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RESUMO 

 
 

A Terapia Fotodinâmica (PDT) fundamenta-se na interação da luz com um 

fotossensibilizador capaz de promover a destruição microbiana. No presente 

trabalho avaliou-se in vitro a atividade antimicrobiana da aPDT utilizando dois 

fotossensibilizadores (fenotiazínico e urucum) e diferentes tempos de tratamento do 

biofilme oral, bem como foram identificados microrganismos e avaliou-se a 

resistência e sensibilidade bacteriana a determinados antibióticos. Para isso, foram 

coletadas amostras antimicrobianas de biofilme oral (língua) de pacientes sem e 

com pneumonia internados na UTI, que estavam entubados por um período de no 

mínimo 24 e no máximo 48 horas, utilizando swabs embebidos em solução salina 

(NaCl 0,5%) e posteriormente foram cultivadas em meios agarizados. As amostras 

de paciente sem pneumonia forma aleatorizadas em: grupo não pneumonia controle 

(NP - C): microrganismos sem intervenção; grupo não pneumonia clorexidina (NP -

 CLX): empregou clorexidina a 0,12%; grupo não pneumonia PDT vermelho (NP - 

PDTV): empregou o uso da aPDT utilizando LED 630 nm e fotossensibilizador 

fenotiazínicos; grupo não pneumonia PDT azul (NP - PDTA): empregou o uso da 

aPDT utilizando LED 450 nm e fotossensibilizador urucum ambos utilizando uma 

única aplicação. E grupo pneumonia controle (P - C): microrganismos sem 

intervenção; grupo com pneumonia clorexidina (P - CLX): empregou clorexidina 

0,12%; grupo com pneumonia PDT vermelho (P - PDTV): empregou o uso da PDT 

utilizando LED 630 nm e fotossensibilizador fenotiazínicos; grupo com pneumonia 

PDT azul (P - PDTA): empregou o uso da PDT utilizando LED 450 nm e 

fotossensibilizador urucum. Foram irradiados com os seguintes parâmetros: LED 

vermelho (λ630 ± 10ηm) ou LED azul (λ450 ± 10ηm), ambos na potência 100 mW e 

receberam tratamento por 150, 300 ou 600 segundos. Após 24 horas, foi realizada a 

contagem das unidades formadoras de colônias (UFC) e antibiograma. Os 

resultados demonstraram que os grupos NP – CLX e P – CLX promoveram redução 

total de UFC. Os grupos PDT em biofilme oral sem e com pneumonia demonstraram 

que a redução de UFC foi dependente do tempo de tratamento, sendo melhor nos 

600 segundos de tratamento. Por meio do código genético foram identificados 

microrganismos, Gram-negativos como as Pseudomonas aeruginosa e Gram- 

positivos como a Bhargavaea sp., Desemzia incerta, Kocuria rosea , Micrococcus sp. 



 
 

 

,Micrococcus luteus, Agrococcus carbonis, Microbacterium paraoxydans, 

Corynebacterium sp.,  Dietzia aurantiaca, Enterococcus faecalis e Staphylococcus 

saprophyticus.O antibiograma realizado avaliou o índice de resistência múltipla aos 

antimicrobianos (IRMA) caracterizando multirresistência a todos. Conclusão: Mesmo 

sendo composto por microrganismos multirresistentes, a aPDT apresentou potencial 

para o tratamento do biofilme oral de paciente sem e com pneumonia. 

 
 
 
Palavras-chave: Higiene bucal. Unidade de terapia intensiva. Terapia fotodinâmica. 

                                                 

   

 

 

 

  



 
 

 

ABSTRACT 

 
 
Photodynamic Therapy (PDT) is based on the interaction of light with a 

photosensitizer capable of promoting microbial destruction. In the present work, the 

antimicrobial activity of aPDT was evaluated in vitro using two photosensitizers 

(phenothiazine and annatto) and different times of treatment of oral biofilm, as well as 

microorganisms were identified and bacterial resistance and sensitivity to certain 

antibiotics were evaluated. For this, antimicrobial samples of oral biofilm (tongue) 

were collected from patients without and with pneumonia admitted to the ICU, who 

were intubated for a period of at least 24 and at most 48 hours, using swabs soaked 

in saline solution (NaCl 0.5 %) and later cultivated in agarized media. Samples from 

patients without pneumonia were randomized into: non-pneumonia control group  

(NP - C): microorganisms without intervention; non-pneumonia chlorhexidine group 

(NP - CLX): used 0.12% chlorhexidine; non-pneumonia group red PDT (NP - PDTV): 

used aPDT using 630 nm LED and phenothiazine photosensitizer; non-pneumonia 

blue PDT group (NP - PDTA): used the use of aPDT using 450 nm LED and annatto 

photosensitizer, both using a single application. And control pneumonia group (P - 

C): microorganisms without intervention; group with chlorhexidine pneumonia  (P ¬ 

CLX): used 0.12% chlorhexidine; group with red PDT pneumonia (P - PDTV): used 

the use of PDT using 630 nm LED and phenothiazine photosensitizer; group with 

blue PDT pneumonia (P - PDTA): used the use of PDT using 450 nm LED and 

annatto photosensitizer. They were irradiated with the following parameters: red LED 

(λ630 ± 10ηm) or blue LED (λ450 ± 10ηm), both at 100 mW power and treated for 

150, 300 or 600 seconds. After 24 hours, colony forming units (CFU) and antibiogram 

were counted. The results showed that the NP – CLX and P – CLX groups promoted 

total CFU reduction. The PDT groups in oral biofilm without and with pneumonia 

showed that the CFU reduction was dependent on the treatment time, being better at 

600 seconds of treatment. Through the genetic code, Gram-negative microorganisms 

such as Pseudomonas aeruginosa and Gram-positive microorganisms such as 

Bhargavaea sp., Desemzia incerta, Kocuria rosea, Micrococcus sp. ,Micrococcus 

luteus, Agrococcus carbonis, Microbacterium paraoxydans, Corynebacterium sp., 

Dietzia aurantiaca, Enterococcus faecalis and Staphylococcus saprophyticus.The 

antibiogram performed evaluated the multiple antimicrobial resistance index (IRMA) 



 
 

 

characterizing multiresistance to all. Conclusion: Despite being composed of 

multidrug-resistant microorganisms, aPDT showed potential for the treatment of oral 

biofilm in patients with and without pneumonia. 

 

 

 

Keywords: Oral hygiene. Intensive care unit. Photodynamic therapy. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

DIVULGAÇÃO E TRANSFERÊNCIA DE CONHECIMENTO  

 

Os pacientes das unidades de terapia intensiva (UTIs) necessitam de cuidados 

especializados, em virtude da queda dos mecanismos normais de defesa. A higiene 

bucal é um fator significante e, quando bem aplicada, reduz a microbiota oral e os 

índices de infecção, diminuindo os riscos de que estes patógenos sejam aspirados 

pela orofaringe para o pulmão contribuindo para a instalação da pneumonia 

hospitalar, principalmente nos pacientes submetidos à ventilação mecânica 

pulmonar. A terapia fotodinâmica é uma terapia não invasiva, que não provoca 

resistência dos microrganismos, no entanto um antibiótico poderá apresentar esta 

desvantagem. Este estudo avaliou o emprego desta terapia com diferentes 

fotossensibilizadores (fenotiazínico e urucum) e diferentes tempos de tratamento na 

atividade antimicrobiana contra o biofilme oral comparados com o emprego da 

clorexidina a 0,12%. Os resultados demonstraram que os grupos clorexidina com e 

sem pneumonia promoveram redução total de UFC. Os grupos PDT em biofilme oral 

sem e com pneumonia demonstraram que a redução de UFC foi dependente do 

tempo de tratamento, sendo melhor nos 600 segundos de tratamento. O por meio do 

código genético foram identificados microrganismos, Gram-negativos como as 

Pseudomonas aeruginosa e Gram-positivos como a Bhargavaea sp., Desemzia 

incerta, Kocuria rosea , Micrococcus sp. , Micrococcus luteus , Agrococcus carbonis , 

Microbacterium paraoxydans, Corynebacterium sp.,  Dietzia aurantiaca, 

Enterococcus faecalis e Staphylococcus saprophyticus. Após o antibiograma foi 

identificada a presença de microrganismos do biofilme oral multirresistentes a todos 

os antimicrobianos empregados, contudo, a aPDT apresentou potencial para o 

tratamento do biofilme oral de paciente sem e com pneumonia. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Nas Unidades de Terapia Intensiva (UTIs) os pacientes internados 

necessitam de cuidados de excelência, devido ao quadro clínico caracterizado pela 

redução dos mecanismos normais de defesa, tornando-os mais susceptíveis a 

instalações de infecções bucais e/ ou sistêmicas (LAMBERT et al., 2013; KIYOSHI-

TEO & BLEGEN, 2015).  

             Aproximadamente 70% das infecções hospitalares provêm da microbiota do 

paciente, no entanto, oportuno enfatizar que a microbiota exógena responde pela 

transmissão de microrganismos de outras fontes (SALMON et al., 2015; WHO, 2016; 

WILLE et al.,2018). 

           Uma das principais causas de morbimortalidade em Unidades de Terapia 

Intensiva (UTIs) são as Infecções Relacionadas à Assistência à Saúde (IRAS). 

Frequentemente os patógenos que provocam essas infecções habitam as 

superfícies circunvizinhas do paciente, os equipamentos e dispositivos encontrados 

nos hospitais (DRESCH et al., 2018; RAMPELOTO, 2019) e nos bioaerossóis, 

caracterizados por partículas infecciosas transmitidas pelo ar (WALTER; HALLER; 

QUINTEN, 2018; RIBEIRO et al., 2019; TOLABI; ALIMOHAMMADI; HASSANVAND, 

2019).  

              O surgimento e a frequência das IRAS estão relacionados a fatores 

diversos que podem ser categorizados em três principais: agentes microbianos, 

suscetibilidade do paciente e fatores ambientais. Geralmente as infecções primárias 

de corrente sanguínea em virtude do uso de cateter venoso central, a pneumonia 

associada à ventilação mecânica e a infecção do trato urinário (ITU), surgem entre 

as principais doenças infecciosas na UTI (SIVAGNANASUNDARA et al., 2019; 

DUBBS SB & SOMMERKAMP SK, 2019).  

A Pneumonia Associada à Ventilação Mecânica (PAVM) é a mais importante 

e comum infecção sistêmica que acomete os pacientes críticos ventilados 

mecanicamente nas UTIs, devido ao estado vulnerável destes pacientes 

(ULLDEMOLINS; RESTREPO; RELLO , 2011). 

Estima-se que a PAVM ocorra em 9-27% de todos os pacientes sob 

ventilação mecânica, sendo o maior risco durante os cinco primeiros dias 

(KALANURIA; ZIAI; MIRSKI, 2014). Pacientes sob ventilação mecânica apresentam 

um risco 2-10 vezes maior de morte que pacientes sem ventilação, gerando 

aumento no tempo de hospitalização, em média, de quatro a nove dias. Ainda, as 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ulldemolins%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20022067
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Restrepo%20MI%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20022067
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rello%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20022067
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taxas de mortalidade podem variar de 24% a 76% dos casos, especialmente quando 

a pneumonia está associada à Pseudomonas spp. ou Acinetobacter sp. ambas  

bactérias Gram-negativas com alta resistência a vários antibióticos (TROUILLET, 

2012; GUILLON et al., 2018; SOARES et al., 2020; FONSECA; MENCALHA; PAOLI, 

2021). 

O estabelecimento da PAVM ocorre frequentemente pela aspiração do 

conteúdo presente na boca e faringe (MORAIS et al., 2006). Uma vez que os 

pacientes internados apresentam uma higiene bucal precária, com presença de 

biofilme e isso pode influenciar na virulência dos microrganismos, aumentando, a 

colonização de patógenos que podem ser aspirados pela orofaringe para o pulmão 

contribuindo para a instalação da pneumonia nosocomial (hospitalar) (SECRETARIA 

DE ESTADO DA SAÚDE (SES)- Manual de odontologia hospitalar 2012). Ainda, a 

presença do tubo endotraqueal é um fator de risco importante, pois resulta em uma 

violação dos mecanismos de defesa natural (reflexo da tosse, da glote e da laringe) 

contra a microaspiração ao redor do manguito do tubo. Além disso, os patógenos 

também são constantemente impulsionados para o pulmão pela pressão positiva 

exercida pelo ventilador mecânico (HUNTER, 2012). 

Diante disso, é evidente que a higienização bucal deficitária influência 

diretamente na elevação de pacientes com PAVM e consequentemente nas taxas de 

morbidade e mortalidade (BERRY et al., 2007; EDWARD; FELSTEA; MAHONEY, 

2012). Assim, a higiene bucal em pacientes sob terapia intensiva tem sido 

massivamente estudada e as evidências alertam para a necessidade de se 

implementar um pacote de medidas acerca da higiene oral, com protocolos seguros 

e fármacos que sejam efetivos e eficazes na descolonização da orofaringe 

(BELLISSIMO-RODRIGUES & BELLISSIMO-RODRIGUES, 2012).  

De maneira geral, o cuidado bucal em UTI tem baixa prioridade, uma vez que 

o maior foco e importância neste local são dados para a estabilização da condição 

clínica e a manutenção da vida do paciente (CUTLER & DAVIS, 2005; GRAP, 2009). 

Este fator pode ser minimizado com a implementação de um protocolo padronizado 

de cuidados bucais com o objetivo de aumentar a frequência e a qualidade do 

cuidado bucal fornecido ao paciente (FRANCO et al., 2014).  

No entanto, considerando que a microbiota da cavidade bucal representa uma 

ameaça aos pacientes críticos, algumas estratégias para prevenir e/ou tratar a 

colonização têm sido investigadas, como a profilaxia antibiótica e o uso de 

antissépticos (OLIVEIRA; ZAGALO; CAVACO-SILVA, 2014; LAU et al., 2015). 
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Entretanto, o uso contínuo de antibióticos profiláticos aumenta o risco da indução e 

seleção de microrganismos resistentes e, portanto, não tem sido recomendado 

(LAMBERT et al., 2013; KIYOSHI-TEO & BLEGEN, 2015). Dentre os antissépticos 

utilizados está o gluconato de clorexidina, um agente antimicrobiano com amplo 

espectro de atividade contra Gram-positivos, e com menor eficácia contra Gram-

negativos (HUA et al., 2016). 

Diante do exposto, o desenvolvimento de intervenções terapêuticas 

inovadoras e mais eficientes na prevenção e/ou tratamento PAVM é de extrema 

importância clínica (KOBAYASHI et al.,2017; SOUZA et al., 2017). Nesse contexto, a 

terapia fotodinâmica antimicrobiana (aPDT), tem sido considerada uma intervenção 

terapêutica muito promissora para a prevenção e/ou tratamento de patógenos 

microbianos (HUANG et al., 2012). 

A terapia fotodinâmica antimicrobiana (aPDT) surge como um método 

antimicrobiano com significativa redução microbiana, sendo uma modalidade 

terapêutica que utiliza a irradiação luminosa em um determinado tecido ou 

microrganismo previamente exposto à ação de um corante fotoativado inerte 

(fotofármaco ou fotossensibilizador), o qual deve ser sensível ao comprimento de 

onda da luz utilizada. Posterirormente à interação da luz com uma substância 

fotossensibilizadora ocorre um estresse oxidativo que pode induzir a citotoxidade 

celular, promovendo a morte dos microrganismos por reação com o DNA e 

membrana plasmática com inibição enzimática e mudanças nos componentes 

celulares teciduais (JORI et al., 2006; SPERANDIO, 2009). As células visadas pela 

aPDT são todos os tipos de microrganismos (bactérias, fungos e parasitas), 

incluindo vírus, e provaram ser eficazes contra membros representativos de todos 

eles.  

No campo da dermatologia, a aPDT foi testada com resultados promissores 

em diferentes infecções, como úlceras crônicas, acne, onicomicose e outras micoses 

cutâneas, bem como na leishmaniose. Portanto, apresenta-se como uma possível 

opção de tratamento contra os agentes causadores de infecções de pele e / ou 

mucosas (PEREZ-LAGUNA et al., 2018). Estudos in vitro empregando a aPDT em 

bactérias Cutibacterium acnes apresentaram ações efetivas antimicrobianas a este 

microrganismo (De ANNUNZIO et al.2018; BARROSO et al. 2021). Uma revisão 

sistemática apresentou artigos envolvendo pacientes contaminados por fungos em 

infecções primárias em pele e cabelo e unhas, sendo abordados em ensaios 

clínicos, relatos de casos e resumos de conferências e demonstrou a eficácia da 
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aPDT no tratamento destas oncomicoseses e outras infecções superficiais (SHEN et 

al. 2020). Em um estudo in vitro realizado para identificar os efeitos biológicos e os 

mecanismos de morte celular com o emprego da aPDT e um FS (feoforbídeo, 

produto de degradação da clorifila) no tratamento do protozoário causador da 

leishimaniose amazonenses (MIRANDA et al. 2017) indicou um potencial da aPDT 

para a morte celular.  

            Ainda, um estudo in vitro demonstrou que a aPDT foi capaz de reduzir o 

biofilme de tubo endotraqueal em 99,9%, após uma única aplicação da terapia (BIEL 

et al., 2011; SOARES et al., 2020). Assim, a aPDT tem demonstrado ser um recurso 

promissor no tratamento de patógenos microbianos.  
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2 OBJETIVOS 

 

Avaliar, in vitro, a atividade antimicrobiana da aPDT utilizando dois 

fotossensibilizadores (fenotiazínico e urucum) e diferentes tempos de tratamento. 

 

2.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Identificar os microrganismos por meio da Reação em Cadeia da 
Polimerase (PCR) e Sequenciamento Genético; 

• Avaliar a resistência ou sensibilidade bacteriana a determinados 
antibióticos. 

• Avaliar a eficácia antimicrobiana da aPDT utilizando o 

fotossensibilizador fenotiazínico (azul de metileno + azul de toluidina) 

na microbiota oral; 

• Avaliar a eficácia antimicrobiana da aPDT utilizando o 

fotossensibilizador urucum na microbiota oral; 

• Comparar a ação antimicrobiana entre os fotossensibilizadores 

aplicados na aPDT com a solução de clorexidina a 0,12%; 

• Avaliar se o tempo de tratamento interfere na atividade antimicrobiana; 
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3 REVISÃO DA LITERATURA 

 

3.1 PNEUMONIA 

 

A pneumonia é uma doença respiratória relacionada a processos 

inflamatórios agudos ou crônicos do parênquima pulmonar (região na qual ocorrem 

as trocas gasosas) tendo como patógenos bactérias, vírus, fungos e micoplasmas 

(TOEWS, 1986) ou outros processos que causam no aparelho respiratório a sua 

inflamação ou infecção (MATOSO & CASTRO, 2013). Sendo a de origem bacteriana 

a mais frequente (WELTE; TORRES; NATHWANI, 2012; MATOSO & CASTRO, 

2013). Três a cada 10 pacientes diagnosticados com a doença, tem como principal 

agente causador a bactéria pneumococo (ou Streptococcus pneumoniae) (WELTE; 

TORRES; NATHWANI, 2012; DRIJKONINGEN & ROHDE, 2014).  

