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RESUMO 

 

A Terapia Fotodinâmica consiste na interação de um fotossensibilizador com uma 

fonte de luz de um comprimento de onda específico e oxigênio. Quando há essa 

interação fotoquímica ocorre destruição celular dos micro-organismos por estresse 

oxidativo. Pacientes em terapia intensiva apresentam grande possibilidade de 

desenvolver infecções que são frequentemente relacionadas à patógenos presentes 

na microbiota oral. O objetivo desta pesquisa é avaliar o efeito da terapia fotodinâmica 

nos micro-organismos orais em pacientes internados em centro de terapia intensiva. 

Três coletas de fluido oral foram realizadas na pesquisa: a primeira realizada nas 

primeiras 24 horas de internação do paciente. Duas amostras, antes e após 

intervenção, foram obtidas após 48 horas da primeira coleta. Nos participantes 

alocados no grupo experimental era aplicada a Terapia Fotodinâmica em sessão única 

na cavidade oral em região do trígono retromolar. Nos participantes alocados no grupo 

controle foi aplicado azul de metileno no trígono retromolar sem irradiação de laser. 

As amostras coletadas no hospital eram encaminhadas ao laboratório de 

microbiologia para contagem de Unidades Formadoras de Colônias (UFC) e 

identificação dos micro-organismos. Esta pesquisa foi aprovada pelo Comitê de Ética 

em Pesquisa da Universidade Federal do Amapá – UNIFAP sob n° 2.349.365 e 

registrado no Registro Brasileiro de Ensaios Clínicos – ReBEC: 6VZH6P. Observou-

se um aumento numérico de micro-organismos na microbiota oral dos pacientes após 

48 horas de internação. Houve diferença estatisticamente significante entre os 

números de UFC das amostras coletadas antes e após a TFD, sugere-se que essa 

intervenção atuou na redução de micro-organismos orais de pacientes internados em 

CTI em média aproximadamente 78,6%. O azul de metileno na concentração utilizada 

sem a irradiação de luz não apresentou atividade antimicrobiana. Foram identificados 

nas amostras de fluido oral: Pseudomonas aeruginosa, Proteus spp, Klebsiella spp, 

Escherichia coli, Staphylococcus coagulase negativa, Staphylococcus aureus, 

Streptococcus spp e Candida albicans. A terapia fotodinâmica mostra-se capaz de 

reduzir os micro-organismos orais de pacientes internados em CTI, portanto, sendo 

possível a utilização desta terapia como meio alternativo ou auxiliar à 

descontaminação oral, reduzindo a possibilidade de desenvolvimento de infecções. 

 

Palavras-chave: Azul de metileno. Infecção hospitalar. Unidade formadora de 

colônia. Micro-organismos orais. Terapia fotodinâmica. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 
 

Photodynamic Therapy is the interaction of a photosensitizer with a light source of a 
specific wavelength. With photochemical interaction, cellular destruction of 
microorganisms occurs by oxidative stress. Intensive care patients have a high chance 
of developing changes that are often related to pathogens present in the oral 
microbiota. The objective of this research is to evaluate the effect of photodynamic 
therapy on oral microorganisms in patients admitted to an intensive care unit. Three 
fluid collections were carried out orally in the research: the first performed in the first 
24 hours of hospitalization of the patient. Two samples, before and after intervention, 
were 48 hours after the first collection. In the participants allocated to the experimental 
group, Photodynamic Therapy was applied in a single session in the oral cavity in the 
region of the retromolar triangle. In the participants allocated to the control group, 
methylene blue was applied to the retromolar triangle without laser irradiation. Those 
samples at the hospital were sent to the microbiology laboratory for counting Colony 
Forming Units (CFU) and identification of microorganisms. This research was 
approved by the Research Ethics Committee of the Federal University of Amapá - 
UNIFAP under No. 2,349,365 and registered in the Brazilian Registry of Clinical Trials 
- ReBEC: 6VZH6P. There was a numerical increase in microorganisms in the oral 
microbiota of patients after 48 hours of hospitalization. There was a statistically 
significant difference between the CFU numbers of those collected before and after 
PDT, forcing this intervention to reduce the oral microorganisms of patients admitted 
to the ICU by an average of approximately 78.6%. Methylene blue in the concentration 
used without the irradiation of light does not present antimicrobial activity. The following 
oral fluid brands were named: Pseudomonas aeruginosa, Proteus spp, Klebsiella spp, 
Escherichia coli, Coagulase negative Staphylococcus, Staphylococcus aureus, 
Streptococcus spp and Candida albicans. Photodynamic therapy is able to reduce the 
oral microorganisms of patients hospitalized in ICUs, therefore, it being possible to use 
this therapy as an alternative means or to oral decontamination, and reduce the 
possibility of infection development. 
 
