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RESUMO

As dificuldades de higienizacao e controle do biofilme das proteses podem resultar em
desequilibrio da microbiota e desencadear a proliferacdo dos micro-organismos,
inclusive patogénicos. A ado¢cdo de métodos que inativem 0s micro-organismos da
superficie da protese é imprescindivel para prevencédo e tratamento de infec¢des. O
objetivo deste estudo clinico, randomizado do tipo cross-over foi avaliar,a efetividade
de sabonetes liquidos desinfetantes na inativagdo de micro-organismos presentes em
préteses totais removiveis. Vinte e oito participantes totalmente desdentados
superiores foram selecionados para o estudo de acordo com a sequencia estabelecida
para utilizacdo dos métodos de higienizagéao: HS: hipoclorito de sédio 0,5% (grupo
controle positivo); SD: sabonete liquido Dettol; SL: sabonete liquido Lifebuoy; PBS:
solugédo de PBS (grupo controle negativo). O tratamento consistiu na imersédo das
préoteses totais superiores dos participantes nas solu¢des por 8 horas (overnight),
durante sete dias. Neste estudo clinico randomizado adotou-se delineamento cruzado
(crossover), onde todos os tratamentos (métodos de desinfec¢éao) foram aplicados a
todos os participantes, eliminando, assim, a possibilidade de variacdo entre os
individuos em resposta a estes tratamentos. Amostras do biofilme das proteses foram
obtidas antes (baseline) e ap0s cada tratamento, utilizando-se swab estéril, e 0
material microbiolégico foi diluido e plaqueado em meios seletivos para Candida spp.
O sabonete liquido desinfetante foi considerado efetivo quando houve a reducao de
pelo menos 3 logs dos micro-organismos presentes nas proteses em relacdo ao
baseline. A porcentagem de reducdo foi calculada pela subtracdo dos valores totais
de UFC/mL (para cada micro-organismo) obtidos em cada tempo de avaliacdo em
relacdo ao tempo zero (primeira coleta). O célculo foi realizado para cada grupo
experimental. Para a analise de variancia o teste estatistico utilizado foi o ANOVA one
way com correcdo de Welch, o pds teste de Games- Howell com nivel de significancia
de 0,05. No presente estudo foram incluidos pacientes portadores de protese total
superior com mucosa oral e condices sistémicas saudaveis. Foi constatada a maior
incidéncia de C. albicans, apresentando frequéncia entre 66 e 88% nas intervencdes
analisadas, seguida de C. tropicalis, com uma frequéncia entre 7 e 33%. No presente
estudo, hipoclorito de sodio a 0,5% foi capaz de reduzir mais de 3 logs de micro-
organismos para todos os pacientes, mostrando sua alta efetividade antifingica, tanto
para espécies de Candida albicans, como para Candida tropicalis. J& o grupo PBS
(controle negativo), ndo teve diferenca significativa apos as intervencdes. Em relacéo
aos grupos experimentais, ambos os sabonetes liquidos (Dettol e Lifebuoy) foram
eficazes na reducédo dos dois tipos de micro-organismos isolados da base interna das
préteses totais dos voluntarios. No caso da C. albicans, as solucdes tiveram a
capacidade de zerar a contagem de micro-organismos ou reduzir em 3 logs de
UFC/mL. Os resultados do pés-teste de Games- Howell quando os grupos foram
cruzados entre si, foi possivel observar que quando comparado o Grupo HS com o0s
demais grupos de intervengdes houve uma diferencga significativa (p<0,05). Ja para os
grupos SD e SL néo foi observada diferenca estatisticamente significativa entre eles.
O grupo PBS apresentou diferenca estatistica para os demais grupos. Foi observada
redugao estatisticamente significante nos grupos HS (p< 0,001), SD (p< 0,001), SL



(p< 0,001), e PBS (p=0, 643). Para Candida tropicalis, o resultado do pos-teste de
Tukey quando os grupos foram cruzados entre si, pode-se observar que os valores do
grupo HS e do grupo PBS, tem uma diferenga estatisticamente significante (p<0,05),
também é possivel observar uma diferenca significativa entre o grupo controle PBS e
0s grupos de sabonete SD e SL . Quando comparamos o0s grupos HS, SD e SL néo
foi observado diferenca significativa, comprovando assim que os trés séo igualmente
eficazes no controle de Candida tropicalis. Até 0 momento, os resultados desse estudo
mostram que os sabonetes liquidos poderiam ser uma alternativa para desinfeccao
de préteses removiveis parciais ou totais, levando em consideracdo sua efetividade
na reducéo do biofilme (estudos in vivo e in vitro) e sua nao citotoxicidade (estudos in
vitro).