       Geralmente a pneumonia é classificada em pneumonia comunitária (adquirida 

na comunidade) ou pneumonia nosocomial (chamada de pneumonia relacionada à 

assistência) definida como pneumonia adquirida no hospital (PAH) sendo tratada na 

própria unidade de internação e a Pneumonia Associada à Ventilação Mecânica 

(PAVM), este tipo de pneumonia pode se desenvolver após 48 horas da intubação 

do paciente, não tendo sido identificada sua presença no momento da internação 

(VARELLIS, 2018). 

         As bactérias são os principais patógenos associados à pneumonia, no entanto 

os padrões patológicos dos microrganismos envolvidos não são muito bem 

esclarecidos. A maior parte dos estudos tem enfoque na evolução clínica e 

tratamento (ROCHA NETO; LEITE; BALDI, 2013).  Frequentemente a fisiopatologia 

da PAVM começa na grande maioria dos casos com a migração por aspiração ou 

inalação de microrganismos patógenos da cavidade oral para o trato respiratório 

inferior (brônquios) (BELLISSIMO-RODRIGUES & BELLISSIMO-RODRIGUES, 

2012; CILLONIZ et al., 2016). Ainda, os pacientes com doença periodontal podem 

sofrer a colonização das vias aéreas superiores por patógenos pulmonares, em 

virtude dos microrganismos presentes no biofilme oral que favorecem esta migração. 

Presentes em altas concentrações na saliva, estes podem ser aspirados para o 

pulmão favorecendo o desenvolvimento das infecções respiratórias (ZUANAZZI et 

al., 2010). 
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A presença de biofilme em pacientes debilitados pode propiciar a 

exacerbação da placa bacteriana, o que promoverá a interação entre 

microrganismos nativos como bactérias periodontais, como a Porphyromonas 

gingivalis com os patógenos respiratórios, como a Pseudomonas aeruginosa 

(RORIZ; BOAVENTURA; DALBELLO, 2014). Autores reforçaram que patógenos 

bucais influenciam diretamente sendo considerados os principais responsáveis pelas 

PAVM (FONSECA et al., 2017). Posteriormente a migração para o pulmão, os 

microrganismos envolvidos colonizam e invadem a região. Considerando o quadro 

de imunodepressão dos pacientes da UTI, até mesmo patógenos de média e baixa 

virulência podem estar envolvidos neste comprometimento. Forma-se exsudato 

inflamatório que rapidamente se acumulam nos bronquíolos e alvéolos, dificultado a 

hematose e levando ao quadro clássico de insuficiência respiratória (MACHADO et 

al., 2017). 

Frequentemente os agentes etiológicos relacionados com as pneumonias 

podem ser diversos, sendo estes vírus, fungos, parasitas, micoplasma (são bactérias 

que causam infecções do trato respiratório e não têm parede celular) e as bactérias, 

que são as de maior prevalência (WELTE; TORRES; NATHWANI, 2012; SILVA, 

2013). As bactérias que geralmente estão relacionados à pneumonia associada a 

ventilação mecânica (PAVM) na UTI são: Pseudomonas aeuroginosa, 

Staphylococcus aureus, Acinetobacter spp., Escherichia coli, Klebisiella spp., 

Enterobacter spp., Proteus mirabilis, Klebisiella pneumoniae, Streptococcus 

hemolyticus e Streptococcus pnemoniae (BARBOSA et al., 2010). 

  A predisposição de contrair patógenos mais virulentos que aqueles 

encontrados na microbiota bucal de pacientes saudáveis ou que se encontram 

hospitalizados em enfermarias, é bem maior em pacientes admitidos na UTIs 

(LAMBERT et al., 2013).  Por ter uma higiene bucal mais deficitária estes pacientes 

apresentam em seus dentes e mucosas a colonização de patógenos respiratórios, o 

que favorece o desenvolvimento de um biofilme patogênico com microbiota que 

pode colonizar os pulmões (ZUANAZZI et al., 2010). 

            Frequentemente o biofilme bucal é colonizado por espécies bacterianas, 

fungos e vírus, estando presente em praticamente todos os nichos da cavidade 

bucal, tendo o dorso da língua e as superfícies dos dentes como principais locais, 

contudo, também pode se formar sobre qualquer superfície que esteja na cavidade 

oral, tubo orotraqueal, sondas orogástricas, próteses e aparelhos ortodônticos. Pode 

ser colonizado por mais de 500 espécies, se destaca por ter alto potencial 
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patogênico local e sistêmico, propicia aos microrganismos multirresistentes adesão e 

proteção, inclusive contra agentes antibacterianos (LOBÃO et al., 2016). 

O biofilme abrange uma comunidade altamente estruturada de células 

microbianas fixado em uma matriz autogerada ou derivada do hospedeiro de 

substâncias poliméricas extracelulares (EPS) fixado a uma superfície com ou sem 

vida (NEMEZIO et al., 2017), que apresenta alguns estágios de desenvolvimento 

(Figura 1).  

 
 

Figura 1 - Ilustração apresentando os cinco estágios de desenvolvimento do 
Biofilme oral 

 Fonte:Monroe D (2007) Looking for Chinks in the Armor of Bacterial Biofilms. PLoS Biol  5(11): e307. 
doi:10.1371/journal.pbio.0050307 (adaptado pelo autor). 

 
 

          A adesão das bactérias ao substrato pode ser permeada pela superfície 

celular, a qual se relaciona também com a adesão entre as células microbianas 

circunvizinhas. Existe similaridade entre a estrutura e composição das paredes 

celulares e membranas citoplasmáticas entre bactérias Gram-negativas e bactérias 

Gram-positivas, entretanto algumas diferenças são significativas (Figura 2). Estas 

bactérias apresentam membrana citoplasmática, composta por uma dupla camada 

fosfolipídica associada a proteínas. Essa membrana separa o interior da célula do 

ambiente externo sendo seletivamente permeável a íons inorgânicos e algumas 

moléculas orgânicas, favorecendo o controle da absorção e excreção de substâncias 

metabólicas. Porém, uma parede celular espessa contendo muitas camadas de 

peptidoglicanos e ácidos teicóicos é característica de bactérias Gram-positivas, 
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enquanto as bactérias Gram-negativas dispõem de parede celular relativamente 

delgada formada por camadas de peptidoglicanos envoltas por uma segunda 

membrana externa contendo lipopolissacarídeos (LPS- endotoxinas consideradas 

substâncias tóxicas) e lipoproteínas (HU et al., 2018).   

 

Figura 2 - Ilustração da parede celular de bactérias Gram-negativas e Gram-
positivas 

 
Fonte: Liu et al (2015). Journal of Clinical and Translational Research. 
 

 

           Considerando a estrutura e como é composta a parede celular bacteriana, 

seu comportamento pode ser diferente segundo um processo químico de coloração 

bacteriológica chamado coloração de Gram. Caso ocorra a coloração da bactéria 

pelo método de Gram, esta será chamada de Gram-positiva; caso a bactéria não se 

deixa corar pela coloração de Gram, é considerada Gram-negativa. A diferença de 

coloração entre as bactérias Gram-negativas e Gram-positivas ocorre em virtude 

de suas paredes celulares terem características distintas (DÓRIA, 2007; CRUZ, 

2008).  

            Com a presença deste biofilme na cavidade oral o odontólogo é o melhor 

profissional para pôr em prática as diretrizes relacionadas à higiene bucal para a 

equipe de enfermagem, já que a odontologia deve estar inserida na terapia 

intensiva, o que diminui ou elimina os focos infecciosos bucais (ANVISA: MANUAL, 

2017). As UTIs geralmente dispõem de poucos cuidados com a assistência à saúde 

bucal dos pacientes admitidos nesta unidade, o que propicia um incremento direto 

entre má saúde bucal e elevados índices de morbidade e mortalidade (BARBOSA et 

al., 2010)  
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A pneumonia associada à ventilação mecânica é uma das infecções que 

permeiam e são constantes nas UTIs e constitui um grande problema hospitalar 

devido a sua elevada incidência, acometendo em média 30% dos pacientes graves 

ou pelo seu sistema imunológico debilitado, com índices de mortalidade que variam 

de 13% a 60%. Esta complicação influencia a recuperação dos pacientes, 

aumentando a morbidade e mortalidade dos doentes, assim como o tempo de 

permanência no leito e as despesas hospitalares (BARBOSA et al., 2010; FRANCO 

et al., 2014).  

              Nestes pacientes graves e instáveis, muitas vezes considerados de alta 

complexidade geralmente há dificuldade em realizar a higiene bucal de forma 

mecânica, por meio de escova de dente e dentifrício. Entretanto, são utilizados 

protocolos de higiene bucal com a clorexidina a 0,12 %, alternativa empregada para 

diminuir os índices de infecção e prevenção das PAVM.  Esta prática integra os 

protocolos de higiene bucal preconizados e implementados na maioria das unidades 

de terapia intensiva sendo que o emprego da clorexidina a 0,12%  é considerada o 

padrão ouro, obrigatório e definido por legislação federal (ANVISA: MANUAL, 2017; 

NOGUEIRA & JESUS, 2017; ANVISA: INFECÇÕES, 2017; RIBEIRO; LIMA; BRITO, 

2018).  

              Apesar de a clorexidina a 0,12% ser empregada nas práticas de 

enfermagem e odontologia para o controle do biofilme bucal, este produto deverá ter 

seu uso limitado em virtude de seus efeitos colaterais após 15 dias de uso, como o 

manchamento dos dentes e restaurações, alteração do paladar e sensação de 

queimação em tecidos moles e lesões descamativas nas bochechas (AUTIO-GOLD, 

2008). 

Prevenção e o controle da pneumonia associada à ventilação mecânica 

(PAVM) é condição fundamental na maioria das UTIs. Dentre as medidas de 

prevenção que frequentemente integram o protocolo de prevenção das PAVM, estão 

a elevação da cabeceira da cama, cuidados bucais com clorexidina (padrão ouro), e 

testes de respiração espontânea. Ensaios clínicos randomizados citaram que o 

emprego da clorexidina a 0,12% para a higienização bucal foi associado a pequenas 

taxas de desenvolvimento de PAVM, entretanto as taxas de mortalidade 

identificadas foram potencialmente mais elevadas (KLOMPAS et al., 2014; 

KLOMPAS, 2017). 

A mortalidade associada a este protocolo padrão (emprego da clorexidina a 

0,12%) foi pesquisada por análise de regressão logística em uma população 
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hospitalar geral, evidenciando que estes cuidados bucais estão significativamente 

relacionados a uma elevação na mortalidade. Autores reforçaram que com esta 

conclusão é fundamental mais investigações da prática de cuidados bucais com 

clorexidina a 0,12% em pacientes para os quais falta um benefício baseado em 

evidências (DESCHEPPER et al., 2018). 

Estudos de metanálises evidenciaram que o emprego da clorexidina a 0,12%  

pode elevar a mortalidade em pacientes não submetidos à cirurgia cardíaca e que 

este procedimento não diminui as taxas de PAVM.  Estes mecanismos que induzem 

o aumento da mortalidade não são bem definidos. Acredita-se que isto possa ocorrer 

em virtude da mínima aspiração da clorexidina a 0,12% por alguns pacientes e que 

devido a esta ocorrência haja o desenvolvimento da síndrome do desconforto 

respiratório agudo (SDRA) (KLOMPAS, 2017; DALE et al., 2019). 

A ausência de evidências claras frente ao benefício do emprego da 

clorexidina a 0,12% na higiene oral e sinais de possíveis danos, além da 

controvérsia na literatura sugerem que são necessárias mais pesquisas para 

investigar este método de prevenção da PAVM bem como definir outros protocolos 

que promovam menos eventos adversos (KLOMPAS, 2017). 

 

3.2 TERAPIA FOTODINÂMICA 

 

É fundamental que o odontólogo procure alternativas para atuação e 

aplicação de procedimentos mais efetivos, assim sendo a utilização de novas 

tecnologias permitirá que suas intervenções sejam mais eficientes trazendo 

benefícios aos seus pacientes. A aplicação do efeito antimicrobiano com introdução 

da terapia fotodinâmica (do inglês, Antimicrobial Photodynamic Therapy- aPDT) 

como principal ferramenta no processo de higienização bucal de pacientes 

debilitados na UTI demonstra a capacidade dos profissionais em se adequarem a 

frequente evolução que envolve a odontologia, uma ciência que vem progredindo ao 

longo dos anos, exigindo dos cirurgiões-dentistas uma postura receptiva frente as 

novas alternativas de tratamentos (VARELLIS, 2018).  

  Quando uma fonte de luz é associada a um agente fotossesibilizador (FS) 

para a morte bacteriana, está sendo empregada a terapia fotodinâmica 

antimicrobiana (GARCEZ et al., 2015) (Figura 3). A irradiação realizada com fontes 

de luz em diferentes comprimentos de onda tem sido utilizada na aPDT em virtude 

de esta ter penetração eficaz nas células (HUANG et al., 2012). Relatos presentes 
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na literatura demonstraram que a destruição ou inativação microbiana pode ocorrer 

com a interação entre os lasers ou leds e os fotossensibilizadores (FSs) que 

absorvem estes comprimentos de onda, como o azul de metileno, azul de toluidina e 

verde de malaquita (ROLIM et al., 2012; REINIERS et al., 2014; MELO et al.,2015;).  

 

Figura 3 - Esquema do mecanismo de ação da Terapia fotodinâmica 

 Fonte: De Paoli, (2005) (adaptado). 

 

Os FSs pertencentes ao grupo dos fenotiazínicos, tais como azul de toluidina 

(TB) e azul de metileno (AM) têm sido avaliados quanto à erradicação de 

microrganismos. São conhecidos como FSs de primeira geração sendo inicialmente 

investigados para PDT de cânceres. Esses FSs são comumente empregados na 

aPDT devido à sua alta afinidade de ligação a bactérias Gram-positivas e Gram-

negativas (VILELA et al., 2012). 

Tanto AM e TB tem boa penetração tecidual, custo reduzido e baixa 

toxicidade resultando em uma tolerância tecidual aceitável. Frequentemente estes 

FSs são empregados em associação à radiação de luz visível, uma vez que 

possuem características que propiciam ampla aplicabilidade na aPDT, incluindo o 

espectro de excitação desses compostos que permite ação em tecidos mais 

profundos (BUCK, 2009). Com relação a aPDT, foi demonstrado que os corantes 

fenotiazínicos tem como alvo o DNA citoplasmático (USACHEVA; TEICHERT; BIEL, 

2003).  
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Estes FSs AM e TB são comumente empregados tanto no controle de 

infecção local quanto na terapia fotodinâmica oncológica, sendo que nestas 

situações a aplicação tópica diretamente sobre os tecidos e a pele foi indicada 

(NUNEZ; RIBEIRO; GARCEZ, 2019).   

Estudos publicados salientaram que fenotiazínicos como AM e TB são 

eficazes em bactérias planctônicas (bactérias livres e dispersas). Além disso, alguns 

estudos também testaram a eficácia do fenotiazínico contra estruturas de biofilme 

(bactérias em comunidade) (FONTANA et al., 2009; GHORBANI et al., 2018; LI et. 

al, 2021). 

Um fator primordial em relação ao FS é a sua concentração. O mercado 

odontológico utiliza estes com a finalidade antimicrobiana, e os comercializa em 

duas concentrações de AM 0,005% (50 µg/mL) e 0,01% (100 µg/mL). Geralmente a 

primeira concentração é indicada em casos onde não haja exsudato, sangue, fluido 

gengival, saliva ou qualquer outro tipo de diluente ou conteúdo proteico, como 

canais radiculares e superfície dental (após o preparo protético ou cavitário). Já na 

presença destas substâncias, opta-se pelo AM a 0,01%, em uma maior 

concentração (EDUARDO et al., 2015). 

Por apresentar alta absorção de luz na região espectral de 598 nm a 660 nm, 

o corante AM, é muito empregado na aPDT pela sua maior penetração por meio de 

tecidos biológicos, além de possuir custo reduzido e fácil manuseio e aplicabilidade 

(CARVALHO, 2002). O emprego do AM como fotossensibilizador usado na aPDT 

justifica-se por ele proporcionar efeito antimicrobiano eficaz e por necessitar de um 

menor tempo de irradiação para ser ativado (WILSON, 2004).  

Os corantes fenotiazínicos, como AM e TB foram os fármacos FSs mais 

frequentemente empregados e estudados na literatura para o tratamento de 

infecções bucais comumente usados na aPDT (LONGO & AZEVEDO, 2010; 

GHORBANI et al., 2018). Diversos estudos clínicos relataram a aplicação da aPDT 

mediada por FSs no tratamento de periodontite e na descontaminação endodôntica 

(GARCEZ et al., 2015; FILIPINI et al., 2019; JAVALI et al.,2019; FIGUREDO-

JÚNIOR et al., 2021; LI et al, 2021). Estudos in vitro com suspensões bacterianas 

derivadas de amostras de dentina infectadas foram realizados utilizando estes FSs 

como o AM. Os principais achados salientaram que ambas as concentrações 

testadas, 25 e 50 μg/mL (0,0025% e 0,005%) foram efetivas na geração de efeito 

bactericida fotodinâmico contra as culturas bacterianas testadas. Empregou-se o 

laser vermelho com comprimento de ondas de 660 nm na potencia de 40 mW , 
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sendo que dentre as 3 diferentes  densidades de energia testadas (6,8;  20,55  e 

61,65 J/cm² ) a maior densidade empregada proporcionou os melhores efeitos 

bactericidas quando combinada com as soluções fotossensibilizadoras de AM 

(LONGO & AZEVEDO, 2010). 

O efeito bactericida antimicrobiano da aPDT sobre cepas de Staphylococcus 

aureus foi avaliado usando diferentes concentrações (100, 50, 25, 12,5 e 

6,25 μg/mL) de composto fenotiazínicos em solução 1:1 de TB e AM combinado com 

luz LED (λ632 ± 2 nm) usando densidades de energia variadas (12; 9.6; 7.2; 4.8 e 

2.4 J/cm2). Foi estabelecida a metade da máxima concentração inibitória (IC50) para 

medir a efetividade da solução na inibição do crescimento bacteriano. IC50 

representa a concentração requerida para 50 % de inibição in vitro. O IC50 

encontrado foi de 19,10 μg/mL. Quando a aPDT foi utilizada, houve inibição 

significativa acima de 70 % sendo detectada para todas as concentrações da 

fotossensibilização (p <0,0001), exceto 6,25 μg/mL. Conclui-se que, uma aplicação 

única de aPDT, usando densidade de energia de 12 J/cm2 associada a 12,5 μg/mL 

(81,52%) ou 25 μg/mL (91,57%) proporcionou maior inibição in vitro de S. aureus 

(OLIVEIRA et al., 2017). 

Fungos oportunistas como a Candida albicans produzem infecções 

superficiais e sistêmicas, especialmente em indivíduos com queda de imunidade, 

sendo que a capacidade destes fungos em gerar biofilmes é um processo 

imprescindível para sua colonização e virulência. Os efeitos da Apdt foram avaliados  

utilizando o corante TB como FS em diferentes concentrações (0.01; 0.02; 0.05 e 

0.10 μg/mL) empregando a irradiação com LED (Light Emitting Diode-Diodo Emissor 

de Luz), vermelho com potência de 0,073 W , comprimento de onda de 630 nm, 

sendo avaliados frente a viabilidade de biofilmes produzido por C. albicans em 

diferentes estágios de desenvolvimento. Comprovou-se que aPDT é efetiva na 

terapia antifúngica inclusive contra infecções relacionada a biofilmes em diversas 

fases de desenvolvimento (PINTO et al. 2018). 