Keywords: Methylene blue. Hospital Infection. Colony Forming Unit. Oral 
microorganisms. Photodynamic Therapy. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

As infecções relacionadas a assistência à saúde (IRAS) são eventos adversos 

que persistem nos serviços de saúde. Estes aumentam os custos dos cuidados aos 

pacientes, o tempo de internação e apresentam altas taxas de morbidade e 

mortalidade nos serviços de saúde. A pneumonia associada a ventilação mecânica 

(PAVM) é uma das mais frequentes infecções relacionadas a assistência à saúde 

dentro das Unidades de Terapia Intensiva do Brasil (ANVISA, 2017). 

 Diversos fatores de riscos estão associados a ocorrência de pneumonia 

associada a ventilação mecânica, são exemplos: o tempo de permanência hospitalar, 

o uso de ventilação mecânica e reintubação. A incidência apresenta-se entre 23% e 

40% dos pacientes internados (MOTA et al., 2017; SOUZA et al., 2018; RESENDE et 

al., 2013). 

A cavidade oral pode ser local de reserva de patógenos respiratórios em 

pacientes que estão submetidos a ventilação mecânica. Portanto, compreende-se o 

importante papel da microbiota oral no desenvolvimento do processo de pneumonia 

associada a ventilação mecânica e a necessidade da higiene oral em pacientes 

internados em Terapia Intensiva como forma de prevenção dessa condição (SOUZA 

et al., 2017; VIDAL et al., 2017). Visto isso, é importante buscar novas formas de 

desinfecção e prevenção de infecções hospitalares com menor risco de resistência 

bacteriana e efeitos colaterais aos pacientes. 

A Terapia Fotodinâmica (TFD), além de outras modalidades, também tem se 

mostrado efetiva contra bactérias e fungos, mesmo os micro-organismos resistentes 

aos fármacos, sem ocasionar danos aos tecidos sadios. Portanto, esta técnica pode 

ser utilizada de forma alternativa ou complementar nas terapias antimicrobianas já 

existentes (LEITE; PIVA; MARTINS-FILHO, 2015). A técnica consiste em gerar altos 

níveis de estresse oxidativo por meio da tríade da TFD – luz, oxigênio e 

fotossensibilizador (FS), dessa forma inviabilizando células e micro-organismos 

(BARCESSAT et al., 2013; CIEPLIK, 2014; PARASURAMAN et al., 2019). 

Diante da relevância sobre o que fora exposto, verifica-se a necessidade de 

busca por métodos que sejam eficazes no auxílio do protocolo terapêutico de 

descontaminação oral reduzindo micro-organismos que são responsáveis pelas 

infecções hospitalares em pacientes que apresentem o mínimo de efeitos adversos e 

efetividade contra esses agentes patogênicos em questão.  



14 
 

O presente estudo objetiva avaliar o efeito da Terapia Fotodinâmica nos micro-

organismos orais de pacientes internados em CTI. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 PACIENTES SOB CUIDADOS INTENSIVOS DE SAÚDE 

 

A sobrevida dos pacientes críticos é assegurada com a tecnologia utilizada nas 

Unidades de Terapia intensiva, no entanto, há um aumento dos fatores de riscos que 

levam ao desenvolvimento de infecções, principalmente a pneumonia associada a 

ventilação mecânica, 25% das Infecções relacionadas a assistência à saúde – IRAS, 

ocorrem em pacientes internados em Unidades de Terapia Intensiva, este ambiente é 

considerado como epicentro das infecções oportunistas (MOTA et al., 2017; JOHANI 

et al., 2017). 

