio de cultura Tryptic Soy Broth (TSB) foi preparado
para a inoculacdo dos microrganismos e para a contaminagdo e a
incubacdo dos corpos-de-prova. Esse meio de cultura constitui-se de um
caldo nutriente que propicia o crescimento de varios tipos de
microrganismos, incluindo os que foram testados neste estudo.

O meio de cultura (TSB) foi proporcionado, manipulado e
esterilizado segundo as recomendacdes do fabricante. Para o preparo do
meio, foi utilizada uma proporcéo de 30 g de pé do meio de cultura para 1
L de agua destilada. O p6 proporcionado foi colocado em um béquer, e a
agua dosada foi adicionada. A seguir, o béquer foi colocado em banho-
maria até que fosse observada uma dissolucdo completa do meio de
cultura na agua destilada. Apés a dissolucdo, a solucdo resultante foi
distribuida em tubos de ensaio. Uma aliquota de 10 mL do meio de
cultura preparado foi pipetada e dispensada em cada um dos tubos de
ensaio. Os tubos de ensaio foram devidamente identificados e datados. A
seguir, esses tubos contendo o meio de cultura foram tampados com
algodao e levados em autoclave vertical para esterilizacdo a 121°C por 15
minutos. ApGs esse procedimento, os tubos de ensaio tampados foram
deixados ao ar livre até atingirem a temperatura ambiente. Finalmente,
foram armazenados em geladeira a 5°C até a utlizacdo nos
procedimentos experimentais.

A solugdo salina utlizada nas diluicdes seriadas
realizadas neste estudo foi preparada pela diluicdo completa de 8,5 g de
cloreto de sédio em 1 L de agua destilada. A dissolucéo do sal na agua
destilada foi realizada em um béquer, pela manipulacdo de uma haste de
vidro. Apos a dissolucédo, a solucdo salina resultante, na concentragédo de
0,15 mol, foi distribuida em tubos de ensaio. Para a distribuicdo, 4,5 mL
da solucéo salina foram pipetados e transferidos para cada um dos tubos

de ensaio. A seguir, esses tubos foram tampados com algodao e levados
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em autoclave vertical para esterilizacdo a 121°C por 15 minutos. Apds a
esterilizagdo, os tubos de ensaio foram deixados ao ar livre até atingirem
a temperatura ambiente. Finalmente, os tubos de ensaio contendo
solucédo salina foram armazenados em geladeira a 5°C até a utilizagcdo
nos procedimentos experimentais.

Os meios de cultura utlizados nas semeaduras das
placas de Petri sdo sélidos apds o preparo, sendo nao seletivos e
seletivos para certas espécies de microrganismos. Os meios de cultura
nao seletivos selecionados para este estudo foram os seguintes: Muller
Hinton Agar para P. aeruginosa e Tryptic Soy Agar para B. subtilis. Os
meios de cultura seletivos selecionados foram: Mannitol Salt Agar para S.
aureus e Sabouraud Dextrose Agar contendo 5 pg/mL de cloranfenicol
para C. albicans Esses meios de cultura foram proporcionados,
manipulados e esterilizados segundo as recomendacdes dos fabricantes.
Para o preparo dos meios de cultura, foram utilizadas as seguintes
proporgdes: 38 g de p6 de Miller Hinton Agar para 1 L de agua destilada;
111 g de p6 de Mannitol Salt Agar para 1 L de agua destilada, 65 g de
Sabouraud Dextrose Agar misturada a 0,005 g de cloranfenicol para 1 L
de agua destilada e 40 g de pd de Tryptic Soy Agar para 1 L de agua
destilada. Para o preparo, os meios de cultura proporcionados foram
individualmente colocados em um béquer e misturados com a agua
destilada. A seguir, cada béquer foi levado ao banho-maria até que
ocorresse a dissolucdo completa de cada meio de cultura. Uma aliquota
de 20 mililitros da solucéo resultante foi pipetada e dispensada em tubos
de ensaio, ainda na fase liquida (temperatura superior a temperatura de
solidificacdo). A seguir, os tubos de ensaio foram devidamente
identificados, datados, tampados com algodao e levados em autoclave
vertical para esterilizagdo a 121°C por 15 minutos. Apds a esterilizacao,
0s meios de cultura, ainda na fase liquida, foram vertidos em placas de
Petri estéreis. Para a realizacdo desse procedimento, os tubos de ensaio

contendo os meios de cultura foram levados a camara de fluxo laminar.
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Para receber os tubos de ensaio, a camara de fluxo
laminar vertical foi preparada para permitir um ambiente asséptico para a
manipulag&o dos tubos de ensaio e das placas de Petri. Para isso, a porta
de vidro da camara de fluxo laminar foi fechada e a luz ultravioleta foi
acionada por 10 minutos. ApOs esse periodo, a luz ultravioleta foi
desligada e o ventilador da camara de fluxo laminar foi acionado para
aclimatizacdo do ambiente. A porta de vidro da camara de fluxo laminar
foi ligeiramente aberta para que os tubos de ensaio e as placas de Petri
estéreis fossem colocados no ambiente asséptico criado. E importante
ressaltar que a esterilizagéo das placas de Petri foi realizada previamente
aos procedimentos executados na camara de fluxo laminar. Para a
esterilizacdo das placas de Petri, um papel filtro cortado em circulo foi
interposto entre as partes superior e inferior de cada uma delas. A parte
superior e a inferior das placas de Petri foram encaixadas e todo o
conjunto foi embalado em papel comum. As placas embaladas foram
esterilizadas em estufa a 175°C por 2 horas.

ApoOs a esterilizacdo, as placas de Petri embaladas foram
deixadas ao ar livre até atingirem a temperatura ambiente. Apds esse
procedimento, as placas de Petri foram levadas a camara de fluxo laminar
e retiradas das embalagens de papel comum. Apds a colocacdo das
placas de Petri e dos tubos de ensaio na camara de fluxo laminar, foram
repetidos o0s procedimentos previamente descritos para que a
manipulagdo dos meios de cultura fosse realizada de forma asséptica.
ApoOs a aclimatizacdo, o ventilador permaneceu ligado durante todo o
procedimento de colocacédo dos meios de cultura nas placas. Os tubos de
ensaio foram individualmente vertidos nas placas de Petri. Cada tubo de
ensaio contendo 20 mL de um dos meios de cultura utilizados para cada
microrganismo foi aberto e o conteddo do mesmo foi vertido na parte
inferior da placa de Petri. As placas de Petri foram individualmente
fechadas e mantidas na camara de fluxo laminar até que fosse observada

a solidificacdo do meio de cultura. Apos a solidificacdo dos meios de
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cultura, o ventilador foi desligado, e a camara de fluxo laminar foi aberta.
Todas as placas de Petri foram devidamente identificadas, datadas e
incubadas em estufa bacteriolégica a 37°C por 24 horas. Estes
procedimentos foram realizados com o objetivo de verificar a esterilizacéo
das placas de Petri e dos meios de cultura. Apés a incubacédo, foram
descartadas deste estudo todas as placas que apresentaram quaisquer
indicios de crescimento microbiano. A seguir, a parte inferior de cada
placa de Petri foi externamente dividida em quadrantes. Esses quadrantes
foram tracados com caneta para retroprojetor para facilitar posteriormente
os procedimentos de semeadura dos microrganismos (diluicdo seriada por
quadrante). Finalmente, as placas de Petri foram armazenadas em
geladeira a 5°C para serem utilizadas nos procedimentos de semeadura
dos microrganismos.

Os béqueres utilizados para a desinfec¢do dos corpos-de-
prova em microondas foram previamente autoclavados. Para este
procedimento, 200 mL de agua destilada foram medidos em proveta de
500 mL e transferidos para cada um dos béqueres. Estes béqueres foram
tampados com papel aluminio e levados em autoclave vertical a 121°C
por 15 minutos.

Esterilizagdo dos corpos-de-prova

Logo apds a confeccdo, todos os corpos-de-prova foram
esterilizados por meio de Oxido de etileno. Esse procedimento foi
selecionado por ser considerado seguro para a esterilizacdo dos
materiais, uma vez que apresenta a vantagem de preservar as
propriedades inerentes & resina acrilica*®. Para a realizacdo desse
procedimento, cada corpo-de-prova foi acondicionado em embalagem
individual especial fornecida pela industria responsavel pela esterilizacao.
Essas embalagens funcionam, quando lacradas, como uma barreira a

passagem de microrganismos uma vez que sao constituidas de papel
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grau cirargico e filme plastico. Segundo a industria responsavel pela
esterilizagdo, o papel grau cirargico apresenta poros especiais que
permitem a passagem do gas de Oxido de etileno para esterilizacdo dos
corpos-de-prova quando colocadas na camara de autoclave. O gas de
oxido de etileno utilizado para a esterilizacdo dos corpos-de-prova
consiste de uma mistura de 30% de EtO (6xido de etileno) e 70% de CO;
(gas carbbnico). Para o ciclo de esterilizacdo dos corpos-de-prova, foram
utilizados 450 mmHg de vacuo, 1,0 Kg/cm? de pressédo, aeracdo de 3
lavagens com nitrogénio liqguido e umidade relativa de 50% a 55%. A
temperatura utilizada no ciclo de esterilizacéo foi de 40°C. Apés 8 horas
nessas condigdes, as embalagens lacradas contendo os corpos-de-prova
foram retiradas da camara de esterilizacdo (Figura 4). E importante
ressaltar que os corpos-de-prova permaneceram por um minimo de 15
dias no interior das embalagens lacradas antes de serem utilizados.
Segundo a industria responsavel pela esterilizacdo, esse periodo €
considerado suficiente para que haja a liberacdo do gas de oOxido de
etileno absorvido. Se o 6xido de etileno ndo for completamente liberado,
os resultados microbiolégicos podem ser invalidados uma vez que, nessa

fase, ndo ha crescimento microbiano.

FIGURA 4: Corpo-de-prova esterilizado
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Com o objetivo de avaliar a eficacia da esterilizagdo com
Oxido de etileno, dois corpos-de-prova (controle negativo) do material
reembasador avaliado foram colocados em meio de cultura e incubados
em estufa bacteriolégica®. Para a realizacdo deste procedimento, cada
corpo-de-prova foi assepticamente colocado em um tubo de ensaio
contendo 10 mL de meio de cultura Tryptic Soy Broth. A seguir, 0os tubos
de ensaio contendo o0s corpos-de-prova foram incubados em estufa
bacterioldgica e mantidos a 37°C por 7 dias. Apds este periodo, foi
observado que ndo houve crescimento visivel nos meios de cultura dos

tubos de ensaio para o material avaliado (Figura 5).