A higiene bucal em pacientes com má-oclusões que utilizam aparelhos 

ortodônticos pode ser prejudicada e tornar estes pacientes propensos a desenvolver 

doenças periodontais e cárie.  O acúmulo de biofilme em virtude da dificuldade de 

higiene bucal causada por esses dispositivos ortodônticos afeta a saúde periodontal. 

Foi empregada a terapia fotodinâmica antimicrobiana (aPDT) como auxiliar no 

controle antimicrobiano destes pacientes, sendo utilizado a PDT com um composto 

de fenotiazina (AM + TB, 1:1,12,5 μg) como agente fotossensibilizador associado 
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com irradiação LED vermelho (λ640 ± 5 ηm, 110 mW, 294 s, 30 J/cm2). Esta terapia 

associada ao uso de compostos fenotiazínicos e LED vermelho foi capaz de diminuir 

o número de unidades formadoras de colônias nos pacientes (SOARES et al., 2019). 

    Bixa orellana L., popularmente conhecida como "urucum", é uma planta 

nativa do Brasil. As sementes são usadas para produzir um corante amplamente 

utilizado nas indústrias de alimentos, têxteis, tintas e cosméticos (VILAR et al., 

2014). O urucum é um produto empregado na medicina tradicional, sendo que suas 

folhas são utilizadas para higiene bucal, antiemético, e como gargarejo para dores 

de garganta; já as sementes usadas como purgativas, antipruriginosas e para 

tumores bucais (PAMPLONA-ROGER, 1998).  

Os extratos etanólicos das folhas e sementes de Bixa orellana L. tiveram sua 

atividade antimicrobiana avaliada e demostraram atividade contra todas as bactérias 

Gram-positivas e Gram-negativas e a levedura C. albicans. A atividade parece ser 

mais pronunciada no extrato de folhas. Os resultados forneceram suporte científico 

para o uso de B. orellana L. em remédios, especialmente como gargarejo para dores 

de garganta e higiene bucal (FLEISCHER et al., 2003).  

Esse corante natural, o urucum, é um dos poucos que são aceitos pela 

Organização Mundial da Saúde (OMS), devido ao fato de não ser tóxico (VILAR et 

al., 2014). O uso de corantes vermelho / amarelado, como a curcumina e o urucum 

estão sendo pesquisadas para aplicação na aPDT. Devido às suas características 

positivas, principalmente a falta de atividade mutagênica e citotóxica (GONÇALVES 

et al., 2018), aliada aos resultados promissores relatados por estudos de laboratório 

quanto ao seu efeito antimicrobiano (CUONG & CHIN, 2016) o extrato de Bixa 

orellana L. poderia ser considerado como um agente fotossensibilizador. Desta 

forma, ambos os fotossensibilizadores não apresentam riscos aos pacientes 

(OLIVEIRA et al., 2017; SILVA JR et al., 2019). 

                Um estudo clínico randomizado se propôs a verificar se a aPDT associada 

ao extrato de Bixa orellana L. (corante) e diodos emissores de luz (LEDs) azuis seria 

eficaz na diminuição da halitose. A Bixa orellana L. é um FS natural, inovador e 

avermelhado, que teve sua aplicabilidade como FS por 2 minutos na pré-irradiação 

associado ao LED azul no comprimento de onda 395-480 nm por 20 segundos 9,6 J 

por ponto em um total de 6 pontos.  O estudo reforçou que a halitose é um tema que 

ainda merece muitos estudos, porém sugere que a aplicação diária da aPDT com 

LED azul e Bixa orellana L. resultou na mesma tendência de redução da halitose 

que a relatada na literatura, contudo a terapia com LED azul pode favorecer um 
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protocolo de tratamento mais acessível, pois a maioria dos dentistas já tem essa 

fonte de luz presente nos aparelhos fotopolimerizadores (GONÇALVES et al., 2018). 

Um produto clinicamente testado eficaz na remoção de cáries dentárias foi 

associado ao urucum (Bixa Orellana L.) com a finalidade de melhorar sua ação 

antimicrobiana. Foi realizado o tratamento combinado de Papacarie Duo™ com 

urucum (Papa Urucum™) com a intenção de criar ferramenta efetiva para o 

tratamento de cárie dentária. O extrato do urucum foi obtido do pericarpo das 

sementes que contém um pigmento primário solúvel em água (cis-bixina) com 

quantidades pequenas de outros carotenóides. Diferentes concentrações de 

Urucum, associadas ou não a Papacarie Duo ™, foram avaliadas em um trabalho in 

vitro. Este produto demonstrou sua aplicabilidade como um método químico-

mecânico para remoção a cárie dentinária, bem como sendo um produto potencial 

para o emprego na aPDT.  A aplicação do Papa Urucum ™ não apresentou 

citotoxicidade, e apresentou um espectro de absorção UV pico em torno de 460 ± 20 

nm, o que é compatível com a luz azul na ativação para uso da PDT (SILVA JR et 

al., 2019).   

A terapia fotodinâmica antibacteriana é uma abordagem promissora no 

tratamento de infecções bacterianas resistentes aos antibióticos. A utilização da 

aPDT para efeitos antimicrobianos necessita de algumas variáveis, como a luz com 

comprimento de onda próprio que ative o fotossensibilizador que na presença de 

oxigênio, irá propiciar a formação de radicais livres e do oxigênio singleto (espécies 

reativas do oxigênio), que promoverão a destruição tecidual de maneira rápida após 

penetração nas células dos microrganismos, sem propiciar resistência bacteriana e 

danos teciduais (LIU et al., 2015) (Figura 4).   
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Figura 4 - A reação de fotossensibilização seguida de dois mecanismos (tipo I e tipo 

II) 

 

Fonte: Liu et al (2015). Journal of Clinical and Translational Research (adaptado). 

 

A maior parte dos microrganismos bucais, excetuando-se alguns gram-

positivos como Actinomyces odontolyticus e Porphyromonas gingivalis (realizam a 

síntese de porfirinas endógenas) não absorvem a luz dos lasers de baixa 

intensidade. Assim sendo é necessário o emprego de um produto de absorção 

óptica atóxico que ao se unir a parede celular bacteriana promova a atração da luz 

laser para si (TROUILLET, 2012).  

O processo tem como base a presença de matéria orgânica e sua foto-

oxidação. Toda essa terapia é um processo fotodinâmico em que a excitação 

eletrônica do agente fotossensibilizador irá gerar os mecanismos de ataque 

fotoquímico a biomoléculas divididas em duas classes: o tipo I (mecanismo de 

transferência de elétrons- ou mecanismo radicalar) e o tipo II (mecanismo de 

transferência de energia) (VATANSEVER et al., 2013).  

 A reação de fotossensibilização decorre da excitação eletrônica do corante 

pela luz, seguida de dois mecanismos (tipo I e tipo II), sendo que esta tem início com 

a geração de espécies de tripletos, que geralmente tem uma sobrevida maior e 

apresentando uma reatividade típica de espécies birradicalares.  A reação dos 

tripletos ocorre tanto por transferência de elétrons produzindo radicais livres (tipo I), 

quanto pela transferência de energia que pode gerar outras espécies excitadas (tipo 

II), dentre elas o oxigênio singleto (HUANG et al., 2012; REINIERS et al., 2014). 

Acredita-se que as reações tipo I e tipo II ocorram simultaneamente durante a aPDT 
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e a proporção da ocorrência entre os dois depende do tipo de FS administrado e do 

microambiente no qual a aPDT é aplicada (LIU et al., 2015).  

Na reação tipo I a energia luminosa é transferida da molécula excitada para a 

biomolécula (lipídios, proteínas e ácidos nucleicos) pelo mecanismo radicalar (ou 

seja, transferência de elétrons), resultando na formação de espécies reativas do 

oxigênio, como os radicais livres como superóxidos, altamente tóxicos aos 

microrganismos, propiciando danos diretos às biomoléculas. As espécies tripletos 

são as maiores causadoras destes danos. Contudo no mecanismo tipo II a 

transferência de energia de excitação é feita para o oxigênio molecular com a 

geração do oxigênio singleto, altamente citotóxico por ser muito eletrofílico (HUANG 

et al.,2012; REINIERS et al., 2014). 

A formação de espécies reativas do oxigênio, ou seja, o mecanismo tipo I, 

está presente em 5% da reação. Entretanto, no mecanismo tipo II, se tem 95 % da 

reação, sendo está a mais desejável, em virtude da apoptose que ela proporciona, 

que contrária a necrose, não causa injúrias aos tecidos adjacentes.  Com a morte 

celular programada (apoptose), a célula sofrerá um encolhimento com formação de 

vesículas (corpos apoptóticos) posteriormente fagocitados pelos macrófagos. Não é 

identificado lise celular, bem como não há o extravasamento do conteúdo 

citoplasmático, prevenindo lesão tecidual. Com isso é possível afirmar que a aPDT é 

uma terapia segura e eficaz (KOCHEVAR et al., 2000; QUEIROGA, 2010; SMITH & 

YELLON, 2011; VATANSEVER et al., 2013; NÚÑEZ;  RIBEIRO; GARCEZ, 2019; 

CHAVES LAMARQUE et al., 2020). 

A eliminação de bactérias com uma fonte de luz operando em baixa 

intensidade tem sido demonstrada em diversas pesquisas, imediatamente após 

estes microrganismos terem sido sensibilizados por uma quantidade mínima do 

corante (FSs) (ROOD et al.,1992; AHMED & NIEDERMAN, 2001). O efeito 

fotodestrutivo das espécies reativas do oxigênio em múltiplos alvos intracelulares, 

incluindo a membrana, pode ser considerado a maior vantagem da aPDT em relação 

às abordagens antibióticas convencionais, que geralmente incluem um único alvo 

(ROOD et al., 1992; REINIERS et al., 2014). 

A aPDT, terapia baseada na geração de espécies reativas de oxigênio 

(EROS), é responsável pela morte celular, sendo que o oxigênio singleto é 

considerado o maior potencial gerado, conforme ilustrado em muitos estudos e 

portanto, é predominantemente responsável por foto-danos e reações citotóxicas. 
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Estudos se propuseram a verificar se o oxigênio singleto gerado (reação fotoquímica 

tipo II) é mais potencial que os radicais livres (reação fotoquímica tipo I) contra o 

biofilme de Streptococcus mutans. Os corantes TB e o novo azul de metileno (NMB) 

uma nova formulação de FS, foram empregados. Ficou evidenciado que a eficiência 

da terapia fotodinâmica antimicrobiana de um FS tem uma conexão estreita com a 

geração de oxigênio singleto por irradiação. De acordo com isso, verificou-se que o 

TB propiciou melhores atividades contra o biofilme que o NMB devido à maior 

produção de oxigênio singleto (MISBA; ZAIDI; KHAN, 2018). 

           A aPDT não é invasiva e não causa a resistência dos microrganismos (SILVA 

et al., 2019). Essa modalidade antimicrobiana da PDT atende a diversas condições 

clínicas de forma eficaz e segura, sendo que o efeito fotodinâmico demonstra ter 

seletividade dupla, à luz e localização preferencial dos fármacos nos 

microrganismos. A aPDT é considerada um meio promissor para superar as 

dificuldades no tratamento de infecções causadas por bactérias multirresistentes 

(LIU et al., 2015).É uma ferramenta terapêutica que vem sendo estudada no 

combate da infecção bacteriana intimamente ligada ao biofilme, e permite um meio 

de dano seletivo às células alvo, poupando células vizinhas (MISBA; ZAIDI; KHAN, 

2017).  

              Autores reforçaram uma característica importante e positiva da aPDT 

promovida por este tratamento que é a seletividade e segurança. Pesquisas in vivo 

com camundongos induzidos à candidíase oral experimental e tratados com a PDT 

demonstraram a redução significativa na viabilidade de C. albicans, sem gerar 

efeitos adversos ou queimaduras nos tecidos circunvizinhos dos animais (DOVIGO 

et al., 2011; CARMELLO et al., 2015). O emprego da aPDT por meio da irradiação 

luminosa de lasers ou LEDs associada a corantes fotossensibilizantes possibilita que 

a estrutura alvo seja atingida causando a morte não tóxica de microrganismos 

(PRAZMO et al., 2016). 

             Um estudo  investigou a aPDT, utilizando o AM como FS estimulado por 

laser com comprimento de onda de 665 nm, para erradicar bactérias que causam 

infecção nas próteses articulares. Os autores relatam que a técnica do emprego  da 

aPDT teve efeito bactericida significativo, tendo efeito localizado atingindo  a área 

que requer tratamento promovendo poucos efeitos colaterais sistêmicos. A terapia 

teve uma ação  rápida sem induzir a resistência bacteriana,  atingindo efetivamente 

o microrganismo  sobre o tecido circundante e ainda é uma terapia relativamente 

com baixo custo (BRIGGS et al., 2018). 
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                  Em um estudo in vitro comparou-se a atividade antimicrobiana da aPDT 

sobre o biofilme de Streptococcus mutans com um grupo experimental controle 

utilizando o digluconato de clorexidina a 0,12 %, que é o protocolo considerado 

padrão ouro em UTI. Os autores demonstraram que não houve diferença estatística 

entre os grupos na viabilidade bacteriana. Assim, os resultados demonstraram que a 

terapia aPDT, assim como a clorexidina a 0,12%, pode ser uma abordagem 

empregada no controle do biofilme dental. No entanto, a aPDT apresenta a 

vantagem de não apresentar efeitos colaterais como a clorexidina (DE SOUZA, 

2015). 

Apesar desta efetividade da aPDT como agente antimicrobiano, são escassos 

os estudos que compararam o efeito do digluconato de clorexidina 0,12 %, padrão 

ouro utilizado em procedimentos clínicos com a atividade antimicrobiana da aPDT. 

Portanto mais estudos comparando diferentes métodos antimicrobianos com a aPDT 

são necessários (DE SOUZA, 2015). 

 

 

4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO  

 

Trata-se de um estudo experimental in vitro que empregou coletas de 

amostras de biofilme oral de pacientes internados e entubados em UTI, a fim de 

avaliar a atividade antimicrobiana da aPDT. 

 

4.2 ASPECTOS ÉTICOS 

O protocolo de estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 

Universidade Brasil. O estudo seguiu as determinações do Conselho Nacional de 

Saúde (Resoluções CNS nº. 466/12 e suas complementares). Aprovação CAAE: 

28700619.0.0000.5494. 

Os responsáveis pelos pacientes da UTI foram orientados pelo pesquisador 

sobre os objetivos e procedimentos aos quais eles foram submetidos, além da 

liberdade de poderem desistir de participarem da pesquisa a qualquer momento sem 

penalização ou prejuízo algum. Eles permitiram de livre e espontânea vontade a 
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realização da coleta de amostras do biofilme oral dos pacientes internados e 

intubados, e assinaram o Termo de Consentimento Livre Esclarecido (TCLE). 

 

4.3 AMOSTRA 

Foi realizada a coleta do biofilme oral individual dos pacientes envolvidos a 

partir da autorização do TCLE. Foram colhidas amostras de 3 pacientes 

independente do gênero com o tempo de intubação entre 24 e 48 horas, sendo que 

dois não apresentavam pneumonia e um neste período de intubação desenvolveu a 

PAVM. Todos os pacientes tinham características semelhantes como: eram 

dentados, com pelo menos 2 dentes inferiores na boca; idades entre 18 e 60 anos; 

nível de consciência rebaixada, impossibilitados de autocuidados e sem 

comprometimento de abertura de boca.  

Após a intubação, os pacientes recebiam a higienização oral (com digluconato 

de clorexidina a 0,12% a cada 8 horas), sendo que a coleta das amostras foi 

realizada imediatamente antes da próxima higienização com clorexidina a 0,12%. 

 

4.4 COLETA MICROBIOLÓGICA 

 

A coleta da amostra foi realizada por meio da técnica “swab test”. 

Resumidamente, foi utilizado um swab embebido em solução salina (NaCl 0,5%), 

friccionado no dorso da língua no sentido póstero-anterior, em seguida a amostra 

coletada foi identificada e transportada em caixa isotérmica a 4oC imersa em meio 

Stuart (meio de transporte) para posterior cultivo em meios agarizados Baird Parker 

no laboratório de microbiologia da Universidade Brasil. 

 

4.5 SEMEADURA DOS MICRORGANISMOS 

 

O material coletado no swab foi transferido paras tubos de ensaio contendo 

4 mL caldo de cultura TSB - caldo de soja tripticaseina (Merck Darmstadt, Hessen, 

Alemanha), e estes procedimentos eram realizados em câmara de fluxo laminar 

(Veco, Piracicaba, São Paulo, Brasil). Posteriormente a solução foi homogeneizada 

pelo dispositivo de vórtice por 15 segundos (vortex AD 56 Phoenix, Araraquara, São 

Paulo, Brasil) e sucessivas diluições decimais (10-1, 10-2 e 10-3) foram realizadas 
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com PBS - Solução salina tamponada com fosfato (Merck, Darmstadt, Alemanha). 

Com ajuda de uma pipeta eletrônica, foram colocados 100 microlitros dessa solução 

em cada placa de Petri com TSA ágar, (em câmara de fluxo laminar) em culturas 

únicas para cada diluição e semeadas por meio de uma alça de Drigalski. 

 As placas de Petri foram identificadas para cada paciente da UTI como 

Amostra 1 e 2 sem pneumonia; Amostra 3 com pneumonia. Essas placas foram 

colocadas em uma incubadora (com 5 % de CO2 à 37°C) por 24 horas. A 

metodologia de coloração de Gram foi empregada para selecionar bactérias Gram-

positivas e Gram-negativas. 

  

4.6 TÉCNICA DE COLORAÇÃO GRAM  

  

A técnica de coloração Gram foi utilizada para caracterizar as bactérias 

identificadas.  Foram realizadas lâminas de todas as replicações dos grupos 

experimentais e avaliadas uma a uma na microscopia óptica. Colônias típicas de 

microrganismos foram submetidas à coloração de Gram e observadas em 

microscópio de luz. Assim, seria possível caracterizar as bactérias presentes no 

biofilme nas espécies Gram + e Gram -. 

Amostras de todos os pacientes foram coradas pela técnica de Gram a fim de 

diferenciar microrganismos gram-negativos e gram-positivos em todas elas. 

Após este período foi realizada a contagem e a avaliação das características 

das colônias como, por exemplo, forma, tamanho e cor. Para a caracterização das 

espécies bacterianas Gram-negativas foi utilizado o sistema Api 20E e para a 

caracterização das espécies bacterianas Gram-positivas foram realizados os testes 

de: catalase, coagulase, DNAase, oxidase e hemólise.  

  

4.7  IDENTIFICAÇÃO DOS MICRORGANISMOS   
  
    4.7.1 EXTRAÇÃO DE DNA 
 
         Aproximadamente 20 mg de “pellet bacteriano” foram depositados no fundo de 

tubos de 1,5 ml estéreis, e congelados logo em seguida até que se iniciasse a etapa 

de extração de DNA. A extração de DNA foi realizada com o kit AxyPrep Bacterial 

Genomic DNA Miniprep Kit® (Axygen), seguindo as instruções do fabricante, com 

uma modificação, onde as amostras foram incubadas com RNAse A, por 3 horas, na 

fase inicial de lise celular. Ao final do processo de extração, o DNA foi eluído pela 
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adição de 50 μL água ultrapura aquecida a 65ºC, e finalmente a solução contendo o 

DNA foi armazenada a -20ºC até sua utilização na PCR (SEBASTIÃO, 2015).  