Durante a intubação orotraqueal os pacientes permanecem com a boca aberta, 

em consequência a isso há redução do fluxo salivar e aumento de placa bacteriana, 

além de procedimentos invasivos aos quais são submetidos esses pacientes. A 

imunidade prejudicada, o uso indiscriminado de antimicrobiano prévio, o tempo de 

permanência de internação e a gravidade da condição que o levou a internação, estes 

são os principais fatores de risco para o desenvolvimento de infecções dentro do 

hospital (DA COLLINA  et al., 2017; PARASURAMAN et al., 2019; MOTA et al., 2017). 

 

2.1.1 Infecções Relacionadas a Assistência à Saúde 

 

O Centers for Disease Control and Prevention (CDC) conceitua infecções 

relacionadas a ventilação mecânica como infecção adquirida durante o tratamento em 

serviço de saúde manifestando-se de maneira local ou sistêmica (CDC, 2015) ainda 

são eventos adversos persistentes nos serviços de saúde. Estes aumentam os custos 

da assistência ao paciente, o tempo de internação, e morbidade e mortalidade 

(ANVISA, 2017). 

Dentre as IRAS a Pneumonia associada à ventilação mecânica é uma das mais 

frequentes e se desenvolve a partir de 48 horas de intubação endotraqueal. Esta 

condição promove impacto na morbidade, mortalidade, além de aumento dos custos 

nos serviços de saúde, sendo importante priorizar métodos preventivos para esta 

condição. A higiene oral é essencial nas estratégias de prevenção a PAVM 

(LOURENÇONE et al., 2019; DA COLLINA et al., 2017). 
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2.2 TERAPIA FOTODINÂMICA 

 

2.2.1 Histórico 

 

A Fototerapia era utilizada desde a antiguidade na Grécia, Egito e Índia como 

tratamento médico alternativo (MAHMOUDI et al., 2018).  No entanto, a origem da 

Terapia Fotodinâmica deu-se no século XX, em Munique, na Alemanha. Oscar Raab 

e seu professor Herman Von Tappeiner observaram que o Paramecium caudatum 

morria rapidamente após ser exposto à luz solar na presença do corante laranja de 

acridina. Ampliando as pesquisas sobre o evento observado, Herman Von Tappeiner 

descobriu a necessidade do oxigênio para a reação. Em 1907, foi publicado um livro 

sobre essa terapia no tratamento de tumor cutâneo e partículas infecciosas (ISSA; 

MANELA-AZULAY, 2010; SELLERA; NASCIMENTO; RIBEIRO, 2016; SABINO et al., 

2016).  

A TFD começou a ser utilizada clinicamente entre os anos 70 e 80. Nesse 

período iniciaram os estudos do mecanismo e utilização clínica dos 

fotossensibilizadores derivados da hematoporfirina para tratamento de tumores 

(DOUGHERTY, 1993).  

Vários tipos de fotossensibilizadores (FS) foram desenvolvidos e aplicados em 

ensaios pré-clínicos e ensaios clínicos nas últimas três décadas. A terapia 

fotodinâmica é aplicada com sucesso em diversas áreas: dermatologia, odontologia, 

oftalmologia, entre outros (ZHANG et al., 2018). 

A TFD antimicrobiana tem se mostrado como um bom tratamento coadjuvante 

na redução de micro-organismos patogênicos, mesmo os que apresentam resistência 

a drogas utilizadas (SOUSA et al., 2016). Esta representa uma opção de terapia para 

inativar células de micro-organismos através de luz e fotossensibilizador não-tóxico 

aos tecidos biológicos (SANTI et al., 2018; MATOS et al., 2018). 

 

2.2.2 Fotossensibilizadores 

 

Estudos que envolvem a TFD antimicrobiana vêm utilizando como 

fotossensibilizador moléculas derivadas principalmente dos fenotiazínicos como o azul 

de toluidina e o azul de metileno (Figura 1), e produtos naturais como hipericina, 

riboflavina e curcumina (ABRAHAMSE; MICHAEL, 2016). 
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                      Figura 1 – Fórmula molecular do Azul de metileno (a) e Azul de toluidina (b) 

 

Fonte: Ormond (2013) 

 

Para ser considerado ideal o fotossensibilizador deve apresentar as seguintes 

características: ter composição conhecida e ser uma substância pura, estável à 

temperatura ambiente, não apresentar toxicidade aos tecidos do indivíduo, obter alto 

rendimento de geração de oxigênio singleto e espécies reativas de oxigênio, 

apresentar bandas de absorção intensas com mínima concentração de FS e menor 

dose luminosa estas capazes de atingir o efeito fotoquímico (ORMOND; FREEMAN, 

2013; SABINO et al., 2016). 