FIGURA 5: Corpos-de-prova esterilizados com
6xido de etileno apds 7 dias de incubacgédo a 37°C

Contaminagdo e desinfeccdo dos corpos-de-prova

Os microrganismos selecionados para a contaminacgao da
resina reembasadora foram os seguintes: S. aureus ATCC 25923 (Gram-
positivo), P. aeruginosa ATCC 27853 (Gram-negativo), C. albicans ATCC
60193 (levedura) e B. subtilis ATCC 6633 (Gram-positivo esporulado).
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Esses microrganismos foram selecionados de acordo com as
recomendagdes publicadas recentemente no Handbook of Disinfectants
and Antiseptics®®, com base em médias cientificas para indicacdo de
microrganismos patogénicos.

Inicialmente, os microrganismos foram individualmente
inoculados em meio de cultura e incubados em estufa bacteriolégica
Para a realizagdo desses procedimentos, 0S microrganismos
selecionados foram individualmente inoculados em tubos de ensaios
contendo 10 mL de Tryptic Soy Broth. A seguir, estes tubos foram

incubados a 37°C por 24 horas (Figura 6).

Feee

Inocula Indeculo Indcul Inéculy
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FIGURA 6:Tubos de ensaio contendo o meio
de cultura com os microrganismos inoculados

Para observar o crescimento dos microrganismos, 0S
tubos de ensaio foram colocados em agitador de tubos e agitados

vigorosamente por 30 segundos. Entdo, os tubos de ensaio foram
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retirados do agitador e o grau de turvacdo presente nos mesmos foi
avaliado pela correlacdo com os padrdes da escala de McFarland. A partir
do nivel de crescimento constatado nos tubos de ensaio pela comparacdo
com a escala de McFarland®?, foi possivel obter uma aliquota do meio de
cultura inoculado correspondente a uma concentracdo de
aproximadamente 10’ ufc/mL para cada microrganismo avaliado.
Previamente a contaminacao, um total de 240 corpos-de-
prova do material avaliado foram individualmente colocados em tubos de
ensaio contendo 10 mL de meio de cultura estéril (Tryptic Soy Broth)®%. A

L* de cada

seguir, uma aliquota correspondente a 10’ ufc/m
microrganismo testado foi pipetada dos tubos de ensaio previamente
inoculados e entéo transferida individualmente para cada um dos tubos de
ensaio contendo os corpos-de-prova. Apos a contaminacado, estes tubos
foram vigorosamente agitados em agitador de tubos e incubados a 37°C
por 24 horas (Figura 7). E importante salientar que foram contaminados
60 corpos-de-prova para cada tipo de microrganismo selecionado (10
amostras de cada microrganismo em cada um dos seis Qrupos
estudados).

Nesta fase, foram selecionados para o grupo controle
positivo (G 0) 40 tubos de ensaio (10 de cada microrganismo) contendo
as amostras do material testado*®. Neste grupo, os corpos-de-prova foram
inoculados com o0s microrganismos e ndo foram submetidos aos
procedimentos de desinfeccdo. Os resultados obtidos com as culturas
dessas amostras foram utilizados como parametro para comparagao com

agueles obtidos com as culturas das amostras desinfetadas.
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FIGURA 7: Corpos-de-prova contaminados individualmente
com 0s microrganismos selecionados

Cada amostra do grupo controle positivo (G 0) foi
removida dos tubos de ensaio incubados e entdo transferida para um
outro tubo de ensaio contendo 4,5 mL de solucdo salina estéril. A seguir,
esses tubos de ensaio foram agitados vigorosamente em agitador de
tubos durante 1 minuto e deixados em repouso por 9 minutos.
Posteriormente, cada tubo de ensaio foi rapidamente agitado para
desprender qualquer célula microbiana aderente do corpo-de-prova para
a solucao resultante. Em seguida, foram realizadas as diluicbes seriadas
a partir dessa solucao resultante. Para isso, uma aliquota de 500 pL da
solugcéo resultante foi pipetada e transferida para outro tubo de ensaio
contendo 4,5 mL de solucdo salina estéril. Este ultimo tubo foi agitado
vigorosamente em agitador de tubos e uma nova aliquota de 500 pL foi
removida do mesmo e colocada em outro tubo de ensaio contendo 4,5 L

de solucéo salina. Esse procedimento foi realizado seis vezes para cada
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corpo-de-prova e, desta forma, as diluicdes seriadas de 10" a 10° foram
obtidas®®*°,

As Ultimas quatro diluicdes seriadas (103, 10, 10° e 10°)
foram separadas para a realizacdo da semeadura nas placas de Petri
contendo os meios de cultura selecionados para cada microrganismo?:
Mannitol Salt Agar para S. aureus; Muller Hinton Agar para P.
aerugionosa; Sabouraud Dextrose Agar com 5 pg/mL de cloranfenicol
para C. albicans e Tryptic Soy Agar para B. subtilis. Para este
procedimento, os tubos de ensaio contendo as diluicbes seriadas
selecionadas foram individualmente agitados em agitador de tubos de
ensaio. A seguir, uma aliquota de 25 pL de cada diluicdo seriada
selecionada, a partir da diluicdo de 10° até 1073, foi pipetada. Cada
aliquota foi transferida para um dos quadrantes de uma placa de Petri
contendo o0 meio de cultura especifico para cada microrganismo. Uma
alca de Drigalsky estéril foi utilizada para espalhar a solucéo sobre o meio
de cultura em cada quadrante da placa. E importante enfatizar que os
procedimentos de semeadura foram realizados em duplicatas.

Os demais tubos de ensaio (n = 200) contendo as
amostras da resina reembasadora foram selecionados para 0S grupos
experimentais. Cada grupo experimental correspondeu a um dos
seguintes tempos de irradiacdo em microondas: G V — 5 minutos, G IV — 4
minutos, G lll — 3 minutos, G Il — 2 minutos e G | — 1 minuto. Nestes
grupos com 40 corpos-de-prova cada, as amostras foram contaminadas e
submetidas aos procedimentos de desinfeccéo. Para isso, cada amostra
contaminada foi cuidadosamente removida dos tubos de ensaio e entéo
colocada em um recipiente contendo 200 mL de agua destilada estéril. A
seguir, cada recipiente foi colocado no centro do prato giratério do forno
de microondas e submetido a irradiacdo em poténcia de 650 W em um
dos tempos experimentais de irradiacdo (Figura 8). A poténcia adotada

nos experimentos foi estabelecida com base em estudo prévio™'.
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FIGURA 8: Corpo-de-prova imerso em recipiente com 200 mL de agua
destilada estéril para ser submetido a irradiacao no forno de microondas

Apés a irradiacdo, cada amostra foi assepticamente
removida do béquer e colocada em tubo de ensaio contendo 4,5 mL de
solucéo salina estéril. Cada tubo foi vigorosamente agitado em agitador
de tubos por 1 minuto, deixado em repouso por 9 minutos e novamente
agitado para desprender qualquer célula microbiana do corpo-de-prova
para a solucdo resultante. A seguir, foram realizados o0s mesmos
procedimentos descritos para a obtencdo das diluicdes seriadas e para a
realizacdo de semeadura para as amostras do grupo G 0 (controle
positivo). As placas referentes aos grupos experimentais e controle foram

igualmente submetidas a incubacédo a 37°C por 48 horas.

Esterilizacdo em microondas a longo prazo

Com o objetivo de avaliar a efetividade do método de
desinfeccao proposto, os corpos-de-prova irradiados foram incubados em
meio de cultura estéril por 7 dias®. Para este procedimento, os corpos-de-
prova irradiados foram colocados individualmente em tubos de ensaio

com 10 mL de meio de cultura TSB e incubados em estufa bacterioldgica
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a 37°C por 7 dias. Apds este periodo, os tubos de ensaio incubados foram
agitados em agitador de tubos e analisados por um microbiologista. A
presenca de turvacdo no meio de cultura foi considerada como indicadora

de crescimento microbiolégico.

Contagem de colonias

Apds 48 horas de incubacio a 37°C, as placas de Petri
referentes as amostras do grupo G 0 (controle positivo) e as amostras dos
grupos G V, G IV, G lll, G Il e G | foram submetidas a contagem de
colonias. Para este procedimento, cada placa de Petri foi posicionada em

um contador de coldnias digital®®

. A guantificacdo das colbnias foi
realizada e os numeros de unidades formadoras de coldnias foram

calculados.

Microscopia Eletronica de Varredura

Para a andlise em microscopia eletrbnica de varredura
(MEV), 8 corpos-de-prova (10 mm x 10 mm x 1 mm) para cada grupo
experimental e 4 corpos-de-prova para o grupo controle positivo foram
confeccionados da mesma forma que o descrito previamente. Duas
amostras de cada grupo experimental e uma amostra do grupo controle
foram individualmente inoculadas em tubos de ensaio com 10 mL de TSB
contendo um dos microrganismos testados (S. aureus, P. aeruginosa, B.
subtilis e C. albicans). Os tubos de ensaio foram incubados a 37°C por 48
horas. ApGs a incubacao, as amostras do grupo controle positivo (G 0)
foram imediatamente preparadas para MEV. As amostras dos grupos
experimentais (G I, G Il, G lll, G IV e GV) foram imersas em agua e
irradiadas em microondas a 650 W nos tempos de exposicao (1, 2, 3,4 e
5 minutos) respectivos a cada grupo. A seguir, um desses corpos-de-

prova irradiados foi preparado para MEV. O outro foi colocado em um
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tubo de ensaio contendo 10 mL de TSB e incubado a 37°C por 7 dias
antes do preparo para MEV.

Para a analise em MEV, os corpos-de-prova foram fixados
em glutaraldeido 2,5% por 24 horas. Apés este periodo, os corpos-de-
prova foram desidratados por 15 minutos em cada uma das
concentracdes seriadas de alcool etilico: 30%, 50%, 70%, 90% e 100%. E
valido ressaltar que o0s corpos-de-prova foram submetidos a duas
imersdes por 15 minutos nas solucfes de alcool etilico a 90 e 100%, com
renovacdo das solugcbes a cada imersdo. Os corpos-de-prova foram
colocados em dessecador por 72 horas e, em seguida, foram montados
em stubs (Figura 9) e submetidos a metalizacdo aurica (Figura 10). Os
corpos-de-prova metalizados foram examinados em um microscopio
eletronico de varredura DSM 940 A em aumentos de 1.000, 2.500 e 5.000

vezes, e as imagens foram digitalizadas.