 

     4.7.2 PCR E SEQUENCIAMENTO DO DNA 
 

         O DNA obtido na etapa de extração foi utilizado como “template” na PCR 

(Reação em Cadeia da Polimerase) com iniciadores específicos (primers) para o 

gene da subunidade 16S do RNA ribossomal (16S RNAr) conforme Sebastião 

(2015). Em seguida, o produto da PCR foi encaminhado para o Centro de Recursos 

Biológicos e Biologia Genômica – CREBIO (UNESP de Jaboticabal-SP) para a 

realização do sequenciamento sendo amplificado com a enzima AmpliTaq 

polimerase e BigDye Terminator (Applied Biosystems). Finalmente, a sequência 

obtida no sequenciamento foi comparada com o banco de dados do National Center 

of Biotechology Information (NCBI-GenBank) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) 

através da ferramenta BLASTn (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Admitiu-se 

concordância de no mínimo 95% para confirmação da especificidade da sequência.  

O sequenciamento do DNA do gene 16S rRNA bacteriano teve a finalidade de 

demonstrar a presença de material genético de microrganismos classificando-os em 

diferentes gêneros. 

Estas informações estavam presentes no Relatório de Sequenciamento enviado pela 

Empresa Prevet® (laboratório de diagnóstico e sanidade agrícola), responsável pela 

realização do PCR e Sequenciamento do DNA. 

 
4.8 ANTIBIOGRAMA 

          As placas foram replicadas, e foi realizado o antibiograma em um sistema de 

15 discos de todas as amostras. Considerando a sensibilidade das bactérias a 

antimicrobianos, o método empregado para tal fim foi o de Kirby Bauer (difusão em 

placas). 

 

   4.8.1 DESCRIÇÃO DO ANTIBIOGRAMA 

          As placas de petri contendo as amostras dos microrganismos foram 

replicadas, e após 24 horas do crescimento bacteriano foi realizado o antibiograma.  

Todo o método foi realizado em câmara de fluxo laminar, sendo que um swab estéril 

era passado suavemente 3 vezes sobre a placa replicada para coletar amostra do 

microrganismos e posteriormente este swab foi inserido em tubo de ensaio contendo 

100 ml de solução salina estéril (NaCl 0,8%), agitado manualmente por 1 minuto, 
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para a formação do inóculo bacteriano. Após a avaliação da turbidez do caldo do 

inóculo, era dispensado na placa de ágar com a pipeta eletrônica 100 μL do inóculo 

bacteriano. Em seguida, com um swab o inócuo era espalhado sobre a superfície do 

meio de cultura estéril contido na placa de 14 cm. Esta placa era girada, duas ou 

mais vezes, ao mesmo tempo em que se fazia o referido esfregaço. Após era feita a 

deposição dos discos de antimicrobianos sobre a superfície da placa com auxílio de 

uma pinça estéril, e feito leve pressão sobre eles para uma boa aderência ao meio, 

decorridos 30 minutos as placas eram invertidas e colocadas na incubadora a 35 ± 

2°C. As placas eram incubadas por 24 horas antes dos resultados serem 

determinados. A presença ou ausência dos halos de inibição do crescimento 

bacteriano ao redor de cada disco eram analisados. 

 

Os microrganismos identificados como bactéria Gram- Positiva foram analisados 

quanto ao perfil de sensibilidade aos antimicrobianos: Cefalotina 30μg 

(CFL), Clindamicina 2μg (CLI), Eritromicina 15μg (ERI), Oxacilina 1μg (OXA), 

Penicilina G 10UI (PEN), Vancomicina 30μg (VAN), Amicacina (AMI-30ug), 

Ampicilina (10μg (AMP), Ceftazidima 30μg (CAZ), Ciprofloxacino 5μg (CIP), 

Cotrimoxazol 25μg (SUT), Cloranfenicol 30μg (CLO), Gentamicina 10μg (GEN), 

Tetraciclina 30μg (TET), Tobramicina 10μg (TOB). 

 

Para as bactérias Gram- Negativa foi analisado o perfil de sensibilidade aos 

antimicrobianos: Cefepime 30μg (CPM),   Cefoxitina 30μg (CFO), Cefotaxima 30μg 

(CTX), Ceftriaxona 30μg (CRO), Amoxacilina+Ac Clavulanico (20/10μg (AMC), 

Aztreonam 30μg (ATM), Amicacina (AMI-30ug), Ampicilina (10μg (AMP),, 

Ceftazidima 30μg (CAZ), Ciprofloxacino 5μg (CIP), Cotrimoxazol 25μg 

(SUT),  Cloranfenicol 30μg (CLO), Gentamicina 10μg (GEN), Tetraciclina 30μg 

(TET), Tobramicina 10μg (TOB). 

 

Os resultados foram interpretados de acordo com os parâmetros estabelecidos pela 

pelo CLSI - Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI, 2015; CLSI, 2019). O 

índice de resistência múltipla aos antimicrobianos (IRMA) foi definido seguindo a 

metodologia descrita por Krumperman ,1983. O IRMA foi calculado pela razão entre 

o número de antibióticos aos quais o isolado se mostrou resistente (sem a formação 

de halo de crescimento ou com presença de contaminação no halo) e o número de 
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antibióticos ao qual o isolado foi exposto. IRMA igual ou superior a 0,2 caracterizou 

multirresistência.  

 

4.9 CONDIÇÕES DE CULTURA E FORMAÇÃO DO BIOFILME 

 

            Após a identificação dos microrganismos (MO), estes foram cultivados 

isoladamente meio TSB (Merck Darmstadt, Hessen, Alemanha) a 37 oC por 24 

horas, quando eram realizados os experimentos, segundo protocolo adaptado de 

Barroso et al. (2020). 

           Todas as amostras após crescimento em meio líquido eram replicadas, 

cultivadas nos meios de cultura apropriados e armazenadas nas mesmas condições 

de temperatura (sob refrigeração, 8oC).  

 Foi realizado um pool bacteriano para cada amostra coletada, sendo 

composto por 100 microlitros (μL) de suspensão bacteriana de cada MO 

homogeneizadas em tubos de ensaio contendo solução salina estéril (NaCl 0,8%) 

obtendo-se uma suspensão de 10-5 (escala Mac Farland) de microrganismos viáveis.  

Para a realização dos experimentos, em cada microtubo (eppendorf) eram 

depositados 500 μL do pool bacteriano. 

 

4.10 GRUPOS EXPERIMENTAIS 

As amostras coletadas foram aleatorizadas de acordo com a Tabela 1: 

  

Tabela 1 - Distribuição dos grupos experimentais 

        

                      GRUPO SEM PNEUMONIA (NP) 

        

                             GRUPO PNEUMONIA (P) 

 

 

 GRUPO SEM PNEUMONIA CONTROLE (NP-C)   

- amostras sem intervenção   

 

         GRUPO PNEUMONIA CONTROLE (P-C)    

          - amostras sem intervenção                                                                                                                                                  

 

 GRUPO SEM PNEUMONIA CLOREXIDINA (NP-

CLX)  

-amostras tratadas com clorexidina 0,12%                            

 

        GRUPO PNEUMONIA CLOREXIDINA (P-CLX) 

        - amostras tratadas com clorexidina 0,12%                                                                

 

GRUPO SEM PNEUMONIA PDT VERMELHO (NP-

PDTV)  

-amostras FS fenotiazínicos e irradiadas LED 

 

       GRUPO PNEUMONIA PDT VERMELHO (P-PDTV)  

        -amostras FS fenotiazínicos e irradiadas  

        LED   vermelho                                                                                                               



44 
 

 

vermelho      

 

GRUPO SEM PNEUMONIA PDT AZUL (NP- PDTA)   

-amostras FS urucum e irradiadas LED Azul   

 

      GRUPO PNEUMONIA PDT AZUL (P-PDTA) 

       - amostras FS urucum e irradiadas LED Azul 

Fonte: Autoria própria. 

 

GRUPO SEM PNEUMONIA CONTROLE (NP - C): Amostras não receberam 

nenhuma intervenção. 

GRUPO SEM PNEUMONIA CLOREXIDINA (NP - CLX): Amostras tratadas 

com Clorexidina a 0,12% (padrão ouro UTI); 

             GRUPO SEM PNEUMONIA PDT VERMELHO (NP - PDTV):              

Amostras que receberam a aplicação do fotossensibilizador fenotiazínico (Azul de 

metileno + Azul de toluidina) e a irradiação com LED vermelho. 

            GRUPO SEM PNEUMONIA PDT AZUL (NP - PDTA): Amostras que 

receberam a aplicação do fotossensibilizador (Urucum) e a irradiação com LED azul. 

 

GRUPO PNEUMONIA CONTROLE (P - C): Amostras que não receberam 

nenhuma intervenção; 

GRUPO PNEUMONIA CLOREXIDINA (P - CLX): Amostras tratadas com 

Clorexidina a 0,12% (padrão ouro UTI); 

             GRUPO PNEUMONIA PDT VERMELHO (P - PDTV): Amostras que 

receberam a aplicação do fotossensibilizador fenotiazínico (Azul de metileno + Azul 

de toluidina) e a irradiação com LED vermelho. 

            GRUPO PNEUMONIA PDT AZUL (P - PDTA): Amostras que receberam a 

aplicação do fotossensibilizador (Urucum) e a irradiação com LED azul. 

 

Todos os grupos foram subdivididos em 3 tempos de tratamento, 150, 300 ou 

600 segundos. 

 

4.11  TERAPIA FOTODINÂMICA ANTIMICROBIANA 

 

        Para o composto fenotizíanico, foi empregada uma preparação do azul de 

metileno + azul de toluidina na proporção de 1:1, na concentração de 100 µg/mL 

(0,01%) de cada corante. Cada corante foi manipulado e pronto para o uso (Fórmula 

e Ação, São Paulo, SP, Brasil), sendo utilizados 50 μL para cada ensaio que 

empregou o FS, segundo protocolo adaptado de Soares et al. (2019).   
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        O extrato de urucum (extrato do Bixa orellana L.), foi utilizado em uma 

preparação oleosa do produto manipulado na concentração de 20 %, sendo 3 mL da 

H2O e 1,88 gramas de óleo de urucum (Fórmula e Ação, São Paulo, SP, Brasil), 

segundo protocolo de Gonçalves et al. (2018).  Houve necessidade realizar uma 

preparação do urucum devido a sua oleosidade com 2 mL do corante urucum 

dissolvidos em 50 μL de TWEEN 80 – solubilizante de acordo com o protocolo 

adaptado de Oliveira et al., 2007. Essa preparação foi utilizada 50 μL em cada 

ensaio que empregou o FS. 

          Então as amostras permaneceram incubadas em contato com os FSs, em 

câmara de fluxo laminar e envoltas em folhas de papel alumínio para evitar qualquer 

exposição a luz, período de pré-incubação, por 15 minutos.  

Para a estimulação do FS foi utilizada uma fonte de luz não ionizante, o diodo 

emissor de luz (LED) comercial (MMOptics®, São Carlos, Brasil), modo de operação 

contínuo, comprimento de onda 630 nm ± 10 ηm e 450 nm ± 10ηm, ambos na 

potência de 100 mW. A aplicação ocorreu com a ponteira aplicadora em contato com 

o microtubo (eppendorf) e foram utilizados em 3 diferentes tempos 150, 300 ou 600 

segundos, correspondendo a 15 J, 30 J e 60 J, segundo protocolo adaptado de 

Soares et al. (2019). Os parâmetros empregados na aPDT estão descritos na Tabela 

2. 

 

Tabela 2 - Parâmetros da Terapia fotodinâmica antimicrobiana 

aPDT Parâmetros LED VERMELHO LED AZUL 

 Comprimento de onda (nm) 630 nm ± 10 ηm   450 nm ± 10ηm, 

Energia (J) 15 , 30  e 60  15 , 30  e 60 

Potência (mW) 100  100 

Tempo de irradiação (s) 150, 300 ou 600  150, 300 ou 600  

Número de aplicações  1 sessão 1 sessão 

FS azul de metileno + azul de 

toluidina 1:1, concentração de 

100µg/mL              

urucum 20%, sendo 3 mL 

da H2O e 1,88 gramas de 

óleo               

Tempo de pré-irradiação (s) 900 900 

FS: fotosenssibilizador. Fonte: Autoria própria. 

 

A caneta aplicadora era higienizada com álcool 70% para evitar a 

contaminação do aplicador com a amostra. Todas as aplicações da aPDT foram 

feitas pelo mesmo pesquisador.  
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No final de cada tempo de tratamento os ensaios eram submetidos a diluições 

seriadas (10-1, 10-2 e 10-3), eram realizados 2 experimentos em duplicatas de 100 μL 

distribuídas em placas de Petri contendo meio ágar TSA. A suspensão bacteriana 

era distribuída uniformemente com a ajuda de alça de Drigalski estéril e as placas 

eram incubadas a 37 ºC por 24 horas.  

 

4.12 CONTAGEM DE UNIDADE FORMADORAS DE COLÔNIAS 

 

Após esse período, era realizada a contagem direta das colônias em todas as 

placas, utilizando contador de colônias manual CP608 (Phoenix®) para avaliar a 

atividade antimicrobiana da aPDT sobre as linhagens bacterianas. Todos os 

procedimentos foram realizados em duplicatas. Os resultados foram expressos em 

unidades formadoras de colônias (UFC). Após a contagem final de UFC bacterianas, 

os resultados e foram submetidos às análises estatísticas. 

 

4.13 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

           Para a realização da análise estatística, utilizou o programa estatístico 

GraphPad Prism® (versão 5.0, Instat Software Inc., La Jolla, CA, EUA). Foi realizado 

o teste de proporção para verificar a presença de diferenças significativas na 

comparação dos percentuais de resistência e sensibilidade dos microrganismos no 

antibiograma. Os dados de unidade formadora de colônia (UFC) foram avaliados e 

analisados por meio da análise de variância one-way (ANOVA), seguido de teste de 

Tukey (dados paramétricos) ou Dunn (dados não paramétricos), com significância   

p< 0,05. 

 

5 RESULTADOS 

 

5.1 TÉCNICA DE COLORAÇÃO GRAM  

 

Primeiramente foi realizada a semeadura das amostras de biofilme oral 

coletadas para identificação da quantidade de microrganismos isolados em cada 

amostra. Em duas amostras, coletadas de pacientes sem pneumonia (NP), foram 

identificadas 9 espécies de microrganismos, sendo 3 na amostra (NP-1) e 6 na 
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amostra (NP-2) de microrganismos do biofilme oral. Para a amostra do paciente com 

pneumonia (P-1) foram identificadas 6 espécies de microrganismos (Figura 5). 

         Neste estudo foram identificados 15 microrganismos, sendo 13,3 % de 

bactérias Gram-negativas e 86,6 % de bactérias Gram-positivas (Tabela 3). 

 

Tabela 3 - Classificação dos microrganismos em Gram-positivos e Gram-negativos 

       Amostra Microrganismos 

GRAM- POSITIVO 

Microrganismos 

GRAM- NEGATIVO 

 N % N % 

NP – 1 02 13,33 01 6,66 

NP – 2 05 33,33 01 6,66 

P – 1 06 40 00 0 

TOTAL 13 86,6 % 2 13,3 % 

N= número; % = porcentagem; NP = sem pneumonia; P = pneumonia. Fonte: Autoria própria. 

 

 
5.2 IDENTIFICAÇÃO DOS MICRORGANISMOS   
 

              Nas amostras do biofilme oral sem pneumonia (NP-1 e NP-2) foi identificado 

os microrganismos Gram-negativo, Pseudomonas aeruginosa. Microrganismos 

Gram-positivos como a Bhargavaea sp. e Desemzia incerta foram encontradas na 

NP-1 e Kocuria rosea, Micrococcus sp., Micrococcus luteus, Agrococcus carbonis, 

Microbacterium paraoxydans foram detectados na amostra NP-2. Já na amostra com 

pneumonia (P-1) não foram identificadas bactérias Gram-negativas, sendo composta 

por bactérias Gram-positivas como Corynebacterium sp., Dietzia aurantiaca, 

Bhargavaea sp., Enterococcus faecalis, Staphylococcus saprophyticus. A bactéria 

Gram-positiva Bhargavaea sp. estava presente nas amostras NP-2 e P-1.  
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Figura 5 - Cultura de microrganismos isolados 

 
Legenda: NP-1 = microrganismos obtidos do paciente 1 não pneumonia; NP-2 = microrganismos 

obtidos do paciente 2 não pneumonia; P = microrganismos obtidos do paciente com pneumonia. 

Fonte: Autoria própria. 
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5.3 ANTIBIOGRAMA 

 

             A tabela 4 representa os resultados do antibiograma dos microrganismos 

Gram-negativos que foram isolados dos biofilmes. As bactérias Pseudomonas 

aeruginosa isoladas dos biofilmes NP-1 e NP-2 demonstraram resistência a 12 e 13 

antibióticos, respectivamente. 

 

 

Tabela 4 - Antibiograma das amostras dos microrganismos Gram-negativo, isolados 

nos biofilmes (NP-1 e NP-2) 

 

Antibióticos 

Microrganismos 

Pseudomonas aeruginosa 
(NP-1) 

Pseudomonas aeruginosa     
(NP-2) 

AMI-30  amicaína Resistente Resistente 

AMC-30  Amoxicilina 

+ Ac. Clavulânico  

Resistente Sensível 

AMP-10 ampicilina Resistente Sensível 

CAZ-30 ceftazidime Resistente Resistente 

CRO -30 cefitriaxona Resistente Resistente 

CFO-30 cefoxitina Resistente Resistente 

CIP-5 ciprofloxacina Sensível Resistente 

CPM-30 cefepima Resistente Resistente 

CLO-30 cloranfenicol Resistente Resistente 

CTX-30 cefotaxima Resistente Resistente 

GEN-10 gentamicina Resistente Resistente 

ATM-30 aztreonam Sensível Resistente 

SUT-25 Cotrimoxazol Resistente Resistente 

TET -30tetraciclina Resistente Resistente 

TOB-10 Tobramicina  Sensível Resistente 

NP = sem pneumonia.  Fonte: Autoria própria. 

 

 

 

 

 

 

 

 



50 
 

 

               A tabela 5 representa os resultados do antibiograma dos microrganismos 

Gram-positivos que foram isolados dos biofilmes NP-1 e NP-2. As bactérias 

Bhargavaea sp. e Desemzia incerta isoladas dos biofilmes NP-1 demonstraram 

resistência a 12 e 03 antibióticos respectivamente. Quanto a resistência, os 

microrganismos dos biofilmes NP-2 demonstraram resistência a 03 antibióticos como 

a Kocuria rosea, já o Micrococcus sp. a 13 antimicrobianos, Micrococcus luteus 

apresentaram resistência a 06 antibióticos, o Agrococcus carbonis e Microbacterium 

paraoxydans a 09 e 13 antibióticos respectivamente. 
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Tabela 5 - Antibiograma das amostras dos microrganismos Gram-positivo, isolados dos biofilmes (NP-1e NP-2) 

  
 
 
Antibióticos 

                                                                              Microrganismos 
Bhargavaea 

sp. 
(NP-1) 

  

Desemzia 
incerta  
(NP-1) 

Kocuria 
rosea  
(NP-2) 

Micrococcus 
sp. 