Palavras-chave: Biofilmes. Estomatite sob prétese. Desinfeccdo. Estudo clinico.
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ABSTRACT

The difficulties related to hygiene and biofilm control on buccal prosthesis may
unbalance the microbiota and trigger the proliferation of microorganisms, including
pathogens. Adopting methods that inactivate microorganisms at the surface of the
prosthesis is essential for preventing and treating infections. The difficulties of
sanitizing and controlling the biofilm of the prostheses can result in imbalance of the
microbiota and trigger the proliferation of microorganisms, including pathogens. The
adoption of methods that inactivate microorganisms on the surface of the prosthesis is
essential for the prevention and treatment of infections. The objective of this cross-
over randomized clinical trial was to evaluate the effectiveness of liquid disinfectant
soaps in the inactivation of microorganisms present in total removable dentures.
Twenty-eight upper fully edentulous participants were selected for the study according
to the established sequence for use of the hygiene methods: HS: sodium hypochlorite
0.5% (positive control group); SD: Dettol liquid soap; SL: Lifebuoy liquid soap; PBS:
PBS solution (negative control group). The treatment consisted in immersing the upper
limbs of the participants in the solutions for 8 hours (overnight) for seven days. In this
randomized crossover study, all treatments (disinfection methods) were applied to all
participants, thus eliminating the possibility of variation among individuals in response
to these treatments. Biofilm samples of the prostheses were obtained before (baseline)
and after each treatment using sterile swab, and the microbiological material was
diluted and plated in selective media for Candida spp. The disinfectant liquid soap was
considered effective when there was a reduction of at least 3 logs of the
microorganisms present in the prostheses in relation to the baseline. The percent
reduction was calculated by subtracting the total values of CFU / mL (for each
microorganism) obtained at each evaluation time in relation to time zero (first
collection). The calculation was performed for each experimental group. For the
analysis of variance the statistical test used was the ANOVA one way with Welch
correction, Games-Howell post-test with a significance level of 0.05. In the present
study, patients with upper total prosthesis with oral mucosa and healthy systemic
conditions were included. The highest incidence of C. albicans was observed,
presenting a frequency between 66 and 88% in the analyzed interventions, followed
by C. tropicalis, with a frequency between 7 and 33%. In the present study, 0.5%
sodium hypochlorite was able to reduce more than 3 logs of microorganisms for all
patients, showing its high antifungal effectiveness for both Candida albicans and
Candida tropicalis species. However, the PBS group (negative control) had no
significant difference after the interventions. Regarding the experimental groups, both
liqguid soaps (Dettol and Lifebuoy) were effective in reducing the two types of
microorganisms isolated from the internal base of the volunteers' total dentures. In the
case of C. albicans, the solutions had the capacity to zero the microorganism count or
reduce in 3 CFU/ mL logs. The results of the Games-Howell post-test when the groups
were crossed between them, it was possible to observe that when the HS Group
compared with the other groups of interventions there was a significant difference



(p0.05). For the SD and SL groups, no statistically significant difference was observed
between them. The PBS group presented statistical difference for the other groups. A
statistically significant reduction was observed in the HS (p < 0.001), SD (p < 0.001),
SL (p < 0.001), and PBS (p = 0, 643) groups. For Candida tropicalis, the Tukey post-
test result when the groups were crossed with each other, it can be observed that the
values of the HS group and the PBS group have a statistically significant difference
(p0.05), it is also It was possible to observe a significant difference between the PBS
control group and the SD and SL soap groups. When comparing the HS, SD and SL
groups, no significant difference was observed, thus proving that all three are equally
effective in controlling Candida tropicalis. To date, the results of this study show that
liguid soaps could be an alternative for disinfection of partial or total removable
dentures, taking into account their effectiveness in reducing biofilm (in vivo and in vitro
studies) and their non-cytotoxicity (in vitro studies).

Keywords: Biofilms. Stomatitis, denture. Disinfection. Clinical study.
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1 INTRODUCAO

Muitas espécies de Candida s&o encontradas na mucosa oral em relacdo de
comensalismo!. Estes micro-organismos sdo usualmente inofensivos, porém a
alteracao da morfologia de leveduras (blastoporo), presente ha mucosa bucal normal,
para o tipo micelial (pseudohifas) é responsavel pelo desenvolvimento de infec¢bes?.
Além desse fungo, algumas espécies bacterianas associadas a doencas sistémicas
tém sido encontradas em proteses removiveis, como bactérias Gram-positivas
(Staphylococcus spp., Streptococcus spp. e Actinomyces spp.) e Gram-negativas
(Neisseria perfava, Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae?®.