FIGURA 9: Corpos-de- FIGURA 10: Corpos-de-
prova montados em stubs prova metalizados

4.5- Planejamento Experimental

O numero de corpos-de-prova utilizado neste estudo foi
determinado com base nos resultados obtidos no teste piloto. Este
trabalho teve por objetivo verificar a efetividade de diferentes tempos de

exposicdo as microondas na desinfeccdo de uma resina reembasadora
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contaminada com microrganismos patogénicos. Sendo assim, foi
verificada a variavel dependente Unidade Formadora de Coldnias (ufc).
Para essa varidvel foram estabelecidos os fatores de variacao
Microrganismo, em 4 niveis (Pa, Sa, Ca e Bs), e Tempo de Exposicdo, em
6 niveis (GO, G I, G Il, G IIl, G IV e G V). Definiu-se, entdo, que seriam
necessérias 10 repeticdes para cada grupo com um dos microrganismos.
O total amostral obtido foi, portanto, de 240 corpos-de-prova para a
variavel ufc.

Para determinar a efetividade de diferentes tempos de
exposicdo as microondas na desinfeccdo da resina avaliada, foi
necessario calcular o nimero de microrganismos viaveis, em valores de
ufc/mL, obtido com e sem o procedimento de desinfeccéo pela irradiacéo
em microondas. Para o calculo desses valores, as colbnias viaveis
presentes nas placas de Petri de cada duplicata foram contadas com o
contador de colbnias digital. E importante ressaltar que, para cada
duplicata, a contagem do nimero de colbnias foi realizada para cada uma
das diluicdes semeadas (1073, 10*, 10 e 10°®). Para o grupo G 0 (controle
positivo), foram considerados somente os valores entre 30 e 300 colbnias,
sendo escolhido, para cada microrganismo, o0 numero de coldnias
referente a uma Unica diluicdo que representasse um valor entre a
variacdo considerada. Apos a obtencédo desse valor em cada duplicata, o
namero de unidades formadoras de colonias por mililitro (ufc/mL) foi

calculado. Para esse célculo, utilizou-se a férmula a seguir:

ufc/mL = ndmero de colbénias X 10"

q

Nessa formula, n equivale ao valor absoluto da diluicéo (3,
4, 5 ou 6), e q equivale a quantidade, em mL, pipetada para cada diluicao
qguando nas semeaduras das placas. No presente estudo, g = 0,025 ja

que foram pipetados 25 pL para cada diluicdo. Os valores de ufc/mL
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obtidos foram deixados em notacéo cientifica e foi obtida entdo a média
aritmética dos valores das duplicatas de cada amostra.

Os valores de ufc/mL séo extremamente elevados e, por
isso, considerados de dificil avaliagdo. Para facilitar algumas
interpretacdes dos resultados obtidos, os valores de ufc/mL obtidos foram
transformados para logaritmo na base dez. Mesmo assim, em alguns
casos ndo puderam ser garantidas as pressuposi¢cdes para a validade da
analise de variancia na avaliacdo do numero meédio de coldnias viaveis.
Entdo, os resultados obtidos foram analisados por um método n&o-
paramétrico. Assim, foi utilizado o teste ndo-paramétrico de Kruskal-
Wallis, que avaliou os postos médios das contagens de microrganismos
apos a transformacéao para logaritmo. Esse teste também foi utilizado com
o0 objetivo de acompanhar aqueles adotados por parte significativa da
literatura relacionada a este estudo. Com isso, foi possivel estabelecer
comparacdes dos resultados deste trabalho com os obtidos por outras
pesquisas relacionadas. O teste de Kruskal-Wallis foi aplicado
diretamente sobre 24 condicfes determinadas pela combinacdo dos 4
microrganismos selecionados e dos 6 tempos de exposicao avaliados.
Complementando o teste de Kruskal-Wallis foram realizadas
comparacdes multiplas ndo-paramétricas dos postos médios dois a dois
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.



5 Resultado

Awvaliagdo dos valores de ufc/mL obtidos para os corpos-de-prova

dos grupos experimentais

Apds 48 horas de incubacdo a 37°C, as semeaduras das
placas de Petri referentes aos corpos-de-prova dos grupos G lll, GIVe GV
(3, 4 e 5 minutos de irradiagéo, respectivamente) ndo apresentaram coldnias
vidveis para 0s quatro microrganismos avaliados (Figura 11). Além disso, 0s
tubos de TSB para as amostras dos grupos G V, G IV e GlIl demonstraram
auséncia de crescimento microbiolégico, apés 7 dias de incubacéo a 37°C
(Figura 12). Dessa forma, os resultados evidenciaram que as amostras dos
grupos G lll, G IV e G V demonstraram uma efetiva esterilizacdo, apos
irradiacdo a 650 W.

Considerando que os valores de ufc/mL foram nulos para
todas as amostras dos grupos G lll, G IV e G V, uma vez que nao houve
crescimento de microrganismos, nao foi aplicada a analise estatistica para os

resultados desses grupos.
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P. aeruginosa S. aureus

C. albicans B. subtilis

FIGURA 11: Placas de Petri com as semeaduras dos microrganismos
referentes aos grupos G lll, GIVe GV
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FIGURA 12: Corpos-de-prova referentes aos
grupos G lll, G IV e G V para os microrganismos
avaliados, apos 7 dias de incubagédo a 37°C

Os valores de ufc/mL referentes aos corpos-de-prova do
grupo G Il (2 minutos de irradiacdo), contaminados com S. aureus (Sa), P.
aeruginosa (Pa) e B. subtilis (Bs), apresentaram uma reducédo de colonias
viaveis. Devido a presenca de zeros, foi acrescentada uma unidade a cada
valor de contagem possibilitando o célculo de logaritmo. As contagens foram
transformadas para logaritmo e os resultados estdo apresentados na Tabela
1. Além disso, os resultados demonstraram crescimento microbiolégico em
alguns tubos de TSB com os corpos-de-prova do grupo G Il contaminados
com S. aureus, P. aeruginosa e B. subtilis, durante 7 dias de incubacéo a
37°C (Tabela 2).

Neste mesmo grupo (G IlI), foi observado que, para os corpos-

de-prova contaminados com C. albicans (Ca), as placas de Petri nado
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apresentaram colbnias viaveis e também ndo houve crescimento
microbiologico nos tubos de TSB, apds 7 dias de incubacéo a 37°C (Tabela 1
e Tabela 2).

Tabela 1: Valores originais em ufc/mL e valores originais transformados para
logaritmo na base dez para as amostras da resina Tokuso Rebase Fast do

grupo G I, referentes aos microrganismos Pa, Sa, Ca e Bs.

Corpos- Valores originais em ufc/mL  Logaritmo dos valores originais

de-prova Pa Sa Ca Bs Pa Sa Ca Bs
1 0 0 0 0 0,00 0,00 0,00 0,00
2 0 0 0 0 0,00 0,00 0,00 0,00
3 0 0 0 0 0,00 0,00 0,00 0,00
4 0 40E+04 O 0 0,00 460 0,00 0,00
5 0 0 0 0 0,00 0,00 0,00 0,00
6 0 0 0 0 0,00 0,00 0,00 0,00
7 0 0 0 0 0,00 0,00 0,00 0,00
8 0 0 0 0 0,00 0,00 0,00 0,00
9 0 0 0 0 0,00 0,00 0,00 0,00
10 0 0 0 0 0,00 0,00 0,00 0,00

Tabela 2: Efetividade da desinfeccédo em longo prazo dos corpos-de-prova do

grupo G Il.
Pa Sa Ca Bs
+ 1 2 0 4
i 9 8 10 6

+: turvacao nos tubos de TSB

- auséncia de turvacéo nos tubos de TSB
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De acordo com as Tabelas 1 e 2, foi possivel constatar que o
crescimento microbioldgico verificado no grupo G Il diferiu de acordo com o
tipo de microrganismo estudado, exceto C. albicans. Os corpos-de-prova
contaminados com B. subtilis, apos irradiacdo, ndo apresentaram colbnias
viaveis nas placas de Petri, porém, 4 corpos-de-prova dos 10 avaliados
apresentaram crescimento microbiolégico nos tubos de TSB, apés a
incubacado por 7 dias a 37°C (Tabela 2). Os corpos-de-prova contaminados
com P. aeruginosa (n = 10) ndo demonstraram col6nias viaveis nas placas,
mas verificou-se crescimento nos tubos de TSB em 1 das amostras avaliadas
(Tabela 2). Observou-se também que os corpos-de-prova contaminados com
S. aureus apresentaram, nas placas, auséncia de colonias para 9 corpos-de-
prova e pequeno numero de col6nias viaveis para 1 corpo-de-prova. Além
disso, foi observado crescimento nos tubos de TSB em 2 corpos-de-prova
avaliados apés a incubacgdo por 7 dias a 37°C (Tabela 2). Dessa forma, os
resultados evidenciaram que, para B. subtilis, P. aeruginosa e S. aureus, as
amostras avaliadas dos grupos G Il (exceto C. albicans) apresentaram
desinfeccdo, apos irradiacdo a 650 W por 2 minutos. Neste mesmo grupo (G
II), as amostras contaminadas com C. albicans, apos irradiacdo em
microondas a 650 W por 2 minutos, ndo apresentaram coldnias viaveis nas
placas de Petri nem crescimento microbiolégico nos tubos de TSB apoés
incubacao por 7 dias a 37°C.

Os valores de ufc/mL referentes aos corpos-de-prova do
grupo G | (1 minuto de irradiagdo), contaminados com P. aeruginosa, S.
aureus, C. albicans e B. subtilis, bem como o crescimento microbiol6gico nos
tubos de TSB, apds 7 dias de incubacdo a 37°C para todos 0s corpos-de-
prova estudados, estdo descritos na Tabela 3 e 4, respectivamente. As
placas de Petri referentes as amostras do grupo G | estdo ilustradas na
Figura 13. Os tubos de TSB com as amostras irradiadas desse mesmo grupo
podem ser visualizados na Figura 14.
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Tabela 3: Valores originais em ufc/mL e valores originais transformados para
logaritmo na base dez para as amostras da resina Tokuso Rebase Fast do

grupo G I, referentes aos microrganismos Pa, Sa, Ca e Bs.