       (NP-2) 

Micrococcus 
luteus 
(NP-2) 

 

Agrococcus 
carbonis 
(NP-2) 

Microbacterium 
paraoxydans 

(NP-2) 

AMI – 30 

amicaína 

Sensível Sensível Sensível  Resistente Sensível  Sensível  Sensível  

AMP-10  

ampicilina 

Sensível Sensível Sensível  Resistente  Sensível  Resistente  Sensível  

CAZ-30 

ceftazidime 

Resistente Sensível Resistente  Resistente Resistente Sensível  Resistente  

CFL-30 

cefaloxina 

Resistente Sensível Sensível   Sensível  Sensível  Resistente  Resistente  

CIP- 5 

ciprofloxaci

na 

Sensível Sensível Resistente   Resistente Sensível  Sensível  Resistente 

CLI- 2 

clindamicina 

Resistente Sensível Sensível   Resistente Resistente  Resistente  Resistente 

CLO-30 

cloranfenico

l 

Resistente Resistent

e 

 Sensível  Resistente Resistente  Sensível  Resistente 

ERI-15 

eritromicina 

Resistente Sensível Sensível  Resistente Sensível  Resistente  Resistente 

GEN-10 

gentamicina 

Resistente Sensível Sensível   Resistente Sensível  Sensível  Resistente 

OXA-1 

oxacilina 

Resistente Resistent

e 

Resistente   Resistente Resistente  Resistente  Resistente 



52 
 

 

PEN-10  

penicilina 

Resistente Sensível Sensível   Sensível  Sensível  Resistente  Resistente 

SUT-25  

Cotrimoxazo

l 

Resistente Resistent

e 

Sensível   Resistente Resistente  Sensível  Resistente 

TET-30  

tetraciclina 

Resistente Sensível Sensível   Resistente Resistente  Resistente  Resistente 

TOB-10 

Tobramicina

  

Resistente Sensível  Sensível  Resistente Sensível  Resistente Resistente 

VAN-30 

vancomicina 

Resistente Sensível  Sensível  Resistente Sensível  Resistente  Resistente 

NP = sem pneumonia; P = pneumonia.  Fonte: autoria própria. 
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 A Tabela 6 representa os resultados do antibiograma dos microrganismos 

Gram-positivos que foram isolados do biofilme com pneumonia (P-1) e 

demonstraram resistência a 15 antibióticos como a Corynebacterium sp., 05 

antibióticos como a Dietzia aurantiaca,  a Bhargavaea sp. demonstrou resistência a 

13 antibióticos, o Enterococcus faecalis a 08 e 13 antibióticos respectivamente e o  

Staphylococcus saprophyticus a 12 antibióticos.  
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Tabela 6 - Antibiograma das amostras dos microrganismos Gram-positivo, isolados no biofilme oral pneumonia (P-1)  

                                                        

 
 
Antibióticos 

                                                                Microrganismos  

Corynebacterium  
sp.  

(P-1) 
  

Dietzia aurantiaca 
(P-1) 

 

Bhargavaea sp. 
(P-1) 

    

Enterococcus 
faecalis  

(P-1) 
 

Staphylococcus 
saprophyticus 

(P-1) 
 

Enterococcus 
faecalis  

(P-1) 
 

AMI – 30 

amicaína 

Resistente   Sensível   Sensível   Sensível Sensível Resistente  

AMP-10  

ampicilina 

Resistente  Sensível   Resistente Resistente Resistente  Sensível 

CAZ-30 

ceftazidime 

 Resistente Resistente  Resistente Resistente  Resistente  Resistente  

CFL-30 

cefaloxina 

 Resistente Sensível   Resistente Resistente  Resistente  Resistente 

CIP- 5 

ciprofloxa-

cina 

 Resistente Sensível   Resistente Sensível Sensível Resistente 

CLI- 2 

clindamicina 

 Resistente Sensível   Resistente Resistente  Resistente  Resistente  

CLO-30 

cloranfenicol 

Resistente  Resistente  Resistente Sensível Resistente  Resistente  

ERI-15 

eritromicina 

Resistente  Resistente  Resistente Sensível Resistente  Resistente 

GEN-10 

gentamicina 

Resistente  Sensível   Sensível   Sensível Sensível Resistente  

OXA-1 

oxacilina 

Resistente  Resistente  Resistente Resistente  Resistente  Resistente  
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PEN-10  

penicilina 

Resistente   Sensível   Resistente Resistente  Resistente  Sensível 

SUT-25  

Cotrimoxazol 

Resistente  Resistente   Resistente Sensível Resistente  Resistente 

TET-30  

tetraciclina 

 Resistente Sensível   Resistente Sensível Resistente  Resistente  

TOB-10 

Tobramicina  

Resistente  Sensível   Resistente Resistente  Resistente  Resistente  

VAN-30 

vancomicina 

Resistente  Sensível   Resistente Resistente Resistente  Resistente  

P = pneumonia Fonte: Autoria própria. 
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Para verificar a multirresistência dos microrganismos foi realizado o cálculo 

do índice de resistência múltipla aos antimicrobianos (IRMA), sendo que para os 

resultados iguais ou superiores a 0,2 estes foram caracterizados com 

multirresistência.  

 

A tabela 7 demonstra o cálculo do IRMA dos microrganismos Gram-negativos, 

isolados dos biofilmes (NP-1e NP-2), com valores superiores a 0,2 caracterizando  

multirresistência. 

 

Tabela 7 - Cálculo do índice de resistência múltipla aos antimicrobianos dos 

microrganismos Gram-negativos, isolados dos biofilmes (NP-1e NP-2) 

 

IRMA 

Microrganismos 

Pseudomonas aeruginosa 
(NP-1) 

Pseudomonas aeruginosa     
(NP-2) 

  nºR /nº Antib. 12/15 =  0,8 13/15 =  0,86 

Resultado Multi-resist. Multi-resist. 

NP = sem pneumonia; IRMA: cálculo do índice de resistência múltipla aos antimicrobianos; 

 Fonte: Autoria própria. 

 

A tabela 8 demonstra o cálculo do IRMA dos microrganismos Gram-positivos, 

isolados dos biofilmes (NP-1e NP-2), com valores iguais ou superiores a 0,2 

caracterizando multirresistência. 
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Tabela 8 - Cálculo do índice de resistência múltipla aos antimicrobianos dos microrganismos Gram-positivo, isolados dos biofilmes (NP-

1e NP-2) 

                                               

 
 
     IRMA 

                                                                              Microrganismos 
Bhargavaea 

sp. 
(NP-1) 

  

Desemzia 
incerta  
(NP-1) 

Kocuria 
rosea  
(NP-2) 

Micrococcus 
sp. 

       (NP-2) 

Micrococcus 
luteus 
(NP-2) 

 

Agrococcus 
carbonis 
(NP-2) 

Microbacterium 
paraoxydans 

(NP-2) 

   nºR /nº Antib. 12/15=   

0,8 

03/15= 

0,2 

03/15= 

0,2 

13/15= 

0,86 

06/15= 

0,4 

09/15= 

0,6 

13/15= 

0,86 

Resultado Multi-resist. Multi-

resist. 

Multi-res. Multi-res. Multi-res. Multi-res. Multi-res. 

NP = sem pneumonia. IRMA: cálculo do índice de resistência múltipla aos antimicrobianos.Fonte: Autoria própria. 

 
 
 

A tabela 9 demonstra o cálculo do IRMA dos microrganismos Gram-positivos, isolados do biofilme (P-1), com valores superiores a 

0,2 caracterizando multirresistência. 

 

Tabela 9 - Cálculo do índice de resistência múltipla aos antimicrobianos dos microrganismos Gram-positivo, isolados do biofilme (P-1) 

 
 
IRMA 

                                                                Microrganismos  

Corynebacterium  
sp.  

(P-1) 
  

Dietzia 
aurantiaca 

(P-1) 
 

Bhargavaea 
sp. 

(P-1) 
    

Enterococcus 
faecalis  

(P-1) 
 

Staphylococcus 
saprophyticus 

(P-1) 
 

Enterococcus 
faecalis  

(P-1) 
 

 nºR /nº 

Antib. 

15/15= 

1 

05/15= 

0,33 

13/15= 

0,86 

08/15= 

0,53 

12/15= 

0,8 

13/15= 

0,86 

Resultado Multi-resist. Multi-resist. Multi-resist. Multi-resist. Multi-resist. Multi-resist. 

P = pneumonia. IRMA: cálculo do índice de resistência múltipla aos antimicrobianos.  Fonte: Autoria própria.
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A tabela 10 representa os achados referentes a proporção dos 

microrganismos Gram-positivos resistentes ou sensíveis aos diferentes tipos de 

antibióticos. A análise estatística mostrou que a Oxacilina (OXA) é estatisticamente 

ineficaz contra as bactérias Gram-positivas, porém a Amicaína (AMI) apresentou 

eficácia antimicrobiana significativa em relação aos microrganismos Gram-positivos. 

Para os demais antibióticos avaliados, os percentuais de resistência e sensibilidade 

não diferiram de forma significativa. 

 

Tabela 10 – Proporção dos microrganismos Gram-positivos resistentes ou sensíveis 

aos diferentes tipos de antibióticos (NP 1 e NP-2) 

               Amostra NP (1+2) 

  Resistente (N) Sensível (N) p-valor 

AMI – 30 amicaína 1 6 0.0001 

AMP-10  ampicilina 2 5 0.076 

CAZ-30 ceftazidime 4 3 0.589 

CFL-30 cefaloxina 3 4 0.589 

CIP- 5 
ciprofloxacina 

3 4 0.589 

CLI- 2 clindamicina 5 2 0.076 

CLO-30 
cloranfenicol 

4 3 0.589 

ERI-15 eritromicina 4 3 0.589 

GEN-10 
gentamicina 

3 4 0.589 

OXA-1 oxacilina 7 0 < 0,001 

PEN-10  penicilina 3 4 0.589 

SUT-25  Cotrimoxazol 5 2 0.076 

TET-30  tetraciclina 5 2 0.076 

TOB-10 Tobramicina  4 3 0.589 

VAN-30 
vancomicina 

4 3 0.589 

N= número de microrganismos. Fonte: Autoria própria. 

 

A tabela 11 representa os achados referentes a proporção dos 

microrganismos Gram-positivos resistentes ou sensíveis aos diferentes tipos de 

antibióticos. Na amostra pneumonia (P-1), foi observado que os antibióticos 

estatisticamente ineficaz são CAZ-30 ceftazidime, CFL-30 cefaloxina, CLI- 2 

clindamicina, CLO-30 cloranfenicol, ERI-15 eritromicina, Oxacilina (OXA), 

Cotrimosazol (SUT), TOB-10 Tobramicina  e VAN-30 vancomicina contra as 
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bactérias Gram-positivas no biofilme P-1.  Para os demais antibióticos avaliados, os 

percentuais de resistência e sensibilidade não diferiram de forma significativa. 

 

Tabela 11- Proporção dos microrganismos Gram-positivos resistentes ou sensíveis 

aos diferentes tipos de antibióticos (P- 1) 

                 Amostra P 

  Resistente (N) Sensível (N) p-valor 

AMI – 30 amicaína 2 4 0.221 

AMP-10  ampicilina 4 2 0.221 

CAZ-30 
ceftazidime 

6 0 <0,001 

CFL-30 cefaloxina 5 1 0.002 

CIP- 5 
ciprofloxacina 

3 3 1.000 

CLI- 2 clindamicina 5 1 0.002 

CLO-30 
cloranfenicol 

5 1 0.002 

ERI-15 eritromicina 5 1 0.002 

GEN-10 
gentamicina 

2 4 0.221 

OXA-1 oxacilina 6 0 <0,001 

PEN-10  penicilina 4 2 0.221 

SUT-25  Cotrimoxazol 5 1 0.002 

TET-30  
tetraciclina 

4 2 0.221 

TOB-10 Tobramicina  5 1 0.002 

VAN-30 
vancomicina 

5 1 0.002 

N= número de microrganismos. Fonte: Autoria própria. 

 

A tabela 12 apresenta os resultados da resistência ou a sensibilidade aos 

diferentes tipos de antibióticos considerando a classificação das bactérias em Gram- 

Negativo, foi observado que os antibióticos AMI-30 amicaína, CAZ-ceftazidime, 

CRO-30 cefitriaxona , CFO-30 cefoxitina, COM-30 cefepima , CLO-30 cloranfenicol , 

CTX-30 cefotaxima , GEN-10 gentamicina, SUT-25 cotrimoxazol e TET-30 

tetraciclina  não apresentaram eficácia antimicrobiana estatisticamente significativa. 
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Tabela 12- Proporção dos microrganismos Gram-negativos resistentes ou sensíveis 

aos diferentes tipos de antibióticos (NP- 1 e NP-2) 

GRAM-NEGATIVOS Amostra NP (1+2) 

  Resistente (N) Sensível (N) p valor 

AMI-30 amicaína 2 0 <0,001 

AMC-30 
Amoxicilima+ Ac. 
Clavulânico 

1 1 1.000 

AMP-10ampicilina 1 1 1.000 

CAZ-ceftazidime 2 0 <0,001 

CRO-30 cefitriaxona 2 0 <0,001 

CFO-30 cefoxitina 2 0 <0,001 

CIP-5 ciprofloxacina 1 1 1.000 

COM-30 cefepima 2 0 <0,001 

CLO-30 cloranfenicol 2 0 <0,001 

CTX-30 cefotaxima 2 0 <0,001 

GEN-10 gentamicina 2 0 <0,001 

ATM-30 aztreonam 1 1 1.000 

SUT-25 cotrimoxazol 2 0 <0,001 

TET-30 tetraciclina 2 0 <0,001 

TOB-10 tobramicina 1 1 1.000 

N= número de microrganismos. Fonte: Autoria própria. 

          

 

 

5.4 CONTAGEM DE UNIDADE FORMADORAS DE COLÔNIAS 

 

Os resultados de contagem de unidade formadoras de colônia para o biofilme 

oral sem pneumonia demonstraram que após 150 minutos de tratamento, as 

bactérias que receberam a aplicação de clorexidina (NP – CLX), tratamento 

realizado como controle positivo, reduziu as UFC em 43,46 %. Neste mesmo período 

de tratamento, quando foi realizado a aplicação da aPDT foi demonstrado a redução 

de 1,95 e 12,04 % quando utilizado LED vermelho associado com corante 

fenotiazínico (NP – PDTV) e LED azul associado com corante urucum (NP – PDTA), 

respectivamente (Figura 6A). 

Após 300 segundos de tratamento, as bactérias do grupo NP – CLX 

apresentação redução total de UFC, enquanto o grupo NP – PDTV mostrou 10,95 % 

e o grupo NP – PDTA 9,66 % de redução de UFC (Figura 6B). No último período de 

tratamento, 600 segundos, pode ser observado que o grupo NP – CLX continuou 

com redução total de UFC e os grupos tratados com PDT (NP – PDTV e NP – 
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PDTA) aumentaram a porcentagem de redução de UFC para 35,69 e 24,31 %, 

respectivamente (Figura 6C). 

 

 

Figura 6 - Redução do biofilme oral sem pneumonia 

 

 

A) biofilme oral recebeu 150 segundos de tratamento; B) biofilme oral recebeu 300 segundos de 
tratamento; C) biofilme oral recebeu 600 segundos de tratamento. Diferença estatística @ vs NP – C; 
NP – PDTV; NP – PDTA; # vs NP – C; $ vs NP – C; NP - PDTA; & vs NP – C. NP – C = sem 
pneumonia não receberam nenhum tratamento; NP – CLX = sem pneumonia recebeu tratamento com 
clorexidina 0,12 %; NP – PDTV: sem pneumonia recebeu tratamento PDT vermelho; NP – PDTA: sem 
pneumonia recebeu tratamento PDT azul. Fonte: Autoria própria. 

 

 

  A figura 7 mostra os resultados para a contagem de colônia do biofilme oral 

com pneumonia. Pode ser observado que o grupo P – CLX promoveu redução total 

de UFC nos períodos tratados. Os grupos que receberam tratamento com aPDT 

demonstram um aumento progressivo na redução de UFC. O grupo P – PDTV 

apresentou 26,89%, 33,37% e 52,78% de redução após 150, 300 e 600 segundos 

de tratamento, respectivamente. Já o grupo P – PDTA demonstrou taxas de redução 

de 7,69%, 10,40% e 19,60% após 150, 300 e 600 segundos de tratamento, 

respectivamente. 
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Figura 7 - Redução do biofilme oral com pneumonia 

 

A) biofilme oral recebeu 150 segundos de tratamento; B) biofilme oral recebeu 300 segundos de 

tratamento; C) biofilme oral recebeu 600 segundos de tratamento. Diferença estatística @ vs P – C; P 

– PDTV; P – PDTA; # vs P – C; $ vs P – C; P - PDTA; & vs P – C. P – C = com pneumonia não 

receberam nenhum tratamento; P – CLX = com pneumonia recebeu tratamento com clorexidina 0,12 

%; P – PDTV: com pneumonia recebeu tratamento PDT vermelho; P – PDTA: com pneumonia 

recebeu tratamento PDT azul. Fonte: Autoria própria. 