Em geral, as infec¢des por Candida comegcam com a adeséo e colonizacdo de
células de levedura em uma superficie, embebida por uma matriz polimérica €. Sendo
assim, os biofilmes sdo comunidades heterogéneas de micro-organismos presos em
uma matriz extracelular que limita a penetracdo de drogas antimicrobianas e
anticorpos®. A associacdo dos organismos em biofilmes constitui uma forma de
protecdo para seu desenvolvimento, favorecendo relaces simbioticas, e permitindo a
sobrevivéncia em ambientes hostis. Para os fungos, a formacgéao de biofilmes fornece
a comunidade microbiana protecéo e resisténcia as drogas'®. A habilidade de formar
biofiimes esta intimamente associada a capacidade de causar infeccbes e pode ser
considerada um importante fator de viruléncia®’.

A candidose € a infeccdo mais comum da cavidade bucal, e a estomatite
protética € a sua manifestacdo mais prevalente, acometendo 60% dos pacientes
usuarios de préteses'?. Candida albicans é a espécie de Candida mais associada as
infeccdes sistémicas em todo o mundo®. Seu principal fator de viruléncia é a
capacidade de formar biofilmes'4. A formacédo de biofilmes é um fator de viruléncia
crucial, que permite aumentar sua resisténcia de 30-2000 a varios agentes
antifingicos'®>. Os biofilmes de C. albicans sdo muito dificeis de tratar e sé&o
necessarias altas concentracdes de drogas antifungicas para reduzir a sua formacao.

Na maioria dos casos para se obter resultados satisfatérios, sdo necessarias
concentracfes de 5 a 8 vezes maiores que a concentracdo inibitéria minima (CIM)
usada em células planctdnicas!®. Um estudo anterior usando microscopia eletrénica
de varredura, mostrou que uma concentracdo de 11 vezes a da CIM para a
anfotericina B ndo conseguiu interromper o biofilme de C. albicans!®. A patogénese

da estomatite protética esta fortemente associada ao crescimento excessivo de
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Candida spp na superficie interna da protese, consistindo principalmente em C.
albicans, além de outros fatores locais, como proteses e higiene inadequadas. Os
aspectos inerentes ao hospedeiro também estdo fortemente associados a etiologia,
como deficiéncias nutricionais, diabetes mellitus, uso de drogas imunossupressoras e
envelhecimento, uma vez que esses fatores contribuem para uma resposta imune
deficiente e, portanto, para 0 estabelecimento e manutencdo da estomatite
protética’?!’. O sistema imunoldgico do hospedeiro é o principal fator que equilibra a
transicdo do comensalismo para a patogenicidade. Quando as defesas imunoldgicas
sdo comprometidas, ou o equilibrio normal da microflora é interrompido, Candida spp
sdo transformadas em oportunistas que podem invadir os tecidos®®.

A interface entre a protese e a mucosa oferece um nicho ecolégico unico para
a colonizacdo de micro-organismos devido ao ambiente relativamente anaerodbio e
acido. A alta taxa de recorréncia da doenca sublinha a importancia da prevencéo da
contaminacdo e higienizacdo das proteses'?'®. Assim, € necessario um controle
efetivo do biofilme com uma higienizacdo adequada da proétese, pois a aderéncia de
micro-organismos e residuos é favorecida por superficies irregulares e rugosas?°.A
higienizacdo pode ser realizada mecanicamente, quimicamente ou pela combinacao
de ambas?-?2, O procedimento mecanico de remocéao do biofilme nas superficies das
proteses mais utilizado pelos pacientes é a escovacédo com sabdo ou dentifricio?s,

Para a higienizacdo correta das proteses, certo grau de destreza manual é
requerido, o que quase sempre é perdido em pacientes idosos?*. Dessa forma, a
limpeza quimica, como a imersdo das proteses em solucdes desinfetantes, deveria
também ser realizada para aumentar a efetividade da higienizacédo. Estratégias de
desinfeccéo por solu¢cbes quimicas tém sido frequentemente recomendadas devido a
sua efetividade em inibir ou eliminar diferentes micro-organismos?®. Varios sdo os
agentes quimicos de limpeza utilizados para a desinfec¢ao ou reducéo do biofilme das
proteses, como hipoclorito de sédio, digluconato de clorexidina e éalcool?>?t, O
hipoclorito de sodio pode ser util para a desinfeccao das proteses, uma vez que inativa
o biofilme bacteriano e inibe a formacéo de céalculo?®-?’. J4 o gluconato de clorexidina,
além de inativar o biofilme, reduz a capacidade de adesdo dos micro-organismos,
sendo considerado efetivo na desinfeccéo de proteses?®2°. Porém, estudos mostram
algumas desvantagens em relacéo a utilizacdo desses agentes desinfetantes.