Corpos- Valores originais em ufc/mL Log dos valores originais

de-prova Pa Sa Ca Bs Pa Sa Ca Bs

1 1,0E+05 4,5E+06 8,0E+03 0,0E+00 5,00 6,65 3,90 0,00
1,0E+05 3,9E+06 8,0E+03 2,0E+02 5,00 6,59 3,90 2,30
0,0E+00 0,0E+00 6,0E+03 2,4E+03 0,00 0,00 3,78 3,38
8,0E+04 5,5E+06 0,0E+00 2,0E+02 4,90 6,74 0,00 2,30
1,2E+06 1,2E+06 1,6E+04 0,0E+00 6,08 6,08 4,20 0,00
1,4E+05 1,9E+04 1,4E+04 1,2E+03 5,15 4,28 4,15 3,08
1,0E+03 8,8E+05 8,0E+03 0,0E+00 3,00 5,94 3,90 0,00
9,0E+03 8,5E+07 4,0E+03 O0,0E+00 3,95 7,93 3,60 0,00
1,2E+03 2,3E+06 3,4E+04 0,0E+00 3,08 6,36 4,53 0,00
6,0E+03 5,0E+06 1,0E+04 0,0E+00 3,78 6,70 4,00 0,00

© 00 N O O b~ W N
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Tabela 4: Efetividade da desinfeccdo em longo prazo dos corpos de prova do

grupo G I.
Pa Sa Ca Bs
+ 10 10 10 10
i 0 0 0 0

+: turvacédo nos tubos de TSB

-: auséncia de turvacédo nos tubos de TSB
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S. aureus

C. albicans B. subtilis

FIGURA 13: Placas de Petri com as semeaduras dos microrganismos
referentes ao grupo Gl
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FIGURA 14: Corpos-de-prova referentes ao
grupo G | para os microrganismos avaliados,
apos 7 dias de incubacédo a 37°C
Analisando a Tabela 3, pode-se observar que 0s corpos-de-
prova correspondentes ao grupo G | apresentaram crescimento
microbiol6gico nas placas de Petri, apds 48 horas de incubacédo a 37°C. Além
disso, foi verificado crescimento microbiolégico nos tubos de TSB, apo6s 7
dias de incubagéo a 37°C, para todos os corpos-de-prova estudados (Tabela
4).
O crescimento microbiologico nos tubos de TSB dos grupos G
Il e G | foi constatado por meio da turvagdo nos tubos, j4 no primeiro dia de
incubacdo. Em seguida, novo plagueamento dessas amostras foi realizado
com o objetivo de confirmar se o crescimento microbioldgico correspondia ao
microrganismo inoculado. Assim, a hipétese de contaminacdo das amostras
por algum microrganismo que ndo o inoculado experimentalmente foi

descartada para todas amostras, por meio da analise da morfologia das



Resultado 104

colénias nas placas de Petri. Dessa forma, os resultados evidenciaram que,
para os quatro microrganismos estudados, as amostras analisadas do grupo

G | demonstraram desinfec¢éo, apoés irradiacdo a 650 W.

Avaliagdo dos valores de ufc/mL obtidos para os corpos-de-prova

do grupo controle positivo

As placas de Petri semeadas correspondentes aos corpos-de-
prova do grupo controle positivo (G 0) apresentaram crescimento microbiano,
apos 48 horas de incubacéo.

O numero de coldnias de cada duplicata foi contado e os
valores de ufc/mL foram calculados. Os valores originais das meédias das
duplicatas em ufc/mL e os valores originais transformados para logaritmo na
base dez dos corpos-de-prova do grupo G 0 (ndo desinfetado) para os
microrganismos P. aeruginosa (Pa), S. aureus (Sa), C. albicans (Ca) e B.
subtilis (Bs) estdo descritos nas Tabelas 5. As placas referentes aos corpos-

de-prova desse grupo estéo ilustradas na Figura 15.
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Tabela 5: Valores originais em ufc/mL e valores originais transformados para
logaritmo na base dez para as amostras da resina Tokuso Rebase Fast do

grupo G 0, referentes aos microrganismos Pa, Sa, Ca e Bs.

Corpos- Valores originais em ufc/mL Log dos valores originais

de-prova Pa Sa Ca Bs Pa Sa Ca Bs

1 1,6E+08 5,7E+09 4,4E+06 1,6E+06 8,20 9,76 6,64 6,20
3,9E+08 5,6E+09 1,6E+06 2,4E+06 8,59 9,75 6,20 6,38
2,1E+08 8,9E+09 2,8E+06 2,0E+06 8,32 9,95 6,45 6,30
5,1E+08 8,3E+09 5,6E+06 2,3E+06 8,71 9,92 6,75 6,36
1,9E+08 2,7E+09 3,2E+06 1,8E+06 8,28 9,43 6,51 6,26
1,2E+09 1,2E+10 2,9E+06 2,2E+06 9,08 10,06 6,46 6,34
1,3E+08 2,4E+09 7,1E+06 1,8E+06 8,11 9,38 6,85 6,26
4 5E+08 1,2E+10 6,1E+06 2,4E+06 8,65 10,08 6,79 6,38
6,0E+08 3,6E+09 6,5E+06 3,7E+06 8,78 9,56 6,81 6,57
3,0E+08 2,2E+09 6,0E+06 3,7E+06 8,48 9,34 6,78 6,57
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S. aureus

C. albicans B. subtilis

FIGURA 15: Placas de Petri com as semeaduras dos microrganismos
referentes ao grupo G 0 (controle positivo)
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Analise comparativa dos valores de ufc/mL obtidos para os
corpos-de-prova dos grupos G 0 e G I

Os resultados obtidos demonstraram que os grupos G0 e G |
apresentaram crescimento microbioldgico significativo para todos os
microrganismos avaliados (Tabelas 3 e 5). Dessa forma, os resultados
obtidos para esses dois grupos foram comparados estatisticamente. A seguir,
sao apresentados os resultados da comparacao entre os grupos G0e G I.

De acordo com as Tabelas 3 e 5, € possivel observar que os
valores originais de ufc/mL, além de elevados, apresentam uma distribuicdo
assimétrica e variabilidade muito acentuada entre 0s microrganismos
avaliados. A transformacdo logaritmica diminuiu a assimetria, mas nao
conseguiu a homogeneizacéao da variabilidade.

Como ndo houve homogeneizacdo da variabilidade, optou-se
pela analise ndo-paramétrica dos dados. Entdo, o teste ndo-paramétrico de
Kruskal-Wallis foi utilizado para comparar os valores de ufc/mL dos
microrganismos Pa, Sa, Ca e Bs em cada um dos grupos. Neste caso, sdo
avaliados os postos médios dos valores de ufc/mL, apos a transformacéo
para logaritmo.

Pela Tabela 6, é possivel observar que ha evidéncia de
diferenca significativa entre postos médios dos valores de ufc/mL (p < 0,001).
Para identificar os microrganismos com valores diferentes, foi aplicado o
teste de comparac6es multiplas de Dunn.

O resultado do teste de Dunn também pode ser visualizado
na Tabela 6, de forma que postos médios de um mesmo grupo com letras
iguais ndo sdo significativamente diferentes ao nivel de 5%. Assim, para o
grupo G 0, os valores de Pa e Sa foram significativamente superiores em
relac@o aos valores de Ca e Bs [(Pa = Sa) > (Ca = Bs)]. J&, para o grupo G |,

o valor de Bs foi estatisticamente inferior em relagédo aos valores dos demais
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microrganismos, e nao houve diferenca estatisticamente significante entre os
postos médios de Pa e Sa e de Pa e Ca. Também pode ser verificado que,
para esse mesmo grupo, o valor de Sa foi estatisticamente superior ao de Ca
(Sa =Pa=Ca>Bs).

Tabela 6: Comparagéo dos valores em Log(ufc/mL) dos microrganismos Pa,

Sa,CaeBsentreosgruposG0e G I.

Grupo Estatistica Microrganismo
Descritiva Pa Sa Ca Bs
GO Média 8,52 9,72 6,62 6,36
Desvio padrao 0,30 0,28 0,21 0,12
Mediana 8,53 9,75 6,70 6,35
Posto médio 255°  355°  14,0° 7,12
Gl Média 3,99 5,73 3,60 1,11
Desvio padréo 1,71 2,21 1,29 1,46
Mediana 4,43 6,48 3,90 0,00
Posto médio 22,2  322° 19,8 8,0

A avaliacédo de diferenca significante entre postos médios dos
valores de ufc/mL dos microrganismos estudados pode ser acompanhada
visualmente pelo gréfico de médias da Figura 16. Os postos médios
guardam, neste trabalho, estreita relacdo com as médias, de forma que as

conclusdes obtidas podem ser estendidas para elas.
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FIGURA 16: Representacao gréafica de Log(ufc/mL) dos microrganismos Pa,
Sa, Ca e Bs para os grupos G 0 e G | (as linhas poligonais unem as médias)
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Andlise da microscopia eletronica de varredura para os grupos

avaliados

A analise em microscopia eletronica de varredura dos corpos-
de-prova do grupo G 0 (controle positivo) demonstrou a presenca de elevado
namero de microrganismos sobre a resina avaliada. Os microrganismos
apresentaram-se sem alteracdes morfoldgicas (Figuras 17 A e 18 A).

A andlise em MEV das amostras esterilizadas dos grupos
irradiados (G Il para C. albicans, G Ill, G IV e G V) revelou evidéncia de
danos a morfologia das células dos microrganismos testados, com
irregularidades de superficie, orificios, modificacdo da forma e também
desintegracéo celular (Figura 17 C, D, E e F e Figura 18 D, E e F). Além
disso, para C. albicans, foi verificado que parte dos microrganismos nao
viaveis foi removida da superficie da resina, ap0s a irradiacdo por
microondas das amostras em agua, 0 que nao ocorreu com as bactérias
avaliadas, que permaneceram na superficie da resina acrilica apds a imerséo
em agua e a irradiacdo por microondas. A MEV referente as amostras
esterilizadas e incubadas por 7 dias néo revelou diferencas em relacédo a
MEV dos corpos-de-prova preparados imediatamente apds a irradiacdo por
microondas.

A analise em microscopia das amostras desinfetadas
demonstrou que o0s corpos-de-prova irradiados e incubados por 7 dias
apresentaram maior quantidade de microrganismos na superficie da resina
acrilica, quando comparados aos corpos-de-prova preparados para MEV
logo apoés a irradiacdo. A quantidade de microrganismos presentes nessas
amostras, apos 7 dias de incubacéo, foi semelhante ao grupo G 0 (controle
positivo).