 

 A tabela 13 apresenta os dados da UFC na comparação intragrupos, foi 

observado que nos grupos controle e PDTA do biofilme oral não pneumonia não 

apresentaram diferença estatística, ou seja, o tempo de tratamento não interferiu nos 

resultados. Entretanto, nos grupos CLX e PDTV o tempo de tratamento influenciou 

na redução nas unidades formadoras de colônia. No grupo CLX, a análise estatística 

demonstrou diferença entre 150 segundos com os grupos 300 e 600 segundos, 

assim a CLX necessitou de um tempo de no mínimo 300 segundos para que 

ocorresse a redução total da UFC. Já o tratamento com PDTV, mostrou que 

conforme aumenta o tempo de tratamento, maior é a redução de UFC no biofilme 

oral não pneumonia. Para o biofilme oral pneumonia, os grupos controle e CLX não 

apresentaram diferença intragrupo. Já o grupo PDTV mostrou diferença estatística 

intragrupo, mostrando que conforme aumenta o tempo de tratamento aumenta a 

redução de UFC. No grupo PDTA apenas foi observado diferença estatística quando 

comparado 150 e 600 segundos. 
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Tabela 13: Comparação intragrupo unidade formadores de colônia (UFC/mL Log10) 

Grupos Tempo de tratamento p-valor pós-teste 

150 
Segundos 

300 
Segundos 

600 
Segundos 

NP-C 6,93 ± 0,31 6,85 ± 0,39 6,81 ± 0,40 0,857  

NP-
CLX 

3,91 ± 0,55 0 0 < 0,0001 a, b 

NP-
PDTV 

6,79 ± 0,43 6,10 ± 0,70 4,38 ± 0,54 < 0,0001 b, c 

NP-
PDTA 

6,09 ± 1,20 6,18 ± 0,42 5,15 ± 0,19 0,056  

P-C 6,64 ± 0,04 6,71 ± 0,02 6,56 ± 0,00 0,001 c 

P-CLX 0 0 0 
  

P-PDTV 4,85 ± 0,08 4,47 ± 0,00 3,10 ± 0,12 < 0,0001 * 

P-
PDTA 

6,13 ± 0,02 6,02 ± 0,02 5,27 ± 0,03 0,0005 b 

Diferença estatística a: grupo 150s difere do grupo 300s; b: grupo 150s difere do grupo 600s; c: grupo 

300s difere do grupo 600s; *: todos os grupos diferem estatisticamente entre si. NP – C = sem 

pneumonia não receberam nenhum tratamento; NP – CLX = sem pneumonia recebeu tratamento com 

clorexidina 0,12 %; NP – PDTV: sem pneumonia recebeu tratamento PDT vermelho; NP – PDTA: sem 

pneumonia recebeu tratamento PDT azul; P – C = com pneumonia não receberam nenhum 

tratamento; P – CLX = com pneumonia recebeu tratamento com clorexidina 0,12 %; P – PDTV: com 

pneumonia recebeu tratamento PDT vermelho; P – PDTA: com pneumonia recebeu tratamento PDT 

azul. Fonte: Autoria própria 

 

Na tabela 14 é possível observar a comparação dos tratamentos nos biofilmes 

orais não pneumonia e pneumonia. A comparação do biofilme oral controle não 

pneumonia e pneumonia, não apresentou diferença estatística. Já quando 

comparado os biofilmes orais não pneumonia e pneumonia tratados com CLX, 

observou que com 150 segundos não foi possível promover redução total das UFC 

no biofilme oral não pneumonia, diferentemente das amostras pneumonia que 

mostraram redução total. Também foi possível observar que a PDTV apresentou 

maior taxa de redução das UFC, em todos os tempos de tratamento, quando 

utilizado em biofilme oral pneumonia. A utilização da PDTA não mostrou diferença 

estatística de utilização entre os biofilmes orais. 
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Tabela 14: Comparação entre biofilme oral não pneumonia e pneumonia unidade 

formadores de colônia (UFC/mL Log10) 

   NP  P  p-valor 

150 segundos 

C 6,93 ± 0,31 6,64 ± 0,04 0,083 

CLX 3,91 ± 0,55 0 0,005 

PDTV 6,79 ± 0,43 4,85 ± 0,08 0,0001 

PDTA 6,09 ± 1,20 6,13 ± 0,02 0,932 

300 segundos 

C 6,85 ± 0,39 6,71 ± 0,02 0,447 

CLX 0 0 
 

PDTV 6,10 ± 0,70 4,47 ± 0,00 0,0002 

PDTA 6,18 ± 0,42 6,02 ± 0,02 0,936 

600 segundos 

C 6,81 ± 0,40 6,56 ± 0,00 0,194 

CLX 0 0 
 

PDTV 4,38 ± 0,54 3,10 ± 0,12 0,002 

PDTA 5,15 ± 0,19 5,27 ± 0,03 0,191 

NP = biofilme oral não pneumonia; P = biofilme oral pneumonia. C = não receberam nenhum 

tratamento; CLX = tratamento com clorexidina 0,12 %; PDTV: tratamento PDT vermelho; PDTA: 

tratamento PDT azul. Fonte: autor. 

 

 

5. DISCUSSÃO 

 

               A pneumonia associada à ventilação mecânica é uma infecção adquirida 

no ambiente hospitalar, que se desenvolve na grande maioria dos casos em virtude 

da migração por aspiração ou inalação de microrganismos patógenos da cavidade 

oral para o trato respiratório inferior (brônquios) (FONSECA  et al., 2017; VARELLIS, 

2018;  SOARES, 2020).  Constitui um grande problema hospitalar devido a sua 

elevada incidência, acometendo em média 30 % dos pacientes graves, com índices 

de mortalidade que variam de 20 % a 50 %. Esta complicação influencia a 

recuperação dos pacientes, aumentando a morbidade e mortalidade dos pacientes, 

assim como o tempo de permanência no leito e as despesas hospitalares (KALIL et 

al., 2016; ANVISA –INFECÇÕES, 2017; LI et al., 2020). Assim, o presente estudo 

avaliou os efeitos da atividade antimicrobiana da terapia fotodinâmica em biofilme 

oral coletado de pacientes em UTI. 

            Após a coleta de amostras do biofilme oral foram identificados 9 

microrganismos nas amostras dos pacientes sem pneumonia (NP-1 e NP-2) e 6 
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microrganismos na amostra do paciente com pneumonia (P-1). A cavidade bucal, 

em virtude de suas características, favorece a colonização e proliferação constante 

de diversas populações microbianas presentes no corpo humano. O biofilme oral 

agrega espécies de bactérias, fungos e vírus, que são geralmente incorporados em 

uma matriz de substâncias poliméricas extracelulares (EPS) produzidas 

automaticamente pelos microrganismos (MISBA; ZAIDI; KHAN, 2018) e se localiza 

em praticamente todos os nichos da cavidade bucal, sendo o dorso da língua e as 

superfícies dos dentes suas principais localizações, entretanto pode se desenvolver  

também sobre qualquer superfície que esteja na cavidade oral, tubo orotraqueal, 

sondas orogástricas, próteses e aparelhos ortodônticos. Esta comunidade 

microbiana pode apresentar elevado potencial patogênico local e sistêmico, e 

fornecer proteção aos microrganismos multirresistentes, inclusive contra agentes 

antimicrobianos (LOBÃO et al., 2016; HOMD,2018; TULIO et al., 2018). 

Dentre os microrganismos presentes nos biofilmes orais coletados neste 

estudo, foram identificadas Pseudomonas aeruginosa que estavam presentes nas 

duas amostras coletadas dos pacientes sem pneumonia (NP-1 e NP-2). As 

Pseudomonas aeruginosa, são bactérias Gram-negativas aeróbios, dispondo de 

relevante importância clínica atualmente, pois se apresentam como um patógeno 

hospitalar com elevada influência no desenvolvimento de infecções nosocomiais 

respiratórias. Frequentemente reportadas em estudos como microrganismos com 

alta resistência a vários antibióticos sendo responsáveis pelo desenvolvimento de 

infecções graves (CANZI & COLACITE, 2016; GUILLON et al., 2018;  SOARES et 

al., 2020). Podem estar presentes colonizando artigos cirúrgicos, medicamentos e 

outros equipamentos (GASPAR, BUSSATO E SEVERO, 2012).  

Ainda, neste estudo foram identificados microrganismos Gram-positivos como 

Bhargavaea sp., Desemzia incerta, Kocuria rosea, Micrococcus sp., Micrococcus 

luteus, Agrococcus carbonis, Microbacterium paraoxydans, Corynebacterium sp., 

Dietzia aurantiaca, Bhargavaea sp., Enterococcus faecalis e Staphylococcus 

saprophyticus.  

              Foi observado que o biofilme oral pesquisado apresentou patógenos 

relacionados às infecções respiratórias como Pseudomonas aeruginosa e 

Corynebacterium sp. e outros microrganismos causadores de  infecções 

nosocomiais que atingem pacientes imunodeprimidos como Dietzia aurantiaca, 

Kocuria rósea, Staphylococcus saprophyticus, Micrococcus luteos, Microbacterium 

paraoxydans  e Enterococcus faecalis (sendo este microrganismo relacionado a 
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infecções hospitalares e orais)  (KOOKEN; FOX; FOX, 2012; BAIO et al., 2013; 

ANNUNZIO et al.,2017;  CHOROST, et al. 2018; SOARES et al., 2020; KOHL et al., 

2021; MENDEZ et al., 2022).  

Dentre os microrganismos identificados em UTI, a literatura reporta a 

predominância de bactérias comumente identificadas como resistentes a 

antimicrobianos, e causadoras de infecções como a PAVM dentre elas as 

Pseudomonas aeruginosa (FONSECA et al., 2017; SOUZA et. al, 2017; 

NAKONIECZNA   et al., 2019). Estudos identificaram que o microbioma oral destes 

pacientes críticos se altera, com predomínio de agentes agressores constituídos por 

patógenos Gram-negativos multirresistentes confirmados como causadores da 

PAVM. Algumas espécies do gênero Corynebacterium sp., microrganismo Gram-

positivo, têm sido relacionadas a infecções humanas em indivíduos 

imunocomprometidos, incluindo pneumonia, septicemia, endocardite (FUNKE; 

BERNARD, 2011;BAIO et al, 2013; FONSECA et al., 2017; SOUZA et al,. 2017; 

SOARES et al.,  2020).  

  Neste estudo foram identificados microrganismos relacionados a pneumonia 

nas amostras NP-1 (Pseudomonas aeruginosa), NP-2 (Pseudomonas aeruginosa) e 

P-1 (Corynebacterium sp.), contudo apenas um indivíduo foi acometido pela PAVM 

(P-1), demonstrando que outros fatores podem influenciar no desenvolvimento desta 

doença como a hospitalização prolongada, o emprego excessivo de antibióticos e 

doenças pré-existentes (FONSECA et al., 2017; VALDERRAMA et al., 2019). 

              Ainda compondo o biofilme analisado, foram identificadas bactérias bucais 

como o Enterococcus faecalis espécie relacionada a infecções nosocomiais e 

odontológicas, que se associam a biofilmes em várias superfícies, sendo resistentes 

a antimicrobianos (FREITAS et al., 2019), bem como outros microrganismos 

presentes nas mucosas da cavidade oral como a Desemzia incerta. Neste biofilme 

também foram identificadas bactérias frequentes na pele de pacientes ou dos 

profissionais da saúde como Staphylococcus saprophyticus, Kocuria rósea, 

Micrococcus sp., Micrococcus luteos. Além disso, ainda foram isolados 

microrganismos presentes no ambiente hospitalar geralmente dispersos no ar ou 

depositados em superfícies e equipamentos como Bhargavaea sp., Dietzia 

aurantiaca, Micrococcus sp., Agrococcus carbonis, Microbacterium paraoxydans 

(DHANJAL et al., 2011; CHITTPURNA et al., 2012; FOX, 2012; ANANIEVA et al., 

2017; PAILHORIÈS et al., 2017; TIAN et al., 2018; CHOROST, et al. 2018; SING; 
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SING; NERURKAR, 2020; STUBER et al., 2021; KOHL, et al., 2021; MENDEZ et al., 

2022). 

Do mesmo modo, foi identificada em uma única amostra (P-1), duas espécies 

de Enterococcus faecalis, patógeno com importância crescente como causadores de 

infecção nosocomial, apresentando resistência quase total aos antibióticos 

tradicionalmente empregados para tratamento destas infecções. Os Enterococcus 

faecalis comumente isolados, são responsáveis por 90 % dos casos de infecções 

com elevado potencial de colonização de pacientes e capacidade de contaminarem 

superfícies ou equipamentos empregados em hospitais (ANVISA, 2011; 

NAKONIECZNA et al., 2019). A espécie Enterococcus faecalis é responsável por 

muitas das infecções humanas, incluindo as odontológicas podendo ser encontrado 

no sistema de canais radiculares. Esta espécie na forma de biofilme é considerada 

uma das mais resistentes em cavidade oral, devido à resistência aos 

antimicrobianos convencionais e soluções irrigadoras como a clorexidina a e o 

hipoclorito de sódio em diferentes concentrações (ARIAS & MURRAY, 2009; 

AFKHAMI; AKBARI; CHINIFORUSH, 2017; ZORITA-GARCIA et al., 2019).  

É frequente nas UTIs que os pacientes sejam tratados com diversos 

medicamentos, dentre eles antimicrobianos o que aumenta o risco à indução e 

seleção de microrganismos resistentes, sendo que o estado imunológico 

comprometido destes pacientes, a gravidade da doença e o número de bactérias no 

local de infecção são alguns fatores que influenciam a instalação da resistência 

(SANTOS, 2004; KIYOSHI-TEO & BELGEN, 2015).  

O emprego abusivo e inapropriado dos antimicrobianos para muitos autores já 

é considerado um dos maiores problemas da atualidade, em virtude da resistência 

dos patógenos aos antibióticos, proporcionando um aumento nas taxas de 

morbidade e mortalidade (NAKONIECZNA et al. 2019; WARRIER et al., 2020). O 

aumento da prescrição de antimicrobianos durante a pandemia viral da COVID 19, 

irá contribuir e impulsionar a resistência global a antibióticos (LANGFORT et al., 

2021; LIVERMORE, 2021). Previsões para 2050 alertam que a resistência 

antimicrobiana poderá estar relacionada a 10 milhões de mortes anuais (WHO, 

2016). Acredita-se que no cenário atual pelo menos 700 mil pessoas vão a óbito por 

ano em virtude da resistência microbiana (WARRIER et al., 2020). 

Nossos resultados mostraram que vários antibióticos apresentaram 

resistência antimicrobiana, um dos antibióticos resistentes foi a Oxacilina (OXA). 

Este antimicrobiano empregado exclusivamente nas infecções causadas por 
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estafilococos produtores de penicilinase e é pouco empregada em UTI. Já a AMI 

(aminoglicosídeos) é comumente empregada em tratamentos a curto prazo de 

infecções graves causadas por cepas sensíveis de bactérias Gram-negativas, 

incluindo Pseudomonas sp., Klebsiella sp., Enterobacter sp. e Acinetobacter sp, 

microrganismos frequentes nas UTIs (BAPTISTA, 2013). 

         Estudos identificaram microrganismos com resistência antimicrobiana, sendo 

que os mais comumente encontrados são as bactérias Gram-positivas 

(Enterococcus spp.) resistentes à vancomicina (VAN) e (Staphylococcus aureus) 

resistentes à penicilina (PEN), ampicilina (AMP), meticilina e vancomicina (VAN), 

sendo que 95% destes S. aureus isolados em todo o mundo resistem a estes 

antibióticos (PATEL & SAIMAN, 2010; GIACOBBE, et al., 2011). Para as bactérias 

Gram-negativas (Pseudomonas aeruginosa) existe a resistência a antimicrobianos 

como a gentamicina (GEN), tobramicina (TOB), amicacina (AMI) e neomicina 

(DAVIES & WRIGHT , 1997). 

       Importante ressaltar que nas UTIs de hospitais brasileiros é preocupante o 

aumento da resistência aos antimicrobianos, sendo que os índices destas 

resistências segundo estudos multicêntricos (considerando a região sudeste do país) 

demonstraram mais de 38% de resistência a antibióticos como os carbapenêmicos 

(Imipenen, betalactamicos de amplo espectro) estes empregados como o último 

recurso em infeções contra sistêmicas Pseudomonas aeruginosa, bem com 

elevados índices para demais fármacos de escolha frequente nas UTIs contra Gram-

positivos e Gram-negativos como a amicaina (35%), ceftazidime (36%) e 

ciprofloxacina (43%)  de resistência (NEVES et al., 2011).  

Considerando que a microbiota da cavidade bucal representa uma ameaça 

aos pacientes críticos, algumas estratégias para prevenir e ou tratar a colonização 

têm sido investigadas, como o uso de antissépticos (OLIVEIRA; ZAGALO; CAVACO-

SILVA, 2014; LAU et al., 2015). Dentre antissépticos utilizados está o gluconato de 

clorexidina, um agente antimicrobiano com amplo espectro de atividade contra 

bactérias Gram-positivas, e com menor eficácia contra bactérias Gram-negativas 

(HUA et al., 2016). 

Neste estudo os resultados demonstraram que o uso da clorexidina a 0,12% 

foi eficiente em promover a inativação das UFC tanto para o biofilme oral não 

pneumonia como em pneumonia. O uso da clorexidina a 0,12% como antisséptico 

bucal para evitar a ocorrência da PAVM é conflitante. Sua utilização ocorre há mais 

de 30 anos e é a mais empregada nos protocolos de higiene bucal preconizado 
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como padrão ouro nas UTIs, minimizando a ocorrência das PAVM e promovendo a 

redução bacteriana em até 90 % após sua aplicação na cavidade bucal (HUA et al., 

2016; ANVISA: INFECÇÕES , 2017;  TAKAHAMA JR et al., 2020). Entretanto, 

autores relataram que enxaguatórios bucais antissépticos podem estar associados à 

mortalidade em pacientes hospitalizados, contudo falta um mecanismo patogênico 

claro, levando a controvérsia e relutância em abandonar ou limitar o uso de 

antissépticos bucais (KLOMPAS, 2017; DALE et al., 2019). Da mesma forma, Bolt, 

(2020) sugeriu que a mortalidade pode estar associada ao uso de antissépticos orais 

e um distúrbio na via enterosalivar do óxido nítrico, sendo que uma redução na 

biodisponibilidade deste pode estar associada à ocorrência ou agravamento de 

patologias como aterosclerose e diabetes com risco de sepse. 

              Muitos estudos têm apresentado a aPDT como estratégia antimicrobiana, 

empregada como modalidade de tratamento ou terapia complementar sendo uma 

opção segura e eficiente destacando-se como um método alternativo e promissor de 

desinfecção tendo sido explorada para o tratamento de bactérias orais (DE 

ANNUNZIO et al., 2018; NAKONIECZNA et al., 2019; ZAGO et al., 2020). 

       Diante disso, a presente pesquisa evidenciou que o tratamento dos grupos 

aPDT, indepentente do FS utilizado houve um aumento progressivo na redução de 

UFC com o aumento do tempo de irradiação e enenrgia em biofilme oral sem e com 

pneumonia. Da mesma forma, em um estudo in vitro, comparou a atividade da aPDT 

com a clorexina a 0,12 % em  biofilme oral. Os autores evidenciaram que não houve 

diferença estatística entre os grupos na viabilidade bacteriana. Entretanto, o uso da 

aPDT tem a vantagem de não apresentar efeitos colaterais, com mínimo risco de 

toxicidade e possibilidade de desenvolver resistência antimicrobiana (NUNES; 

RIBEIRO; GARCEZ, 2019). Em outro estudo foi avalaido a ação da aPDT em C. 

albicans, e demostrou que ao dobrar o tempo da irradiação, houve uma diminuição 

de 20 % das bactérias (HOSSEINI  et al., 2016). Na investigação realizada por 

Colina et al., (2018), aPDT para a inativação de C. albicans mostrou-se eficaz 

quando utilizou fotossensibilizador AM e 300 segundos de irradiação. Em outro 

estudo, a utilização de fotossensibilizador AM nas concentrações 25 e 50 μg/mL  

foram efetivas na geração de efeito bactericida. Quanto a doses testadas, 2 J, 4 J, 

7,2 J e 21,6 J, a maior energia proporcionou os melhores efeitos bactericidas 

(LONGO & AZEVEDO, 2010). 
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O presente estudo também demonstrou que a redução de UFC foi 

dependente do fotossensibilizador utilizado, sendo o composto fenotiazínico como 

maior redução de UFC. 

Do mesmo modo, De Annunzio, 2018 observou que aPDT foi eficaz na eliminação 

de Enterococcus faecalis e Cutibacterium acnes. Entretanto, os microrganismos 

Enterococcus faecalis e Cutibacterium acnes não responderam da mesma forma aos 

parâmetros da aPDT utilizados. Maiores concentrações dos fotossensibilizadores 

Clorin C6 e curcumina, assim como maiores doses de luz foram necessárias para 

promover efeito antimicrobiano em Enterococcus faecalis em comparação ao 

Cutibacterium acnes. Similarmente, quando a aPDT utilizando os 

fotossensibilizadores TB e AM foram comparados em biofilme de Enterococcus 

faecalis, observou-se que o efeito antimicrobiano foi maior quando utilizado o AM 

(LOPEZ-JIMENEZ et al., 2015). 