O fotossensibilizador mais utilizado na terapia fotodinâmica antimicrobiana é o 

azul de metileno e sua concentração e PH são fatores importantes para a aplicação 

antimicrobiana. O azul de metileno é um corante pertencente da família das 

fenotiazinas, e induz formação de radicais da reação do tipo I ou a formação de 

oxigênio singleto na reação tipo II (HUANG et al., 2019; TOKUBO et al., 2018). 

 A absorção da luz se dá entre 500-700nm, sendo que o espectro de absorção 

tem picos na região ultravioleta entre 245nm e 290nm e máxima absorção em torno 

de 665nm (Figura 2). Este fotossensibilizador na TFD apresenta habilidades 

antimicrobianas contra bactérias Gram positivas, Gram negativas e também contra 

fungos (SORIA-LOZANO et al., 2015; DOS SANTOS, 2018). 

 

 

 

 

 

 

 

 

(b) (a) 
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            Figura 2 – Espectro de absorção do Azul de metileno 

 

Fonte: Adaptado de DOS SANTOS, 2018. 

 

2.2.3 Fontes de luz na TFD 

 

Para que o efeito terapêutico seja obtido durante a aplicação da Terapia 

fotodinâmica é necessário que haja uma combinação ideal entre fotossensibilizador e 

parâmetros de irradiação (SANTI et al., 2018). Os estudos clínicos, em sua maioria, 

utilizam luz de comprimento de onda entre 625 e 633nm, estes comprimentos 

conseguem permitir maior penetração nos tecidos biológicos. Portanto, as fontes de 

luz disponíveis para proceder a terapia fotodinâmica são: as lâmpadas de amplo 

espectro, LED e Lasers (ISSA; MANELA-AZULAY, 2010). 

 As fontes de luz LED compreendem um chip semicondutor localizado em uma 

superfície reflexiva. Quando há execução da eletricidade pelo semicondutor há 

produção da luz. O que determina o comprimento de onda da luz produzida é a 

composição do chip semicondutor. Portanto, a profundidade de penetração do tecido 

e o alvo da luz são fatores dependentes desse comprimento de onda (OPEL et al., 

2015). Comparados aos Lasers, são portáteis e mais baratos, além de sua irradiação 

ser menos prejudicial para os olhos dos pacientes e profissionais, permitindo assim 

maior tempo de irradiação (VALLE et al., 2019).  

A luz LED azul apresenta comprimentos de onda de 400nm a 470nm e tem 

penetração máxima de 1mm. Devido a esse fator, a aplicabilidade é adequada para 

tratamentos de condições mais superficiais (OPEL et al., 2015). Outra limitação é o 

longo tempo de ativação do FS. Como observado no estudo de Valle et al. (2019), o 

tempo de aplicação do laser foi bem maior em comparação a aplicação da luz LED, a 

aplicação do LASER diodo foi feita com duas potências (12 e 18 segundos) e a 



19 
 

aplicação de LED em uma (2 minutos e 23 segundos) (BANSAL et al., 2019; CHAVES 

et al., 2014). 

A palavra LASER vem do acrônimo em inglês de “light amplification by 

stimulated emission of radiation”, e consiste em um dispositivo de luz, cuja cavidade 

óptica ressonante é capaz de gerar luz por meio da passagem de uma corrente 

elétrica. (BANSAL et al., 2019). Eles são classificados quanto a intensidade e 

capacidade de interação com tecidos biológicos: lasers de alta intensidade e os lasers 

terapêuticos de baixa intensidade de energia (NEVES et al., 2005).  

O laser de baixa potência atua com dosagem baixa de energia e comprimentos 

de onda apropriados aos tecidos biológicos (entre 600nm e 1000nm), dessa forma 

não causa aumento de temperatura e efeitos adversos (ANDERS et al., 1993; 

POSTEN et al., 2005). A terapia com laser de baixa potência é indolor e não invasiva 

podendo ser indicada mesmo para pacientes que são impedidos de usarem 

medicamentos (ABDULJABBAR et al., 2017). 