As analises microscopicas das amostras avaliadas dos

microrganismos C. albicans e B. subtilis podem ser visualizadas nas Figuras
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17 e 18, respectivamente. Na Figura 17, observam-se amostras da resina
acrilica contaminada com C. albicans dos grupos GO, G I, GIl, G lll, GIV e
G V (A B, C, D, E e F respectivamente), sendo 0s corpos-de-prova
irradiados referentes aos preparados para MEV imediatamente apds a
exposicdo as microondas. A Figura 18 ilustra amostras da resina
reembasadora contaminada com B. subtilis dos grupos GO, G I, G Il, G lll, G
IVe GV (A B, C, D, E e F respectivamente). As amostras irradiadas
correspondem aos corpos-de-prova preparados para MEV apos irradiacéo e

incubacéao por 7 dias.
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FIGURA 17: Células (leveduras e hifas) de C. albicans na superficie da resina
avaliada. Os grupos G 0, G I, G I, G lll, G IV, e GV estdo representados em A
(2500 x), B (1000 x), C (2500 x), D (5000 x ), E (1000 x) e F (5000 x),
respectivamente. As setas indicam alteracdo morfolégica do microrganismo.
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FIGURA 18: Células de B. subtilis na superficie da resina avaliada. Os grupos
GO, GI,GIl,GIll, GIV, e GV estdo representados em A (2500 x), B,C ,D ,E e
F (5000 x), respectivamente. As setas indicam alteracdo morfolégica na célula do

microrganismo.
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Durante a realizacdo do reembasamento imediato,
freqlentemente ocorre extravasamento de resina acrilica para a superficie
externa da protese. A remocao desse excesso de resina deixa a superficie
da protese irregular, aspera e rugosa, tornando-se necessario um novo
polimento. Quando removidas da cavidade bucal, as préteses devem ser
desinfetadas pelo cirurgido-dentista uma vez que podem estar contaminadas
com microrganismos patogénicos tanto em sua parte externa quanto interna,
devido as porosidades presentes na resina acrilica’®*°. Da mesma forma,
apos os procedimentos laboratoriais, o técnico de laboratério deveria realizar
uma nova desinfeccdo das proteses, ja que essas podem ter sido
contaminadas durante os procedimentos de acabamento e polimento®*®°.
Assim, procedimentos adequados de desinfeccdo de proteses sao
necessarios para um controle efetivo da contaminagcdo cruzada entre a
clinica odontoldgica e o laboratério de prétese.

A irradiagdo por microondas tem sido sugerida como um
método alternativo para desinfeccdo de préoteses dentarias®®2>%%"°. Alguns
estudos tém avaliado a irradiacdo por microondas como meio de desinfeccao

de alimentos?®, lentes de contato®*%3

, aparelhos inaladores para sedacédo
com o6xido nitrico®®, esponjas de uso doméstico®” e roupas intimas
contaminadas com C. albicans®. Além disso, tem sido relatada a utilizacio
da irradiacdo por microondas no tratamento de infeccdes como prostatite® e
também na esterilizacdo de materiais utilizados em laboratorios de anélises
clinicas®®, materiais para cultura  microbiologica’?,  instrumentos

36,74

odontoldgicos e cirlrgicos®™ e recipientes plasticos para cultura de

células®®. Ha ainda alguns estudos que avaliaram a inativacdo de cepas

patogénicas de microrganismos esporulados e ndo esporulados®’%8!,
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Os resultados obtidos demonstraram que a irradiacdo por
microondas a 650 W demonstrou ser efetiva para a esterilizacdo dos corpos-
de-prova contaminados com 0s quatro microrganismos estudados (S. aureus,
P. aeruginosa, C. albicans e B. subtilis) apés 3, 4 e 5 minutos de exposi¢cao
(G I, G IV e G V, respectivamente). Aléem disso, corpos-de-prova
contaminados com C. albicans foram esterilizados apés 2 minutos de
irradiacdo (G II) a 650 W. Essa esterilizacdo foi constatada tanto pela
auséncia de coldnias viaveis nas placas de Petri, quanto pela auséncia de
crescimento microbiolégico nos tubos de TSB com as amostras irradiadas
durante 7 dias de incubacdo a 37°C. Os resultados deste estudo estdo de
acordo com o trabalho realizado por Neppelenbroek et al.°* no qual
verificaram que a irradiacdo por microondas numa poténcia de 650 W, por
um periodo de 6 minutos, foi efetiva na esterilizacdo de corpos-de-prova de
resinas acrilicas. Os corpos-de-prova foram incubados para propiciar o
crescimento dos microrganismos S. aureus, P. aeruginosa, C. albicans e B.
subtilis e, entdo, imersos em 200 mL de agua para serem submetidos as
microondas. Os resultados demonstraram que, apés a irradiagdo, 0S corpos-
de-prova tornaram-se estéreis, uma vez que nao houve crescimento de
microrganismos apos dois periodos de incubacgéo utilizados (48 horas e 7
dias)®*. Dando continuidade, Silva et al.”* contaminaram préteses totais com
C. albicans e as submeteram as microondas, utilizando o mesmo tempo e
poténcia do estudo anterior. Esses autores observaram que as préteses
foram esterilizadas.

Na maioria dos estudos relatados na literatura que utilizaram
as microondas como meio de desinfeccdo, o0s corpos-de-prova foram
irradiados a seco. Rohrer e Bulard®® também avaliaram a efetividade das
microondas na esterilizagdo de proteses removiveis totais e parciais. As
proteses foram contaminadas com suspensdes individuais e mistas de quatro

bactérias aerdbias (S. aureus, S. epidermis, K. pneumoniae e B. subtilis) e
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um fungo (C. albicans) e em seguida, irradiadas a 720 W durante 0, 2, 4, 6,
8, 10 e 15 minutos. As proteses foram irradiadas estaticamente e também
acopladas a um dispositivo rotacional tridimensional desenvolvido pelos
autores. Esse dispositivo foi sugerido uma vez que as microondas sao
propagadas em linha reta, de forma que a distribuicdo de energia ndo e
uniforme nem homogénea no interior do forno. Os autores observaram que,
guando as préteses foram expostas as microondas estaticamente, nao foi
obtida esterilizacdo. Porém, se acopladas ao dispositivo, as préteses
contaminadas com suspensdes individuais de microrganismo foram
esterilizadas apd6s 8 minutos de irradiacdo, enquanto que as contaminadas
com suspensdes mistas de microrganismos foram esterilizadas apd6s 10
minutos de exposicdo. Entretanto, esse dispositivo rotacional tridimensional
ndo esta disponivel comercialmente. Devido a essa limitacdo, Webb et al.”
avaliaram a efetividade de um forno de microondas doméstico na
esterilizacdo de proteses contaminadas com C. albicans e S. gordonii. As
préteses foram irradiadas em diferentes poténcias (604 e 350 W) e por varios
periodos de exposicao (1, 2, 4, 6, 8 e 10 minutos). Os autores observaram
que as proteses foram esterilizadas apos irradiacdo a 604 W nos periodos de
2 a 10 minutos e a 350 W de 6 a 10 minutos. Baysan et al.® avaliaram a
efetividade da energia de microondas na desinfeccdo de um material
reembasador resiliente contaminado com C. albicans e S. aureus. Foram
avaliados trés procedimentos de desinfeccdo: as amostras foram submetidas
a desinfeccdo por microondas a 650 W por 5 minutos; as amostras foram
deixadas a seco durante a noite (5 horas) em temperatura ambiente; e as
amostras foram imersas em solucdo de hipoclorito de sodio a 2% durante a
noite. Os autores observaram que ndo houve diferenca estatisticamente
significante entre todos os procedimentos avaliados, sendo que a imerséo
em hipoclorito de sédio foi considerada mais efetiva que a irradiacdo por

microondas. Além disso, nenhum método foi bactericida, e apenas a imersao
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em hipoclorito de sédio demonstrou ser fungicida. Os resultados obtidos no
estudo de Dixon et al.®® demonstraram que os corpos-de-prova ndo Sao
adequadamente expostos as microondas quando as amostras sdo colocadas
diretamente no prato giratério do forno de microondas. Porém, quando as
amostras foram imersas em agua, 0Ss corpos-de-prova de resinas
reembasadoras resilientes e de base de protese, contaminadas com C.
albicans, tornaram-se estéreis apdés 5 minutos de irradiacdo em poténcia
maxima. Segundo 0s autores, a agua promove um aquecimento uniforme
dos materiais, favorecendo a inativagdo dos microrganismos, inclusive
daqueles no interior dos poros dos materiais. Friedrich e Phillips®
observaram que a irradiagcdo por microondas, em poténcia maxima por 5
minutos, foi efetiva em esterilizar roupas intimas femininas de algodéao
contaminadas com C. albicans, quando as amostras foram previamente
umedecidas com solucéo salina. J& quando as amostras foram irradiadas a
seco, a quantificacdo de col6nias foi igual ao observado nas amostras

controle (ndo irradiadas). Segundo Fitzpatrick et al.?’,

a irradiagdo por
microondas a 1000 W durante 12 segundos, por cinco vezes consecutivas,
nao foi efetiva em esterilizar tubos de vidro contendo esporos secos e tiras
umedecidas de B. subtilis. Entretanto, quando o mesmo procedimento foi
realizado utilizando-se tubos com suspenséo em solucdo salina de S. aureus
e tubos adequadamente selados com esporos de B. stearothermophilus e B.
subtilis umedecidos em &agua destilada, a esterilizagdo das amostras foi
obtida. Os autores concluiram que a esterilizagdo por microondas € possivel
quando a amostra € umedecida suficientemente, uma vez que a agua atua
na coagulacdo de proteinas durante a esterilizacdo. Najdovski et al.*
verificaram que bactérias vegetativas (S. piogenes, S. aureus, E. faecalis, E.
coli e P. aeruginosa) presentes em suspensdes foram eliminadas apos 5
minutos de exposicdo as microondas a 650 W. Um tempo de exposi¢cao

superior (10 minutos) na mesma poténcia foi necessario para a eliminacao
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das suspensdes de E. faecalis, e suspensfes aguosas dos esporos
bacterianos de B. subtilis e B. stearothermophilus foram eliminadas apo6s a
irradiacdo a 1400 W durante 10 e 20 minutos, respectivamente. Entretanto,
suspensfes a seco dos esporos avaliados ndo foram inativados, mesmo
apos 20 minutos de exposicdo as microondas a 1400 W. Considerando
esses resultados, os autores sugeriram que a desinfeccdo em forno de
microondas convencional é efetiva quando o material a ser irradiado
apresenta quantidade suficiente de agua. Conforme observado no presente

estudo e nos estudos citados?®?7+28:50.51.71

, @ imersdo das amostras em agua
provavelmente favoreceu a inativagdo dos microrganismos submetidos a
irradiacdo por microondas, ja que as células dos microrganismos podem ter
sido rompidas por meio da pressdo osmotica da agua, pois a agua destilada
estéril, na qual as amostras contaminadas foram imersas, € hipoténica em
relagdo ao conteudo de solutos no interior das células, o que favorece o fluxo
de agua para dentro das células, rompendo-as>*.