 Fundamental enfatizar que a eficácia da aPDT pode ser influenciada por 

parâmetros como a dose de luz administrada às células-alvo, tempo de exposição à 

luz e tipo de FS utilizado (KWIATKOWSKI et al., 2018). Os resultados obtidos no 

presente estudo reforçam estas investigações, pois nos grupos PDT em biofilme oral 

sem e com pneumonia foi demonstrado que a redução de UFC foi dependente do 

tempo de tratamento (irradiação) e tipo de FS. Esses resultados são embasados 

pela Lei de Arndt Schulz, na qual uma dose de luz muito baixa não tem efeito, mas à 

medida que a dose vai sendo elevada ocorre o efeito positivo desejado até atingir 

um platô. Acima do ponto limite deste platô o benefício proporcionado irá diminuir 

progressivamente até se tornar sem efeito. Esse comportamento da luz sobre as 

células é chamado dose-dependente (HAMBLIN et. al, 2011; ZEIN; SELTING; 

HAMBLIN, 2018). 

Autores sugerem que quanto maior o tempo de pré-irradiação, mais o corante 

penetrará no biofilme dental (FUMES et al., 2018; DE OLIVEIRA, 2019). No entanto, 

ainda não há um protocolo definido quanto ao tempo de pré-irradiação para que 

essa terapia seja eficaz. Na pesquisa realizada tempos menores que 15 minutos na 

pré-irradiação, não foram suficientes para se obter o efeito da aPDT com redução 

UFC, considerando emprego da amostra de biofilmes essa necessidade corrobora 

com outros artigos, que sugerem o aumento do tempo de pré-irradiação em biofilme 

(FUMES et al., 2018; NEMEZIO et al., 2017; COLINA et al. 2018; SOARES et al., 

2019). 
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          Ainda, é importante destacar que este estudo utilizou a amostra adquirida do 

paciente e que cada amostra apresentava no mínimo três bactérias diferentes, além 

disso, foi identificado que nas amostras havia a presença de bactéria Gram-

negativa. Assim, é possível supor que, os achados deste estudo podem estar 

relacionados à presença de bactérias Gram-negativas (Pseudomonas aeruginosa) 

que podem ter dificultado a eficácia da aPDT na redução da UFC. Melo & Perussi 

(2012), salientaram que a aPDT pode eliminar maior porcentagem de bactérias 

Gram-positivas em comparação com as Gram-negativas. Do mesmo modo, em um 

estudo in vitro utilizando Enterococcus faecalis (Gram-positivos) e Klebsiella 

pneumoniae (Gram-negativos), ambos expostos a aPDT tiveram maior eficácia na 

eliminação de colônias de bactérias Gram-positivas (MISBA et al.,2017). Estes 

resultados, com outros citados na literatura, reforçaram que as diferenças estruturais 

nas membranas bacterianas devem ser consideradas para a utilização da aPDT 

(TANG; HAMBLIM; YOM, 2007; JORI et al., 2011; SPERANDIO; HUANG; HAMBLIN, 

2013, WARRIER et al., 2020).  

Para os efeitos da aPDT, além de considerar a estrutura da membrana 

bacteriana é preciso levar em consideração se a bactéria está em formação de 

biofilme ou planctônicas. Costa et al. (2011) utilizando a aPDT na concentração de 

0,39 μmol/L a 200 μmol/L de eritrosina, comprimento de ondas de 532 ± 10 nm e 

energia de 16,2 J inativou C. Albicans em cultura planctônicas, entretanto, para a 

inativação da bactéria em biofilme, 400 μmol/L de FS não foi suficiente para atingir 

uma redução semelhante na cultura planctônica. Similarmente, Fontana et al., 2009 

empregou a aPDT em cultura planctônica e no biofilme. Houve a inativação de 63% 

das bactérias presentes em suspensão, no entanto, apenas 32% das bactérias no 

biofilme foram destruídas. Os autores concluíram que as bactérias na estrutura do 

biofilme têm menor suscetibilidade a APDT se comparadas com as bactérias 

planctônicas em virtude da maior dificuldade de penetração do FS no biofilme. Neste 

contexto, outros autores enfatizaram que a ação da aPDT contra bactérias 

formadoras de biofilme é fundamental, mais do que contra bactérias planctônicas, 

pois do ponto de vista clínico, a maior parte das bactérias orais se associam a 

biofilmes na cavidade oral agindo diferentemente de suas contrapartes planctônicas 

(KOLENBRANDER; PALMER; PERIASAMY; JAKUBOVICS, 2010). 

          Assim, é possível sugerir, considerando os achados deste estudo no qual 

foram comparados diferentes FSs (AM+ TB e Urucun) nos mesmos parâmetros, 

tendo um maior efeito na aPDT na redução da UFC com o emprego da associação 
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AM + TB, que os parâmetros empregados no Urucum deveriam ser alterados, como 

maior tempo de irradiação e dose de energia, assim como o aumento da 

concentração do FS. Importante enfatizar que há pouca literatura envolvendo o uso 

do urucum como FS na aPDT, o que sugere que outros parâmetros e concentrações 

com este corante devam ser investigados. 

 

 

 

 

6.CONCLUSÃO 

 

Os resultados apontaram a presença de microrganismos do biofilme bucal 

multirresistentes a todos os antimicrobianos empregados.  

Apesar dos microrganismos serem multirresistentes a antimicrobianos o uso da 

aPDT apresentou potencial para o tratamento de biofilme oral de paciente com ou 

sem pneumonia. Esta pesquisa reitera a necessidade de alternativas terapêuticas 

como a aPDT que atinjam os microrganismos e não proporcionem a formação de 

resistência antimicrobiana. Faz-se necessárias evidências de protocolos e 

estratégias aplicadas em situações reais in vivo a fim de confirmar sua eficácia e 

longevidade antibacteriana. 
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
Eu, _______________________________________________________, sou o responsável pelo 

paciente______________________________________________________________ internado na 

UTI da Santa Casa de Fernandópolis que  está                                                                            sendo 

convidado a participar do estudo chamado: AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA 

DA TERAPIA FOTODINÂMICA (PDT) EM PACIENTES ENTUBADOS SOB VENTILAÇÃO 

MECÃNICA ASSITIDA. Este estudo tem como objetivo realizar um protocolo padrão de 

higienização bucal de pacientes internados e entubados na UTI e associar com a terapia fotodinâmica 

com a finalidade de diminuir a contaminação oral e consequentemente a redução dos riscos de 

pneumonia aspirativa e melhorar as condições de recuperação e cura destes pacientes internados. 

Assim, o estudo destina-se exclusivamente a pacientes internados e entubados na UTI. Podem 

participar do estudo pacientes de ambos os sexos, Idades entre 18 a 60 anos, pacientes dentados, com 

nível de consciência rebaixado e impossibilitados de autocuidados.  

A participação no referido estudo será no sentido de permitir que realizem a coleta microbiana 

bucal com uso de um swab estéril (semelhante a um cotonete) antes e após a realização da higiene 

bucal. Para a higienização bucal será utilizado o protocolo padrão empregado na UTI que é a 

utilização da clorexidina associado a aplicação da terapia fotodinâmica para a complementação da 

higienização bucal. A terapia fotodinâmica consiste na aplicação de um corante fotossensibilizador, ou 

seja, é sensível a luz LED. Os fotossensibilizadores serão aplicados em solução tópica de azul de 

metileno e toluidina (na concentração de 1:1) que, segundo a Resolução – RDC no199/2006, é um 

produto farmacêutico, com finalidade profilática, curativo ou paliativo, possuindo baixo risco de que 

seu uso ou exposição possa causar consequências e ou agravos à saúde. O outro corante utilizado será 

Bixa orellana, popularmente conhecida como "urucum", é uma planta nativa do Brasil. Será utilizado 

um composto de urucum puro (1,88 g) diluído em 3 mL de água. Esse corante é um dos poucos que 

são aceitos pelo Organização Mundial da Saúde (OMS), devido ao fato de não ser tóxico. 

Espera-se que associação do protocolo padrão (clorexidina) com a terapia fotodinâmica será 

mais eficiente em promover a diminuição dos microrganismos da cavidade bucal do paciente entubado 

quando comparado aos pacientes que receberão apenas o protocolo padrão (clorexidina). 

Fui informado de que, da pesquisa a se realizar, posso esperar os benefícios, a melhoria na 

saúde bucal do paciente, pois por meio do novo procedimento de higienização bucal não invasivo, que 

consiste na associação da clorexidita com a PDT, poderá ser mais eficiente em reduzir as possíveis 

complicações bucais do doente, uma vez que tem a finalidade de diminuir a quantidade de biofilme, ou 

seja, a placa bacteriana bucal e por conseguinte reduzir a contaminação oral favorecendo assim a 

recuperação dos pacientes internados e entubados na UTI, com consequente prevenção e redução das 

pneumonias aspirativas relacionadas a infecções na UTI proporcionando boa evolução no quadro de 

saúde destes pacientes  refletindo em melhoria na recuperação deste paciente reduzindo o tempo e na 

redução do seu tempo de internação. 

 Recebi, por outro lado, os esclarecimentos sobre os possíveis desconfortos e riscos 
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decorrentes do estudo como: um possível desconforto na realização do exame bucal do paciente 

internado e na coleta das amostras da flora bucal dele. Ainda, o uso prolongado da clorexidina, por 

mais de 15 dias (protocolo padrão utilizado em UTI) pode promover um manchamento temporário dos 

dentes. Para evitar este risco a pesquisa ficará restrita a um curto período de 48 horas.  

Estou ciente de que minha privacidade e do paciente sob minha responsabilidade serão 

respeitadas, ou seja, nosso nome ou qualquer outro dado ou elemento (como imagens) que possam, de 

qualquer forma, nos identificar, será mantido em sigilo.  Também fui informado de que posso me 

recusar a participar do estudo, ou retirar meu consentimento a qualquer momento, sem precisar 

justificar e por desejar sair da pesquisa, não sofrerei qualquer prejuízo.  

Toda pesquisa com seres humanos envolve risco em tipos e níveis variados, sendo que esta 

pesquisa se dispõe a realizar uma higienização bucal (mantendo o protocolo padrão da UTI) com a 

complementação desta limpeza com aplicação da PDT (fotossensibilizador + LED)  e com posterior 

coleta de placa bacteriana bucal do paciente sem envolver procedimentos invasivos, o que poderá 

envolver um risco mínimo ao paciente. Como esta pesquisa oferece riscos mínimos, caso algum 

procedimento descrito na pesquisa e realizado pelo pesquisador cause algum dano ao paciente, o 

paciente será indenizado. Entretanto, vale ressaltar que os pacientes em terapia intensiva são 

considerados críticos e estão expostos ao potencial risco de complicações, que não estão associados 

com a terapêutica estudada nesta pesquisa, pela elevada complexidade e forma invasiva das terapias, 

que correspondem a procedimentos necessários àqueles em cuidados intensivos, e pela gravidade de 

suas condições de saúde.  

A pesquisadora envolvida com o referido projeto é Lucieni C T Moreti, CRO 49.957, RG 

21.148.291-2 e CPF 962.651.916-91 e com ela poderei manter contato pessoalmente ou pelo telefone 

(17) 99168-1987 ou pelo endereço: Av. Estrada Projetada F-1 s/n ,Fazenda Santa Rita- 

Fernandópolis/SP , para esclarecimento de qualquer dúvida a qualquer momento. É assegurada a 

assistência às minhas dúvidas durante toda pesquisa, bem como me é garantido o livre acesso a todas 

as informações e esclarecimentos adicionais sobre o estudo.  

Tendo sido orientado quanto ao teor de todo o aqui mencionado e compreendido a natureza e o 

objetivo do estudo, manifesto meu livre consentimento em participar, estando totalmente ciente de que 

não há nenhum valor econômico, a receber ou a pagar, por minha participação. Em caso de reclamação 

ou qualquer tipo de denúncia sobre este estudo devo ligar para o Comitê de Ética em Pesquisa da 

Universidade Brasil (11) 20700025 sediado a Rua Carolina Fonseca, 235, Jd Santana, SP- Capital ou 

mandar um email para comite.etica.sp@universidadebrasil.edu.br.  

 

                                                                             Fernandópolis,           de                       de 2020. 

____________________________________                  ________________________________ 

  Nome do sujeito da pesquisa                                        Assinatura do sujeito da pesquisa 

                    

 

   ______________________________________________________ 

             Nome e assinatura do pesquisador responsável 

mailto:comite.etica.sp@universidadebrasil.edu.br
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Resultado de Sequenciamento Genético  - Amostra NP (1) 
 

 

Amostra  
Resultado 
Sequenciamento  

Sequência obtida  

Amostra NP 
(1)  

Pseudomonas aeruginosa  NNNNTNNNANNANNGAGTTGTAAGCNAGGGAGG
GGCGGGGGGCGGGTGCTCTTGGATATGGCGGTG

GGCGGGNNAAGGNGCCTAAGAATCTGCGTGGTA
GTGGGGGATAACGGAAGGAAACGGGCGCTAATA
CCGAATACGTCCTGAGGGAGAAAGTGGGGGATC

TTCGGACCTCACGCTATCTCATGAGCCTAGGTCG
GATTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAG

GCGACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCA
GTCACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCT

ACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATG
GGCGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGT
GAAGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGT

TGGGAGGAAGGGCAGTAAGTCATTACCTTGCTGT
TTTGACGTTACCAACAGAATAAGCACCGGCTAAC

TTCGTGCCAGCAACCGCCGTAATACGAAGGGTGC
AAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCG
CGTAGGTGGTTCAGCAAGTTGGATGTGAAATCCC

CGGGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTACT
GAGCTAGAGTACGGTAGAGGGTGGGTGGAATTT

CCTGTGTAGCGGTGAAAATGCGTACATATAGGAA
TGGAACACCAGTGGCGAAAGGCGACCACCTGGG
ACTGATACTGACCCTGAGGTGCGAAAGCGGTGG

GGGAGCAAACCAGGATTTATAATACCCCTGGTTA
GTCCCACTCGGTAAACCAATGTC  

Amostra NP 
(1) 

Bhargavaea sp. GGGNNNANNATTNTACNNCCGTCATTCATTTGGG
TTAGCTGCAGCACTAAGGGGCGGACACCCCCTAA

CACTTAGCNCTCATCGTTTACGGCGTGGACTACC
AGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCG
CGCCTCAGCGTCAGTTACAGACCAGAAAGCCGCC

TTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCATT
TCACCGCTACACGTGGAATTCCGCTTTCCTCTTCT

GCACTCAAGTCTCCCAGTTTCCAATGACCCTCCAC
GGTTGAGCCGTGGGCTTTCACATCAGACTTAAGA
AACCGCCTGCGCGCGCTTTACGCCCAATAATTCC

GGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCT
GCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTAAG

GTACCGTCAGGGCGCCGGCAGTTAACCGGCGCT
TGTTCTTCCCTTACAACAGAGCTTTACGACCCGAA
GGCCTTCTTCGCTCACGCGGCGTTGCTCCGTCAG

ACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTGC
CTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCA

GTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTACGCA
TCGTTGCCTTGGTGAGCCATTACCCCACCAACTA
GCTAATGCGCCGCGGGCCCATCTGTAAGTGACAG

CCGAAACCGTCTTTCCGCCTTCCTC  
CATGCGGAGGAAGGAACCATCCGGTATTAGCCCC

GGTTTCCCGGAGTTATCCCGATCTTACAGGCAGG
TTGCCCACGTGTTACTCACCCGTCCGCCGCTGAA
TCAAGGGAGCAAGCTCCCCGTCATCCGCTCGACT
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Resultado de Sequenciamento Genético  - Amostra NP (2) 
 

 

Amostra  Resultado 

Sequenciamento  

Sequência obtida  

Amostra NP 

(2)  

Kocuria rosea  
  

GNNNNNNANNNNTNNAANNNCCGTCAATTNATTT

GTGTTTAGCTAAGGCGCGGAAAAGGTGGAATGTC
CCCCACACCTAGTGAAAAACGTTTACGGCATGGA

CTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCATGC
TTTCGCTCCTCAGCGTCAGTAACAGCCCAGAGAC
CTGCCTTCGCCATCGGTGTTCCTCCTGATATCTGC

GCATTTCACCGCTACACCAGGAATTCCAGTCTCCC
CTACTGCACTCTAGTCTGCCCGTACCCACTGCAGA

CCCGGGGTTGAGCCCCGGGCTTTCACAGCAGAC
GCGACAAACCGCCTACGAGCTCTTTACGCCCAAT
AATTCCGGACAACGCTTGCGCCCTACGTATTACC

GCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGGCGCTTCTT
CTGCAGGTACCGTCACTCTCGCTTCTTCCCTACTG

AAAGAGGTTTACAACCCGAAGGCCGTCATCCCTC
ACGCGGCGTCGCTGCATCAGGCTTCCGCCCATTG
TGCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGT

TGCATGTATTAGGCACGCCGCCAGCGTTCGTCCT

GAGCCATGATCCAAACCTNTCNN 

Amostra NP 
(1) 

Desemzia incerta  
 

GGAACCCTCCAACACTTAGCACTCATCGTTTACG
GCATGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCT

CCCCATGCTTTCGAGCCTCAGCGTCAGTTACAGA
CCAGAAAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCA
TATATCTACGCATTTCACCGCTACACATGGAATTC

CACTTTCCTCTTCTGCACTCAAGTTCTCCAGTTTC
CAATGACCCTCCCTGGTTGAGCCAGGGGCTTTCA

CATCAGACTTAAAGAACCGCCTGCGCTCGCTTTA
CGCCCAATAAATCCGGACAACGCTTGCCATCTAC

GTATTACCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCAT
GGCTTTCTGGTTAGATACCGTCAAGGGACGAGCA
GTTACTCTCATCCTTGTTCTTCTCTAACAACAGAG

TTTTACGATCCGAAAACCTTCTTCACTCACGCGGC
GTTGCTCCGTCAGACTTTCGTCCATTGCGGAAGA

TTCCCTACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGGGCC
GTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGATCACCCTCTC
AGGTCGGCTACGCATCATCGTCTTGGTGAGCCAT

TACCTCACCAACTAACTAATGCGCCGCGGGTCCA
TCTACAAGTGACAGCCGAAACCGTCTTTCTTCTTT

CTGCCAGGAGACAAAAAGATCTATGC  
GGTATTAGCATCCGTTTCCGAATGTTATCCCCCGC
TTGTAGGTAGGTTACCCACGTGTTACTCACCCGT

CCGCCACTCTTCTTTCCCGGTGCAAGCACCGGTA
GGAAGCGTTCGACTTGCATGTATTAAGGCACGCC

ACCAGCGTTCGTCCTGAGCCATANTCCAACTTCT
NNNCCGTCAATTCATTTGTAGTTCCTGAGCTAGAT
TNAAACTTNNATNNNN 
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CTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGGTCA

CCCTCTCAGGCCGGCTACCCGTCGTCGCCTTGGT
GAGCCATTACCCCACCAACAAGCTGATAGGCCGT

GAGCCCATCCAAAACCAGTAAAACCCTTTCCACCA
CCCACCATGCGGTAAGAGGTAGTATCCAGTATTA
GACCCAGTTTCCCAGGCTTATCCCAGAGTCAAGG

GCAGGTTACTCACGTATTACTCACCCGTTCGCCAC
TAATCCGCCCAGCAAGCTGGGCATCATCGTTCGA

CTTTGCATGTGTTAAGCACGCCGCCAGCGTTTCG
TCCTGAGCCATGATCAAAACTACTNCC  

Amostra NP 
(2)  

    Micrococcus sp.  
 