Os efeitos biológicos resultantes de terapia com laser de baixa potência são de 

estímulo a atividade celular, como redução de células inflamatórias, aumento da 

proliferação de fibroblastos, síntese de colágeno e estímulo da angiogênese. Com isso 

há uma aceleração no processo de cicatrização de feridas (CHAVES et al., 2014; 

BRASSOLATTI et al., 2016). 

 

2.2.4 Mecanismo de ação da Terapia fotodinâmica 

 

A Terapia Fotodinâmica constitui-se da interação entre três elementos 

principais: o fotossensibilizador, a luz visível de comprimento de onda específico e o 

oxigênio. Quando o fotossensibilizador no estado fundamental é irradiado pela luz 

ocorre absorção de fótons, além disso, elétrons das moléculas são elevados para um 

nível de maior energia e atingem o estado singleto excitado (MIRANDA; COLOMBO 

2017; CARMELLO et al., 2015; VOLPE, 2018). 

Este estado é instável e de curta duração, ou seja, tende a retornar ao estado 

fundamental liberando fluorescência. Nesta tentativa de retorno ao estado 

fundamental as moléculas do FS passam para o estado tripleto excitado, de menor 

nível energético. As moléculas do FS tripleto passam por dois tipos de reações: 

Reação tipo I e reação tipo II (DENIS et al., 2011; MAJEWSKI; JORGE; JUNQUEIRA, 

2014). 
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Na reação tipo I, as moléculas do estado ativado do FS atuam na transferência 

de elétrons em um substrato (ex.: moléculas orgânicas, membrana celular) resultando 

na produção de radicais livres que, ao reagir com o oxigênio, geram espécies reativas 

de oxigênio (EROs) como ânion superóxido, peróxido de oxigênio e radical hidroxila. 

Na reação tipo II, as moléculas excitadas do fotossensibilizador transferem energia 

para o oxigênio molecular no estado tripleto fundamental, gerando oxigênio singleto 

(1O2), que por sua vez é altamente reativo (HU et al., 2018; HUANG et al., 2019). Esta 

reação fotoquímica é representada na Figura 3.  

Qualquer macromolécula orgânica apresenta-se como potencial alvo para a 

TFD, pois as EROs não apresentam especificidade de reação com moléculas 

orgânicas. Os radicais livres gerados na reação tipo I e oxigênio singleto proveniente 

da reação tipo II são citotóxicos (DENIS et al., 2011; CARMELLO et al., 2015; HSIEH, 

2018). 

 

                                            Figura 3 – Reação fotoquímica da Terapia Fotodinâmica  

 

                                                                       Fonte: DENIS et al. (2011) 

 

 Portanto, a TFD antimicrobiana pode ser um tratamento alternativo para 

doenças relacionadas a micro-organismos formadores de biofilme. A combinação do 

fotossensibilizador - que é absorvido pelas células microbianas, e a irradiação de luz 

- resultam na morte celular desses micro-organismos (LEAL et al., 2017). 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

• Avaliar o efeito da Terapia Fotodinâmica nos micro-organismos orais de 

pacientes internados em Centro de Terapia Intensiva. 

 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Analisar o perfil microbiológico da saliva dos pacientes inclusos na pesquisa  

• Investigar alterações da microbiota oral após 48 horas de internação em CTI 

• Avaliar o efeito antimicrobiano do Azul de metileno sem a irradiação do laser 

• Identificar os micro-organismos presentes nas amostras de fluido oral coletados 
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4 MATERIAL E MÉTODOS  

 

Essa pesquisa foi aprovada pelo Comitê de Ética e Pesquisa (CEP) da 

Universidade Federal do Amapá (parecer n°2.349.365; ANEXO A) e registrado no 

Registro Brasileiro de Ensaios Clínicos (ReBEC número: RBR-6VZH6P).  

Participaram da pesquisa os pacientes que tiverem o termo de consentimento 

livre e esclarecido – TCLE (APÊNDICE A) assinado por eles ou pelo responsável. 

 

4.1 DESENHO DE ESTUDO 

 

 A presente pesquisa é um estudo descritivo de abordagem quantitativa, 

exploratória, experimental, com amostra de conveniência, realizada no Centro de 

Terapia Intensiva do Hospital de Clínicas Dr. Alberto Lima e no Laboratório Especial 

de Microbiologia Aplicada (LEMA) da Universidade Federal do Amapá entre 11 de 

dezembro de 2018 a 14 de dezembro de 2019.  