Quando os corpos-de-prova foram irradiados por 2 minutos (G
II), a efetividade do procedimento de esterilizagdo/desinfeccdo variou de
acordo com o tipo de microrganismo estudado. Assim, para C. albicans, esse
tempo de exposicao foi efetivo para esterilizar os corpos-de-prova, visto que
nao houve formacgéo de coldnias viaveis nas placas nem turvacao nos tubos
de TSB com as amostras irradiadas apés 7 dias de incubacdo a 37°C.
Entretanto, para os demais microrganismos (S. aureus, P. aeruginosa e B.
subtilis), ndo foi observado crescimento bacteriano nas placas de Petri, e
algumas amostras apresentaram crescimento microbiolégico nos tubos de
TSB apos 7 dias de incubacéo (Tabela 2). Portanto, foi verificado que, para
as amostras contaminadas com S. aureus, P. aeruginosa e B. subtilis, a
irradiacdo por microondas a 650 W durante 2 minutos (G 1) promoveu
desinfeccdo do material estudado. Sanborn et al.®® demonstraram que a

irradiacdo por microondas em poténcia maxima foi efetiva em esterilizar
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recipientes plasticos para cultura de células somente apdés 3 minutos de
exposicdo. Esses autores também observaram que, apés 2 minutos de
irradiacdo, as amostras contaminadas por P. vulgaris, S. faecium, C. equi, B.
alvei e B. globigii apresentaram crescimento bacteriano, enquanto que as
amostras contaminadas por E. coli, P. fluorescens, K. pneumoniae e S. lutea

ndo apresentaram crescimento bacteriano. Griffith et al.3

verificaram que a
irradiagdo por microondas a 650 W, durante 2 minutos, nédo foi efetiva em
esterilizar cateteres de polietileno contaminados com Proteus sp. Os autores
demonstraram que a esterilizacdo das amostras foi obtida somente apds 6

1.3° avaliaram clinicamente a

minutos de irradiacdo a 650 W. Goodson et a
efetividade de um agente de limpeza quando utilizado em combinagc&do com a
irradiacdo em microondas por 2 minutos. Os resultados demonstraram que
proteses totais acrilicas foram efetivamente descontaminadas quando o
agente de limpeza foi utilizado em conjunto com a irradiacdo em microondas.
Webb et al.”® também verificaram que a irradiacéo por microondas, durante 2
minutos, foi efetiva em esterilizar préteses contaminadas com C. albicans,
quando a poténcia utilizada foi de 604 W. Por outro lado, Rohrer e Bulard®
ndo verificaram esterilizacdo em proteses contaminadas apds 2 minutos de
irradiacdo a 720 W, inclusive quando as proteses foram contaminadas com
C. albicans. Em outro estudo, Rohrer et al.®® verificaram que o tempo de
exposicdo de lentes de contato as microondas a 700 W, necessario para
inativacdo de C. albicans e de P. aeruginosa, foi de 4 minutos, enquanto que

para S. aureus foi de 8 minutos. Pelczar et al.>

relataram que, durante um
mesmo tempo de exposicdo ao calor umido, células vegetativas de leveduras
e fungos sdo normalmente destruidas a uma temperatura menor que células
vegetativas de bactérias. A completa inativacdo de C. albicans, observada no
presente estudo no grupo G II, também pode ter sido favorecida pela menor
aderéncia desse microrganismo a resina acrilica, quando comparadas com

as células bacterianas, como foi verificada na andlise em MEV (Figura 17).
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Segundo Hiti et al.®*

, as células biolégicas sao caracterizadas por
apresentarem alto conteddo de agua na sua composicdo, justificando sua
maior sensibilidade a irradiacdo por microondas. Assim sendo, como as
células de C. albicans sdo maiores que as ceélulas bacterianas, como
verificado pela analise em MEV, pode-se sugerir que o maior contetudo de
agua desse fungo justifique sua sensibilidade as microondas.

De acordo com os resultados deste estudo, a irradiacdo por
microondas a 650 W, no tempo de 1 minuto (G I), ndo esterilizou os corpos-
de-prova contaminados com as quatro espécies de microrganismos
estudados. Foram verificados valores menores de ufc/mL nos corpos-de-
prova irradiados em relacdo as amostras do grupo controle positivo,
independentemente da espécie do microrganismo avaliado (Tabela 3). Além
disso, foi constatado crescimento microbiolégico nos tubos de TSB apoés
incubacdo por 7 dias a 37°C, para todas as quatro espécies de
microrganismos (Tabela 4). A reducéo dos valores de ufc/mL para todos os
microrganismos avaliados foi maior que 99% em relagdo ao grupo controle.
Webb et al.”® verificaram que a irradiacdo por 1 minuto a 350 W resultou em
sobrevivéncia de 46,4% dos microrganismos avaliados, enquanto que a
irradiacdo na poténcia de 604 W pelo mesmo tempo resultou em
sobrevivéncia de 11% dos microrganismos. Os autores observaram que a
irradiagéo a 604 W a partir de 2 minutos e a 350 W a partir de 6 minutos foi
efetiva em esterilizar préteses contaminadas com C. albicans e S. gordonii.
Segundo o autor, o grau de sobrevivéncia desses microrganismos reduziu
progressivamente de acordo com o aumento do tempo de exposicdo as
microondas. lkawa e Rossen®’ submeteram esponjas de limpeza laboratorial
e domeéstica a diferentes tratamentos de desinfeccéo, entre eles, irradiacdo
por microondas. As esponjas, contaminadas com E. coli, S. choleraesuis, P.
aeruginosa, S. aureus e S. putrefaciens, foram umedecidas, para impedir a

possibilidade de combustéo, e irradiadas por 1 minuto em poténcia maxima,
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obtendo-se 99% de inativacdo. Considerando os resultados obtidos no
presente estudo, as amostras contaminadas com 0S microrganismos
avaliados foram efetivamente desinfetadas apds serem submetidas a
irradiacao por microondas pelo tempo de 1 minuto (G I).

Os resultados dos estudos de Chau et al.'® e de Lin et al.*°
indicaram que microrganismos podem penetrar nos poros de resinas
acrilicas. Segundo Dixon et al.?®, geralmente é necessario um periodo
superior a 48 horas para que o crescimento microbiolégico seja aparente no
meio de cultura, indicando que organismos viaveis podem sobreviver no
interior dos poros dos materiais. Dessa forma, neste estudo, os corpos-de-
prova da resina reembasadora estudada foram incubados em tubos com
TSB por 7 dias a 37°C ap0s a irradiagdo por microondas, a fim de se verificar
a efetividade do procedimento de desinfeccdo a longo prazo. Foi verificado
que, para os grupos G lll, G IV e G V, o tratamento foi efetivo para a
esterilizacdo das amostras, uma vez que ndo houve crescimento
microbiol6gico nos tubos de TSB apos incubacao por 7 dias. Ja para o grupo
G Il, foi observada desinfeccdo das amostras contaminadas pelas bactérias
estudadas, a qual foi constatada pela auséncia de coldnias nas placas e pela
turvacdo em TSB de algumas amostras apoés a irradiacdo (Tabela 2). Dessa
forma, € possivel que, no grupo G Il, 0s microrganismos presentes nos poros
da resina estudada tenham sobrevivido ao tratamento e que a aliquota de 25
UL pipetada para o plagueamento ndo contivesse células viaveis. Além disso,
ndo foi necessario um tempo maior que 48 horas para que o crescimento
bacteriano fosse constatado nos tubos de TSB. Nesse mesmo grupo (G 1), a
irradiacdo por microondas demonstrou ser fungicida para as amostras da
resina estudada. Ja, para o grupo G I, foi verificado, além de formacéo de
colénias nas placas de Petri, crescimento microbiolégico nos tubos de TSB
com os corpos-de-prova irradiados apos 24 horas de incubagéo, indicando

que a irradiacdo por microondas promoveu desinfeccdo das amostras
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estudadas. O tempo de exposicdo as microondas no grupo G | nao foi
suficiente para promover completa inativacdo dos microrganismos.

De acordo com a Tabela 5, foi observado crescimento dos
quatro microrganismos avaliados (S. aureus, P. aeruginosa, C. albicans e B.
subtilis) nas placas das amostras do grupo G 0 (controle positivo) apos 48
horas de incubacgéo (Figura 15). P6de ser constatada, na Tabela 6, que os
valores médios de ufc/mL das amostras contaminadas com S. aureus e P.
aeruginosa foram maiores que os valores das amostras inoculadas C.
albicans e B. subtilis. Essas diferencas podem ser atribuidas a variabilidade
morfologica e as caracteristicas especificas de crescimento e adesdo
verificadas entre os diferentes microrganismos testados. Verran e Maryan”
relataram que células maiores, como leveduras, séo facilmente deslocadas
da superficie da resina acrilica quando em comparacdo com células
menores, como as bacterianas. 1sso possivelmente pode explicar os maiores
valores médios de ufc/mL para S. aureus e P. aeruginosa, uma vez que
estas células bacterianas sdo menores quando comparadas com as formas
de leveduras apresentadas pelas cepas de C. albicans. Além disso, as
diferengas entre os padrdes de crescimento bacteriano de distintas espécies
podem explicar a disparidade nos valores de ufc/mL observados para as
bactérias avaliadas. Segundo Pelczar et al.>*, o crescimento bacteriano em
um sistema fechado, em que nenhum nutriente é adicionado e nenhum
produto de excrecdo metabdlico é removido, apresenta quatro fases de
crescimento caracteristicas que constituem uma curva de crescimento tipica.
A primeira fase (fase lag) corresponde ao periodo em que as células do
microrganismo, imediatamente apds serem inoculadas no meio, adaptam-se
ao seu novo ambiente. Nesta fase, ndo ocorre divisdo celular, porém ha
intensa atividade metabdlica (reparo de danos celulares e sintese de
enzimas e coenzimas). Na fase seguinte de crescimento, denominada fase