TGGNNNNNNNNNNNANNTCCGTTCATTCATTTGA
GTTTCCGGAGGCGCGGTAACCGTGGAATGGTCCC
CACACCTAGNNCCCAACGTTTACGGCATGGACTA

CCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCATGCTTT
CGCTCCTCAGCGTCAGTTACAGCCCAGAGACCTG

CCTTCGCCATCGGTGTTCCTCCTGATATCTGCGCA
TTCCACCGCTACACCAGGAATTCCAGTCTCCCCTA
CTGCACTCTAGTCTGCCCGTACCCACCGCAGATC

CGGGGTTAAGCCCCGGACTTTCACGACAGACGCG
ACAAACCGCCTACGAGCTCTTTACGCCCAATAATT

CCGGATAACGCTCGCACCCTACGTATTACCGCGG
CTGCTGGCACGTAGTTAGCCGGTGCTTCTTCTGC
AGGTACCGTCACTTTCGCTTCTTCCCTACTGAAAG

AGGTTTACAACCCGAAGGCCGTCATCCCTCACGC
GGCGTCGCTGCATCAGGCTTGCGCCCATTGTGCA

ATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGTCTGG
GCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGGTCACCCT
CTCAGGCCGGCTACCCGTCGTCGCCTTGGTGAGC

CATTACCTCACCAACAAGCTGATAGGCCGCGAGT
CCATCCAAAACCGATAAATCTTTCCAACACCCACC

ATGCGGTGGACGCTCCTATCCGGTATTAGACCCA
GTTTCCCAGGCTTATCCCAGAGTTAAGGGGCAGG

TTACTCACGTGTTACTCACCCGTTCGCCACTAATC
CACCCAGCAAGCTGGGCTTTCATCGTTCGACTTG
CATGTGTTAAAGCACGCCGCCAGCGTTTCATCCT

GAGCCAATANTNGNAACTACTACAAACA  
 

Amostra NP 
(2)  

Micrococcus luteus  
 

GNNNNNNAAAAACCTACNNNGGGGGGCNTTCAT
ATTGAGTTAGCTGCGGCGCGGAAACCGTGGAATG

GTCCCCACACCTAGTGCCCAACGTTTACGGCATG
GACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCAT
GCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTTACAGCCCAGAG

ACCTGCCTTCGCCATCGGTGTTCCTCCTGATATCT
GCGCATTCCACCGCTACACCAGGAATTCCAGTCT

CCCCTACTGCACTCTAGTCTGCCCGTACCCACCG
CAGATCCGGGGTTAAGCCCCGGACTTTCACGACA
GACGCGACAAACCGCCTACGAGCTCTTTACGCCC

AATAATTCCGGATAACGCTCGCACCCTACGTATTA
CCGCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGGTGCTTC

TTCTGCAGGTACCGTCACTTTCGCTTCTTCCCTAC
TGAAAGAGGTTTACAACCCGAAGGCCGTCATCCC
TCACGCGGCGTCGCTGCATCAGGCTTTCGCCCAT

TGTGCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGA
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GTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGGT

CACCCTCTCAGGCCGGCTACCCGTCGTCGCCTTG
GTGAGCCATTACCTCACCAACAAGCTGATAGGCC

GCGAGTCCATCCAAAACCGATAAATCTTTCCAACA
CCCACCATGCGGTGGACGCTCCTATCCGGTATTA
GACCCAGTTTCCCAGGCTTATCCCAGAGTTAAGG

GCAGGTTACTCACGTGTTACTCACCCGTTCGCCA
CTAATCCACCCAGCAAGCTGGGCTTCATCGTTCG

ACTTGCATGTGTTAAGCACGCCGCCAGCGTTCAT
CCTGAGCCATGATTCAACTNNNCNNCC  

Amostra NP 
(2)  

Agrococcus carbonis  
 

CGGGNNNAATNNTNNANCCGTCAATTCATTTGAG
TTCCTGGGACACGGGGAGTGTGGAAAGGTCCCC

ACATCTACTTCCCAACGTTTACGGCATGGACTACC
AGGGTATCTAAGCCTGTTTGCTCCCCATGCTTTCG

CTCCTCAGCGTCAGTTACGGCCCAGAGATCTGCC
TTCGCCATCGGTGTTCCTCCTGATATCTGCGCATT
CCACCGCTACACCAGGAATTCCAATCTCCCCTACC

GCACTCTAGTCTGCCCGTACCCACTGCAAGGGCG
AGGTTGAGCCTCGGGATTTCACAACTTACGCGGC

AAACCGCCTACGAGCTCTTTACGCCCAATAATTCC
GGACAACGCTTGCACCCTACGTATTACCGCGGCT

GCTGGCACGTAGTTAGCCGGTGCTTTTTCTGCAG
GTACCGTCACTTTCTCTTCTTCCCTGCTAAAAGAG
GTTTACAACCCGAAGGCCGTCATCGCTCACGCGG

CGTTGCTGCATCAGGCTTGCGCCCATTGTGCAAT
ATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTANGAGTCTGGGC

CGTGTCTCAGTCGCAGTGTGGCCGGTCACCCTCA
CAAGCCGGCTACACGTCCTCGCCTTGGTGAGCCG
TTACCTCACCAACAAGCTGATACGCCGTGAGCTG

ATCCTTGACATATTTTCTTTCCACCTCTATGAGATG
CCTCCGATGGTCGTATCCGGTATTATACGCCATTT

CCCGTGCTATTCAGGACTCTAGGNCACATTGCTC
ACGTGTGACTCACCCGTTCGCCCCTAATCCCCAC
GAACAAGCTCCTGGTTCAACGTTCGACTTGCATGT

GTTAAAGCACGCCGCCAGCGTTCGTACCTGACCC
ATAGACACAATCTCCAAACTCTTNN  
 

Amostra NP 

(2) 

Microbacterium 

paraoxydans  
 

NNNNNTCGGNCANCNANNATNCGNNAATACNTA

TTGAGTTAGCTGCGTCACGGAATCCGTGGAATGG
ACCCCACAACTAGTTCCCAACGTTTACGGGGTGG
ACTACCAGGGTATCTAAGCCTGTTTGCTCCCCACC

CTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTAACGGCCCAGAGA
TCTGCCTTCGCCATCGGTGTTCCTCCTGATATCTG

CGCATTCCACCGCTACACCAGGAATTCCAATCTCC
CCTACCGCACTCTAGTCTGCCCGTACCCACTGCA
GACCCGAGGTTGAGCCTCGGGATTTCACAGCAGA

CGCGACAAACCGCCTACGAGCTCTTTACGCCCAA
TAATTCCGGATAACGCTTGCGCCCTACGTATTACC

GCGGCTGCTGGCACGTAGTTAGCCGGCGCTTTTT
CTGCAGGTACCGTCACTTTCGCTTCTTCCCTGCTA
AAAGAGGTTTACAACCCGAAGGCCGTCATCCCTC

ACGCGGCGTTGCTGCATCAGGCTTTCGCCCATTG
TGCAATATTCCCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGT
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CTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAGTGTGGCCGGTCA

CCCTCTCAGGCCGGCTACCCGTCGACGCCTTGGT
GAGCCATTACCTCACCAACAAGCTGATAGGCCGT

GAGCCCATCCCAGACCGAAAAATCTTTCCAACTG
CTGACCATGCGATCGCAGCTCATATCCGGTATTA
GACGCCGTTTCCAGCGCTTATCCCAGAGTCAGGG

GCAGGTTGCTCACGTGTTACTCACCCGTTCGCCA
CTGATCCACAGAGCAAGCTCTGCTTCACCGTTCG

ACTTGCATGTGTTAAGCACGCCGCCAGCGTTCAT
CCTGAGCCATGATTCAAACTCTNN  
 

Amostra NP 
(2) 

Pseudomonas aeruginosa  
 

GCGGANNNNNAGAGCAACCAATGTTATGCTTAGA
CGTGGAAGGTATGTGCGATTGGGCTCGAAGGTG

GATGGAGNNNAAGGCTAAGAATCGGCCTGGTAG
AGGGGGATAACGAACGGAAACGGGCGCTAATAC

CGAATACGTCCTGAGGGAGAAAGTGGGGGATCTT
CGGACCTCACGCTATCAGATGAGCCTAGGTCGGA
TTAGCTAGTTGGTGGGGTAAAGGCCTACCAAGGC

GACGATCCGTAACTGGTCTGAGAGGATGATCAGT
CACACTGGAACTGAGACACGGTCCAGACTCCTAC

GGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGGACAATGGG
CGAAAGCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAA
GAAGGTCTTCGGATTGTAAAGCACTTTAAGTTGG

GAGGAAGGGCAGTAAGTTAATTCCTTGCTGTTTT
GACGTTACCAACAGAATAAGCACCGGCTAACTTC

GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGTGCAA
GCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCG
TAGGTGGTTCAGCAAGTTGGATGTGAAATCCCCG

GGCTCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTACTGA
GCTAGAGTACGGTAGAGGGTGGTGGAATTTCCTG

TGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAAC
ACCAGTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACT

GA 
ACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGA
TTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATG

TCGACTAGCCGTTGGGATCCTTGAGATCTTAGTG
GCGCAGCTAACGCGATAAGTCGACCGCCTGGGG

AGTACGGCCGCAAGGTTAAAACTCAAATGAATTG
ACGGN  
 

 

 

Resultado de Sequenciamento Genético  - Amostra P (1) 
 

 

Amostra  Resultado 

Sequenciamento  

Sequência obtida  

Amostra P 

(1)  

Corynebacterium sp.  GNNNNTNGNTCNANTNTTTCNNNCCGGGNAATG

CTTATGCGTTAGCTGCGGCACAGAAGACGTGCTA
AGTCCCCTACACCTAGCGCCCACCGTTTACGGCA
TGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTACCC

ATGCTTTCGCTCCTCAGCGTCAGTTACTGCCCAGA
GACCTGCCTTCGCCATTGGTGTTCCTCCTGATATC
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TGCGCATTTCACCGCTACACCAGGAATTCCAGTCT

CCCCTACAGCACTCAAGTTATGCCCGTATCGCCTG
CACGCCCGAGGTTAAGCCCCGGGATTTCACAGAC

GCACGCGACAAACCACCTCCCAGCTCTTTATGCC
AAGAAATTCCGGACAACGCTCGCACCCTAAATAT
GACCGCGGCTGCTGGCACGAAATTAGCCTGTGCT

TCTTCTACAGGTACCGTTTTTTTAAAGCTGCTCCA
CCTGTCGAAAGGAGTTTATCACCCGAAAGGACGT

TCATCCAGCAAACTGGCGTCGCTGCACAAGGGTT
TGCGCACAGTGGACAGAAATCCCCACAGCTGCTT
CCCGTATTATTATGG  

Amostra P 
(1)  

Dietzia aurantiaca  NNNNNNNNNNNGNNCNGNTNGGTCGATGTAATT
TCTTGGGGTTAGGGCCTTCGGGGTACACGAGTGG

CGAACGGGTGAGNAAAANNTGGGTAATCTGCCCT
GCACTTCGGGATAAGCCTGGGAAANTGGGTCTAA

TACCGGATATGAGCTCTGGCCGCATGGTCTGGGG
TTGGAAAGTTTTTCGGTGCAGGATGAGCCCGCGG
CCTATCAGCTTGTTGGTGGGGTAATGGCCTACCA

AGGCGACGACGGGTAGCCGGCCTGAGAGGGTGA
TCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACT

CCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAA
TGGGCGGAAGCCTGATGCAGCGACGCCGCGTGG
GGGATGACGGTCTTCGGATTGTAAACCCCTTTCA

GTAGGGACGAAGCGCAAGTGACGGTACCTGCAG
AAGAAGCACCGGCCAACTACGTGCCAGCAGCCGC

GGTAATACTTAGGGTGCGAGCGTTGTCCGGAATT
ACTGGGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTTGTCAC
GTCGTCTGTGAAATCCTCCAGCTTAACTGGGGGC

GTGCAGGCGATACGGGGCAGACTTGAGTACTACA
GGGGAGACTGGAATTCCCTGGTGTAGCGGGTGA

AATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGGTTGGCG
AAGGCGGGTCTCTGGGTAGTAAACTGACGCTGAA

GGAGCGAAAGCATGG  
 

Amostra P 

(1)  
 

Bhargavaea sp.  
 

GNNNNNNAANANTTTACNTCCNGGAATTCCTTTG

AGTTAGCTGCAGCACTAAGGGGCGGAAACCCCCT
AACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTAC

CAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTC
GCGCCTCAGCGTCAGTTACAGACCAGAAAGCCGC

CTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTACGCAT
TTCACCGCTACACGTGGAATTCCGCTTTCCTCTTC
TGCACTCAAGTCTCCCAGTTTCCAATGACCCTCCA

CGGTTGAGCCGTGGGCTTTCACATCAGACTTAAG
AAACCGCCTGCGCGCGCTTTACGCCCAATAATTC

CGGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGC
TGCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTAA
GGTACCGTCAGGGCGCCGGCAGTTAACCGGCGC

TTGTTCTTCCCTTACAACAGAGCTTTACGACCCGA
AGGCCTTCTTCGCTCACGCGGCGTTGCTCCGTCA

GACTTTCGTCCATTGCGGAAGATTCCCTACTGCTG
CCTCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCC
AGTGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTACGC

ATCGTTGCCTTGGTGAGCCATTACCCCACCAACTA
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GCTAATGCGCCGCGGGCCCATCTGTAAGTGACAG

CCGAAACCGTCTTTCCGCCTTCCTCCATGCGGAG
GAAGGAACCATCCGGTATTAGCCCCGGTTTCCCG

GAGTTATCCCGATCTTACAGGCAGGTTGCCCACG
TGTTACTCACCCGTCCGCCGCTGAATCAGGGAGC
AAGCTCCCCGTCATCCGCTCGACTTGCATGTATTA

GGCACGCCGGCCAGCGTTCGTCCTGAGCCAATGA
TTCAAACTNNTNNN  
 

Amostra P 
(1)  
 

Enterococcus faecalis  
 

NNNNNNNNGTANANCTACATCCGTNATTCATTTG
CGTTTGCTGCAGCACTGAAGGGCGGAAACCCTCC

AACACTTAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTAC
CAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTC

GAGCCTCAGCGTCAGTTACAGACCAGAGAGCCGC
CTTCGCCACTGGTGTTCCTCCATATATCTACGCAT
TTCACCGCTACACATGGAATTCCACTCTCCTCTTC

TGCACTCAAGTCTCCCAGTTTCCAATGACCCTCCC
CGGTTGAGCCGGGGGCTTTCACATCAGACTTAAG

AAACCGCCTGCGCTCGCTTTACGCCCAATAAATCC
GGACAACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCT

GCTGGCACGTAGTTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAG
ATACCGTCAGGGGACGTTCAGTTACTAACGTCCTT
GTTCTTCTCTAACAACAGAGTTTTACGATCCGAAA

ACCTTCTTCACTCACGCGGCGTTGCTCGGTCAGA
CTTTCGTCCATTGCCGAAGATTCCCTACTGCTGCC

TCCCGTAGGAGTCTGGGCCGTGTCTCAGTCCCAG
TGTGGCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTATGCAT
CGTGGCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAG

CTAATGCACCGCGGGTCCATCCATCAGCGACACC
CGAAAGCGCCTTTCACTCTTATGCCATGCGGTTTA

GAACTGTTATGCGGTATTAGCACCTGTTTCCAAGT
GTTATCCCCCTCTGATGGGTAGGTTACCCACGTG
TTACTCACCCGTTCCGCCACTCCTCTTTTCATTGA

GAGCAAGCACTCGGGGAAGAAAAGAAGCGTTTC
GACTTGCATGTATTAGGCACGCCGCCAGCGGTTC

GTCCTGGAGCCATGGATCAAAACTTCTCC  
 

Amostra P 
(1)  
 

Staphylococcus 
saprophyticus  
 

CANNGGNNGTCGAGTNCNNNNCGGNNTCAAGNC
TCCNGGGTGGGCGGCGGGTGGGGTAAAGAGGAN
NGGAAGGACGGGTGAGTAAGACGTGGGTAACCT

ACCCACTGCAGAAGGGATAACACTTGGAAACAGG
TGCTAATACCGCATAACATTTTATTCCGCGTGGCA

TAAGAGTGATTGGCGCTTTGGGGTGTCGCTGATG
GATGGACCCTCGGTGGATTACCTAGTTGGGGAGG
TAACGGCTCACCAAGGCCACGATGCCTAGCCGAC

CTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGA
CACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCGGTAG

GGAATCTTCTGCAATGGACCAACGTCTGACCGAA
CAGCCCCCCGTGAGTGAACAAGGTTCTCGGATCG
AAAAACTCTTTTGTTAGAGAAGAACAAGGACGTTA

GTAACTGAACGTCCCCTGACTGTATCTAACCAGAA
AGCCACGGCTAACTACTTGCCAGCAGCCGCGGTA
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ATACATAAGTGGCAAGCGTTGTCCTGATTTATTGG

GCGTAAAAGCCAGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCT
GATGTGAAAGCCCCCGGCTCAGCCGGGGAGGGT

CATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAAAAGAGG
ATATGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTT
ACATATATGGGAAGGAACACCCGTGGCGAAGGC

GGCTCC  
 

Amostra P 
(1)  
 

Enterococcus faecalis  
 

GNNNCTANNNTNTTACCCCGTCATTCATTTGAGTT
ACCTGCGGAANGTAGGGGGGAACCCTCCAACACT

TAGCACTCATCGTTTACGGCGTGGACTACCAGGG
TATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCCAGCC

TCAACGTCAGTTACAGACCAGAAAGCCGCCTTCG
CCACTGGTGTTCCTCCATATATCTACGCATTTCAC
CGCTACACATGGAATTCCACTCTCCTCTTCTGCAC

TCAAGTCTCCCAGTTTCCAATGACCCTCCCCGGTT
GAGCCGGGGGCTTTCACATCAAACTTAAGAAACC

GCCTGCGCTCGCTTTACGCCCAATAAATCCGGAC
AACGCTTGCCACCTACGTATTACCGCGGCTGCTG

GCACGTAATTAGCCGTGGCTTTCTGGTTAGATACC
GTCAGGGGACGTTCAGTTACTAACGTCCTTGTTCT
TCTCTAACAACGGAGTTTTACGATCCGAAAACCTT

CTTCACTCACGCGGCGTTGCTCGGTCAGACTTTC
GTCCATTGCCGAAGATTACCTACTGCTGCCTCCC

GTAAGAGTCTGGGCCGTGTCTCACTCCCAGTGTG
GCCGATCACCCTCTCAGGTCGGCTATGCATCGTG
GCCTTGGTGAGCCGTTACCTCACCAACTAGCTAAT

GCACCGCGGGTCCATCCATCANCGACACCCGAAA
GCGCCTCTCACTCTTATGCAATGCGGCATAAACTG

TTATGCGGTATTAGCACCTGTTTCCAAGTGTTATC
CCCCTCTGATGGGTAGGTTACCCACGTGT  
ACTCACCCGGTCCGCCACTCCTCTTTCCAATTGAG

TGCAAGCACTCGGGGAGGAAAGAAGCGTTCGACT
TGCATGTATTAGGCACGCCGCCAGCGTTCGTCCA

TGAGCCATAATCAAACTANANNN  
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