O glutaraldeido, apesar de possuir agéo bactericida, ndo deve ser utilizado para

a imersdo de proteses, uma vez que pode ficar impregnado nas porosidades das
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resinas, resultando em efeito irritante aos tecidos bucais?!. O hipoclorito de s6dio em
concentracbes maiores que 1% pode causar efeitos citotoxicos moderados aos
tecidos bucais, além de promover branqueamento das bases acrilicas e corrosdo dos
componentes metdlicos das préteses303l, Outras desvantagens associadas a
desinfeccédo por agentes quimicos sao reducao da resisténcia a flexdo ap6s a imersao
em alcool, baixa efetividade antimicrobiana dos iodéforos e manchamento das bases
das préteses pelo uso de solugGes a base de clorexidina3?-23, Além disso, um estudo
recente demonstrou que algumas solucbes desinfetantes podem aumentar a
toxicidade da resina de base apés longos periodos de imers&o®*. Embora existam
varios agentes quimicos disponiveis no mercado, nenhum deles possui propriedades
ideais.

Em funcdo das desvantagens descritas na literatura do uso de agentes
guimicos na desinfeccdo de proteses removiveis parciais ou totais, novos produtos
deveriam ser avaliados. Atualmente, os sabonetes antissépticos tém sido muito
utilizados com o objetivo de eliminar os micro-organismos de varias superficies. A
eficacia como agente antimicrobiano tem sido constantemente comprovada. Os
sabonetes antissépticos sdo capazes de remover de 65% a 85% dos micro-
organismos existentes na pele humana3>-3,

Os sabdes sao sais de sodio de acidos carboxilicos de cadeia longa, e esta
estrutura molecular quando em contato com liquidos, dissolve-se interagindo com
suas moléculas. A forma liquida vem sendo amplamente utilizada, e sua producéo
pode ser classificada entre sintéticos e naturais, com suas vantagens e
desvantagens®. Os sabonetes liquidos desinfetantes vém sendo utilizados
amplamente em funcdo das suas caracteristicas antimicrobianas, porém estudos
sobre suas possiveis aplicacdes sdo muito escassos. Um estudo relatou o uso dos
sabonetes desinfetantes para desinfeccdo de sondas de ultrassom, que € um
dispositivo que tem a constante formacdo de biofilmes®. Assim, o uso de sabonetes
desinfetantes poderia ser considerado uma maneira facil e de baixo custo para
desinfeccédo de proteses removiveis parciais ou totais.

Em estudo prévio®, foram avaliadas as propriedades de uma resina acrilica de
base apés imersdo em sabonetes liquidos desinfetantes (Dettol, Lifebuoy, Protex) em
diferentes periodos de tempo. Para todos os tipos sabonetes foram encontradas
concentragdes inibitérias minimas para Candida albicans em altas diluicbes, o que

demonstra a eficacia dos mesmos para esse propoésito. Além disso, as solu¢des foram
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eficazes quando a capacidade de reduzir o biofilme da superficie dos corpos de prova
de resina acrilica foi avaliada, tendo as marcas comerciais Dettol e Lifebuoy eliminado
totalmente o biofilme formado. Outro resultado positivo desses estudos foi a
classificacdo dos trés sabonetes testados como nado citotoxicos, além de néo
promover alteracdo na rugosidade das amostras. Apenas o sabonete Lifebuoy
diminuiu significativamente os valores de dureza e produziu maior efeito na alteracao
de cor das resinas acrilicas, mas de acordo com a relevancia clinica, para todos os
grupos, as alteracdes encontradas foram classificadas como imperceptiveis ou leves.

Tendo em vista os resultados favoraveis obtidos em estudos laboratoriais, este
trabalho propbe um estudo clinico para avaliar a efetividade de sabonetes
desinfetantes na reducdo de micro-organismos presentes em proteses totais. E
importante ressaltar a facilidade do método proposto para a desinfeccdo dessas
proteses, principalmente se levarmos em consideragdo os pacientes idosos com
destreza manual deficiente. Além disso, a imerséo de proteses em sabonetes liquidos
desinfetantes podera ser protocolo em hospitais e clinicas de repouso para o cuidado

das proéteses dos pacientes institucionalizados e hospitalizados.
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7 CONCLUSAO

Com base nas condi¢des experimentais do presente estudo e suas limitagdes
e de acordo com a metodologia empregada, foi possivel concluir que:

1. As solucdes do sabonete Lifebuoy e do sabonete Dettol tiveram resultados
semelhantes e foram eficazes na reducéo do biofilme de Candida albicans e
Candida tropicallis, sendo mais eficazes na redugcdo de UFC no biofiime de
Candida albicans.
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