logaritmica ou exponencial, as células dividem-se a intervalos regulares de
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tempo, resultando num aumento exponencial do niumero de individuos da
populacdo. Esta fase de intensa multiplicagdo ocorre enquanto ndo ha
limitacdo de nutrientes ou acumulo de produtos toxicos. Em seguida, o ritmo
de crescimento bacteriano diminui devido a exaustdo de nutrientes e ao
acumulo de produtos téxicos no meio de cultura, dando inicio a fase
estacionaria. Nesta fase, existe um equilibrio entre a taxa de morte e a taxa
de divisbes celulares, o que mantém constante a contagem de células
viaveis. A Ultima fase do crescimento bacteriano corresponde a fase de
declinio ou morte, em que a taxa de morte comeca a exceder a de divisdo
celular, ocasionando um decréscimo exponencial no nimero de bactérias.
Entretanto, apesar desse padrdo de crescimento ser caracteristico para
todas bactérias, cada espécie de microrganismo tem seu tempo de geragao
particular. Assim, o tempo de duracédo das fases de crescimento é variavel de
acordo com a espécie bacteriana®. Porém n&o foi encontrado na literatura o
tempo de crescimento ideal para cada uma das espécies microbianas
utilizadas neste estudo. Dessa forma, pode-se sugerir que as diferencas
entre os valores de ufc/mL dos microrganismos avaliados neste estudo se
justifijuem em funcédo da diferenca no padrao da curva de crescimento
especifico de cada bactéria. Desse modo, o tempo necessario para 0S
microrganismos Sa e/ou Pa (Figura 16) atingirem a fase estacionaria de
crescimento provavelmente correspondeu a um tempo insuficiente para o
microrganismo Bs atingir essa mesma fase, ou foi suficiente para este
microrganismo alcancar a fase de declinio ou morte, uma vez que, neste
estudo, todos os microrganismos foram igualmente incubados por 24 horas.
Adicionalmente, os valores numericamente inferiores das médias de ufc/mL
para B. subtilis do grupo G | foram presumivelmente causados pelo
mecanismo de formacdo de esporos apresentado por esse microrganismo,
que se inicia quando os nutrientes bacterianos se tornam escassos”. Foi

demonstrado que a esporulacdo do B. subtilis € iniciada apds um periodo
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relativamente curto de crescimento®. Apés a fase de crescimento das formas
vegetativas, 0s esporos comecam a se formar em 60 minutos®.
Considerando esse aspecto, o microrganismo provavelmente produziu um
alto nimero de esporos durante o periodo de incubacdo utilizado nesse
estudo. Dessa forma, pode-se sugerir que as formas esporuladas, como as
apresentadas pelo B. subtilis, sdo mais facilmente removidas da superficie da
resina acrilica quando comparadas as formas bacterianas convencionais (S.
aureus e P. aeruginosa)®’. Além disso, tem sido relatado que as
propriedades superficiais de uma resina acrilica podem influenciar
diretamente a colonizacdo por microrganismos®. Essas propriedades
incluem: rugosidade do substrato, perfil e energia de superficie, tensdo
superficial, umidade, caracteristicas hidrofobicas, interacdes eletrostaticas e
microdureza dos materiais®. Entretanto, ainda sdo necessarios trabalhos
futuros para avaliar o efeito das propriedades superficiais na colonizacdo de
microrganismos em resinas para reembasamento.

A esterilizagdo dos corpos-de-prova contaminados com o0s
microrganismos estudados ap0s a irradiacdo por microondas nos tempos de
3 a 5 minutos (G Il a G V) sugere que o procedimento é adequado para a
esterilizacdo da resina rigida para reembasamento estudada. Por outro lado,
quando periodos de irradiacdo mais curtos de 1 e 2 minutos foram utilizados
(G I e G ll), obteve-se desinfeccdo das amostras, com excecdo da C.
albicans no tempo de 2 minutos (G Il). Entretanto, o mecanismo pelo qual as
microondas promovem inativacdo dos microrganismos ainda ndo esta
esclarecido na literatura. Estudos sugerem que, além do aguecimento, outros
efeitos podem ser responsaveis pela inativacdo de microrganismos por meio

5172326346477 Ffeitos térmicos ndo sdo causados

das microondas
diretamente pelo campo eletromagnético das microondas, mas sao
decorrentes da movimentacgao cinética das moléculas do material irradiado, o

gue acarreta em aumento de temperatura. Ja os efeitos ndo-térmicos sao
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resultantes diretamente da interacdo do campo eletromagnético com as
moléculas, produzindo efeitos que ndo podem ser causados apenas pela
acao térmica. Uma possivel explicacdo dos efeitos ndo-térmicos estaria nos
varios graus de absorcdo da energia de microondas por certas moléculas
importantes, como 0s &cidos nucleicos. Outros possiveis mecanismos
incluem fenbmenos de membrana da parede celular, que podem envolver
perda de permeabilidade seletiva e ressonancia molecular, resultando em

clivagem®®. Os resultados do estudo de Fitzpatrick et al.?’

permitiram aos
autores concluirem que a esterilizacdo obtida com a irradiacdo de
microondas foi devido a um efeito puramente térmico, uma vez que a
inativacdo dos microrganismos ocorreu pelo vapor produzido durante a

iradiacdo em recipientes selados. Jeng et al.*

criaram condicoes
experimentais para que ampolas com esporos secos de B. subtilis subsp.
niger fossem simultaneamente expostas as microondas e ao calor seco
convencional, com perfil de temperatura aproximadamente idéntico. Foi
observado que ndo houve diferenca significante entre o aquecimento
convencional e por microondas na inativacdo dos esporos nas temperaturas
de 130 e 137°C. Os autores concluiram que a inativacao de esporos a seco
por meio da energia de microondas € meramente em funcéo do calor, e que
os efeitos ndo-térmicos ndo sdo significantes nesse processo. Yeo et al.®
demonstraram que microrganismos em suspensdo absorveram energia
térmica em velocidade muito superior a do meio circundante, indicando que a
inativagdo de suspensdes de S. aureus pbde ser atribuida a destruicdo
térmica por conducgéo de calor do meio circundante para 0s microrganismos.
Culkin e Fung®® observaram que a irradiacdo por microondas de sopas
contaminadas por E. coli e S. typhimurium promovia diferentes perfis de
temperatura em diferentes regibes das sopas. Foi verificado que, apos
irradiacdo, a regido superficial das sopas apresentava a menor sobrevivéncia

de microrganismos, apesar dessa regido nao apresentar temperaturas mais
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elevadas comparadas as regides intermediarias e de fundo. Os autores
concluiram que tanto o efeito térmico quanto o efeito ndo-térmico das
microondas, ambos letais para bactérias, foram demonstrados. Porém, os
resultados do estudo néo indicaram a exata natureza dos efeitos letais das
microondas as bactérias, se molecular, mecanico ou pelo aquecimento

seletivo. Hiti et al.3

relataram que a célula bioldgica é caracterizada por um
alto contetdo de agua, o que explica a sensibilidade dos microrganismos a
irradiacdo de microondas. Além disso, o nivel de resposta molecular do
sistema biolégico a quantidade de energia térmica pode também explicar o
efeito ndo-térmico das microondas’’. Os resultados obtidos por Dreyfuss e
Chipley?® também sugerem que a irradiacdo em microondas, mesmo em
doses subletais, causaria danos a integridade celular, uma vez que culturas
de S. aureus irradiados sofreram maior lise do que células tratadas
termicamente em banho-de-agua. Atmaca et al.’ relataram que o efeito da
irradiagdo por microondas é diferente do efeito térmico, ja que a reducdo na
contagem de colbnias de bactérias irradiadas por microondas foi significante
em relagcdo a contagem obtida apds aplicacdo de calor convencional nas
suspensdes dos microrganismos. Segundo Carrol e Lopez'’, ha trés formas
em que a energia eletromagnética pode causar a destruicdo das células
microbiologicas. Dependendo da composicdo quimica da célula e do meio
circundante, o calor pode ser gerado mais rapidamente na célula do que no
meio, levando a destruicdo desta. Uma outra forma de inativacdo celular
seria devido a oscilacdo gerada pelo campo eletromagnético de alta
frequéncia das microondas, que excederia os limites elasticos da célula,
rompendo-a. Adicionalmente, a energia de radio-freqiéncia pode ser
absorvida por moléculas organicas criticas da célula, como proteinas
essenciais e DNA, que podem ser desnaturadas irreversivelmente.
Campanha® verificou que suspensfes leveduriformes submetidas &

irradiagéo por microondas a 650 W, durante 6 minutos, apresentaram valores
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significativamente menores de contagem celular e maiores de substancias
liberadas em relacdo a suspensdes controle (ndo irradiadas). A distingdo
entre células integras e néo integras foi realizada com base na entrada do
corante azul de metileno no interior das células, que é uma forma indireta de
se avaliar a integridade de membrana e parede celulares. Ndo foram
encontradas células integras na suspensdo irradiada, indicando alteracdo na
permeabilidade ou na integridade dessas estruturas. Além disso, as células
dessa suspensdo perderam sua caracteristica de refringéncia, apesar de
preservarem sua morfologia leveduriforme elipsoidal. Também foi
demonstrado que, apos a irradiacdo por microondas, foram liberados pelas
células moléculas de proteinas, eletrélitos (K*, Ca™) e acidos nucleicos em
concentracdo significativamente maior em relacdo ao controle. Porém,
apesar de ter sido verificada inativacdo celular apos a irradiacdo, a
densidade Optica e a concentracdo celular ndo foram alteradas em relagéo
as suspensfes controle, indicando que nao houve completa desintegracéo
celular.

A analise em MEV das amostras esterilizadas indicou
alteracdo na morfologia das células ap0s a irradiacdo, como irregularidades
de superficie, orificios, modificacdo da forma e também desintegracéo
celular. Além disso, para C. albicans, foi observado que a irradiagdo das
amostras em agua removeu parte dos microrganismos nao viaveis da
superficie da resina acrilica, o que nao foi verificado com as bactérias
avaliadas, as quais permaneceram na superficie da resina ap6s a imersao
em agua e a irradiacdo por microondas. Verran e Maryan’ relataram que
células de leveduras, por serem maiores, sdo mais facilmente deslocadas da
superficie da resina acrilica em relacéo as células bacterianas, o que justifica
as constatacOes verificadas na analise em MEV deste estudo. Rosaspina et
al.®* demonstraram que as microondas promoveram alteracbes nos

microrganismos diretamente proporcionais ao tempo de exposicdo utilizado,
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com a completa destruicdo das células de C. albicans ao final da irradiacéo.
Os autores também observaram que essas alteracdes ndo ocorreram nas
células submetidas a aquecimento térmico convencional em banho de agua,
0 que os levaram a sugerir um efeito mais complexo das microondas nos
microrganismos, além do térmico. Para as amostras esterilizadas deste
estudo, as fotomicrografias dos corpos-de-prova apés 7 dias da irradiacéo
apresentaram-se similares aquelas referentes as amostras observadas
imediatamente apos irradiacdo com microondas.

Adicionalmente, é necessério considerar o efeito do método
de desinfeccdo proposto sobre as propriedades fisicas e mecéanicas dos
materiais utilizados para a confeccdo de proteses. Alguns estudos na
literatura avaliaram o efeito da agua em ebulichio sobre algumas
propriedades de resinas acrilicas'®®**°*"°. Shim e Watts’ relataram que um
ciclo de termopolimerizacdo adicional a 100°C, por 2 horas, promoveu uma
reducdo significativa nas concentracdes de mondmero residual, favorecendo
propriedades mecanicas de resinas acrilicas para base de prétese. Beech®®
observou que o tratamento térmico em agua em ebulicdo a 100°C, por 2
horas, aumentou o grau de conversdao do mondmero em polimero de resinas
termopolimerizaveis. Em um estudo de Inoue et al.*®, foi observado que o
banho de agua a 100°C, por 1 hora, melhorou as propriedades viscoelasticas
e reduziu a porcentagem de mondémero residual de resinas
autopolimerizaveis e termopolimerizaveis. Além disso, Robinson et al.®
demonstraram que um banho de agua a 95°C aumentou significativamente a
resisténcia a flexdo de uma resina acrilica autopolimerizavel e duas resinas
acrilicas termopolimerizaveis. Ribeiro® avaliou o efeito da irradiacdo por
microondas sobre as propriedades mecéanicas de resisténcia a flexdo e
dureza de resinas acrilicas (Kooliner, Tokuso Rebase Fast, Ufi Gel Hard C,
New Truliner e Lucitone 550). Para a irradiacdo, cada corpo-de-prova foi

individualmente imerso em 200 mL de agua destilada e submetido a dois
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ciclos de irradiagdo a uma poténcia constante de 650 W, variando-se o
tempo de exposicdo (0 a 5 minutos). Os resultados demonstraram que, para
a resina Kooliner, a elevacdo no tempo de exposicdo as microondas
promoveu aumento na resisténcia a flexdo em todos os tempos avaliados,
porém esse aumento foi significativo somente apos 5 minutos de irradiacao,
em comparagdo ao controle. A resisténcia a flexdo dos materiais Tokuso
Rebase Fast, Ufi Gel Hard C, New Truliner e Lucitone 550 néo foi alterada
pelos tempos de desinfeccdo testados. Foi demonstrado que a dureza
Vickers da resina Kooliner aumentou significativamente apdés 3, 4 e 5 minutos
de irradiacdo em relacdo ao controle. Para a resina Ufi Gel Hard C, o
aumento significativo em relacdo ao controle ocorreu em 4 e 5 minutos. Ja,
para New Truliner, apenas a média de dureza apos 5 minutos de irradiacao
foi significativamente maior que o controle. Os valores de dureza da resina
para base de protese Lucitone 550 ndo foram significativamente alterados
pelos tempos de desinfeccdo avaliados, quando comparados ao controle.
Portanto, foi verificado que a desinfeccdo em microondas néo ocasionou
efeitos deletérios na resisténcia a flexdo e dureza dos materiais avaliados,
independente do tempo de irradiacao utilizado.

Com base nos resultados deste estudo, a irradiacdo por
microondas a 650 W por 3, 4 e 5 minutos provou ser um método efetivo para
a esterilizacdo da resina rigida para reembasamento estudada. Entretanto,
quando tempos de irradiagdo mais curtos foram utilizados (1 e 2 minutos),
obteve-se desinfeccdo dos corpos-de-prova. Porém, a interpretacdo dos
resultados deste trabalho cientifico deve ser realizada cuidadosamente,
sendo ainda necesséario o desenvolvimento de pesquisas que avaliem o
efeito da irradiagcdo por microondas em proteses, uma vez que estas
apresentam uma superficie maior e mais complexa em relagdo ao corpo-de-

prova. Além disso, é necessaria a realizacdo de estudos clinicos
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longitudinais que possibilitem avaliar se a irradiagdo por microondas poderia

ser efetiva no tratamento de patologias infecciosas bucais.



7 Conclusdo

Com base nas condi¢des experimentais deste estudo e de

acordo com a metodologia empregada, pdde-se concluir que:

1. Todos os corpos-de-prova contaminados com S. aureus, P.
aeruginosa, C. albicans e B. subtilis e irradiados durante 3, 4 e 5 minutos

foram esterilizados pelas microondas;

2. Os corpos-de-prova contaminados com C. albicans e

irradiados durante 2 minutos foram esterilizados pelas microondas;

3. Os corpos-de-prova contaminados com S. aureus, P.
aeruginosa e B. subtilis e irradiados durante 2 minutos ndo foram

esterilizados pelas microondas;

4. Todos os corpos-de-prova contaminados com S. aureus, P.
aeruginosa, C. albicans e B. subtilis e irradiados durante 1 minutos

apresentaram 99% de redugao dos microrganismos;

5. A andlise em MEV dos corpos-de-prova esterilizados revelou
evidéncia de alteracdes morfologicas nas células dos microrganismos

avaliados.
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RESUMO

Este estudo avaliou a efetividade de diferentes tempos de
irradiacdo por microondas na desinfeccdo de uma resina rigida para
reembasamento imediato. Duzentos e quarenta corpos-de-prova (10 x 10 x 1
mm) da resina reembasadora rigida Tokuso Rebase Fast foram
confeccionados e esterilizados por meio de 6xido de etileno. Os corpos-de-
prova foram entdo individualmente inoculados (10" ufc/mL) com meio de
cultura de Tryptic Soy Broth (TSB) contendo um dos microrganismos
avaliados (P. aeruginosa, S. aureus, C.albicans e B. subtilis). Apés 48 h de
incubacdo a 37°C, os corpos-de-porva foram agitados por 1 min e deixados
em repouso por 9 min, seguido de nova agitacdo para suspender qualquer
microrganismo aderente. ApOs a inoculacdo, os corpos-de-prova foram
divididos em 6 grupos, cada um com 10 amostras para cada microrganismo.
Os corpos-de-prova foram individualmente imersos em 200 mL de agua e
submetidos a irradiagdo em microondas, a uma poténcia de 650 W em um
dos seguintes tempos experimentais: G 1 - 1 min; G Il - 2 min; G lll - 3 min; G
IV - 4 min e GV -5 min. Quarenta amostras nao irradiadas (G 0) serviram
como controle positivo. A seguir, 25 pL da suspensdo resultante das
diluicbes seriadas de 102 a 10° foram semeados em placas de Petri
contendo os meios de cultura seletivos para cada microrganismo. Todas as
placas foram incubadas a 37°C por 48 h. Apds a incubacdo, as colbnias

foram quantificadas em ufc/mL e os dados analisados estatisticamente pelos
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testes de Kruskal-Wallis e de Dunn. Os corpos-de-prova irradiados foram
imersos em meio de cultura e incubados a 37°C por 7 dias. Quarenta e
quatro corpos-de-prova foram preparados para microscopia eletrbnica de
varrredura (MEV). De acordo com os resultados, todos os corpos-de-prova
dos grupos G lll, G IV e G V demonstraram efetiva esterilizacdo apds a
irradiacdo em microondas. Para o grupo G Il, as amostras contaminadas com
C. albicans também foram esterilizadas ap0ds a irradiacdo. As amostras do
grupo G Il inoculadas com S. aureus, B. subtilis, e P. aeruginosa
apresentaram crescimento microbiolégico (turvacdo) apés 7 dias de
incubacdo. Todos os corpos-de-prova do grupo G | apresentaram
crescimento microbiolégico apos incubacgéo por 48 h e 7 dias. A analise em
MEV indicou alteragdo na morfologia celular dos microrganismos presentes
nas amostras esterilizadas. A irradiagdo por microondas a 650 W demonstrou
ser, para resina reembasadora rigida, um método de esterilizacdo efetivo

guando tempos de 5, 4 e 3 minutos sao utilizados.

Palavras-chave: 1. Reembasadores de dentadura 2. Esterilizacéo

3. Microondas 4. Infeccédo — Transmissao
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effectiveness of
microwave disinfection of a hard chairside reline resin after different exposure
times. Two hundred-forty specimens (10 x 10 x 1 mm) of the reline resin
Tokuso Rebase Fast were fabricated and subjected to ethylene oxide
sterilization. The specimens were then individually inoculated (10" cfu/mL)
with Tryptic Soy Broth media (TSB) containing one of the tested
microorganisms (P. aeruginosa, S. aureus, C.albicans and B. subtilis). After
48 hours at 37°C, the samples were vortexed for 1 minute and allowed to
stand for 9 minutes followed by a short vortex to resuspend any organisms
present. After inoculation, the specimens were divided into six groups to
provide a sample size of ten for each microorganism. Each specimen was
individually immersed in 200 mL of water and subjected to microwave
irradiation at 650 W during one of the following exposure times: G | — 1 min, G
Il =2 min, G Il = 3 min, G IV —4 min and G V — 5 min. Forty non-irradiated
specimens (G 0) were used as positive controls. Replicate specimens (25 pL)
of suspension were plated at dilutions of 10° to 10 on plates of selective
media appropriate for each organism. All plates were incubated at 37°C for
48 hours. After incubation, colonies were counted (cfu/mL) and the data were
statistically analyzed by the Kruskal-Wallis’s and the Dunn’s tests. Forty-four
specimens of each material were prepared for SEM. All specimens of G Ill, G

IV and G V groups showed consistent sterilization of all microorganisms after
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microwave irradiation. Specimens of G Il group inoculated with C. albicans
were also sterilized after microwave irradiation. Specimens of G Il inoculated
with S. aureus, B. subtilis, and P. aeruginosa showed microbial growth
(turbidity) after 7-day incubation. The specimens of G | demonstrated positive
cultures for all microorganisms after 48 h and 7-day incubation. SEM
examination indicated alteration in cell morphology of sterilized specimens.
Microwave irradiation at 650 W proved to be effective for the sterilization of

the hard chairside reline resin after 3, 4 and 5 minutes of exposure.

Key words: 1. Denture reline 2. Sterilization 3. Microwave

4. Infection-Transmission
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