 A pesquisa se deu pela coleta de amostra de fluido oral dos pacientes em até 

24 horas de admissão em CTI. Após 48 horas da primeira coleta duas novas foram 

realizadas, sendo uma antes e outra após a aplicação intraoral da terapia fotodinâmica 

ou aplicação do azul de metileno sem irradiação, a depender do grupo de pesquisa 

em que o participante fora alocado. As amostras seguiram para análise 

microbiológica.   

O CTI do Hospital de Clínicas Dr. Alberto Lima recebe pacientes com 

procedências diversas tanto das clínicas do hospital quanto de transferências de 

unidades externas, e diferentes motivos de internação. Devido a essa característica 

de abranger todos os pacientes que necessitam de acompanhamento intensivo de 

saúde que caracteriza o local como centro de terapia intensiva.   

 

4.1.1 Participantes da pesquisa e critérios de elegibilidade 

 

Para a inclusão dos participantes da pesquisa era necessário que estes 

estivessem internados em Centro de terapia intensiva com menos de 24 horas da 

admissão, ambos os gêneros e quaisquer condição de saúde.  

Nos critérios de exclusão entram os pacientes que foram submetidos à higiene 

oral no dia da coleta, abertura de boca insuficiente para a visualização do local de 
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aplicação da TFD, contaminação da amostra c2 por fluido oral que não seja do local 

padronizado para a pesquisa e o impedimento de realização de uma das coletas. No 

laboratório os meios que apresentassem quantidade de UFC menor que 30 e maior 

que 300 eram excluídos da análise, exceto os meios referentes às coletas c2 de 

ambos os grupos de pesquisa não eram excluídos se apresentassem quantidade de 

UFC menor que 30. 

 Os participantes da pesquisa foram selecionados durante a admissão em CTI. 

Foram recrutados 34 pacientes, sendo 14 pacientes excluídos (6 pacientes não 

completaram as coletas por motivo de alta ou óbito, 1 paciente com abertura 

insuficiente de boca para fazer os procedimentos da pesquisa, 2 pacientes foram 

excluídos por contaminação da amostra c2 em fluido oral proveniente de fora do local 

padrão de coleta e 5 pacientes tiveram amostras com crescimento de UFC <30 ou 

>300). 

 

4.2 GERAÇÃO DE SEQUÊNCIA DE ALOCAÇÃO  

 

Inicialmente, os grupos experimentais e de controle foram sorteados em 

sequência única aleatória em randomização simples. Assim, na medida em que havia 

admissão dos pacientes na UTI eles eram tratados de acordo com a sequência pré-

definida. Foi utilizado o aplicativo online Research Randomizer (URBANIAK; PLOUS, 

2013). Foram sorteados números de 1 a 2, sendo que o número 1 representou o Grupo 

G1 (experimental) e o 2 representou o Grupo G2 (controle). A sequência gerada 

continha 20 números (gerando uma sequência de alocação para 20 pacientes, ou 

seja, 10 pacientes por grupo). 

 

4.3 RECRUTAMENTO DA EQUIPE DE PESQUISA E CEGAMENTO 

 

 A equipe da pesquisa era composta por profissionais da saúde que incluía 

cirurgiões dentistas (3), técnico em saúde bucal (1), enfermeiro (1), Graduandos em 

enfermagem (2), Farmacêutico (1) e bioquímico (1). 

A equipe responsável pelo procedimento com os pacientes no hospital foi 

recrutada de forma que profissionais, cirurgiões-dentistas e o técnico em saúde bucal 

fossem responsáveis pela etapa de intervenção com TFD. Dois pesquisadores já 

trabalhavam no hospital em que foi desenvolvida a pesquisa. No laboratório de 
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microbiologia a equipe foi composta pelos demais pesquisadores para garantir o 

cegamento do estudo e eram responsáveis pelo processamento das amostras obtidas 

no hospital desde contagem de UFC até a identificação dos micro-organismos. 

A equipe atuante na pesquisa foi composta de pesquisadores com as seguintes 

responsabilidades: alocação numérica dos grupos e indivíduos de forma aleatória, 

transporte das amostras salivares coletadas entre o hospital e o laboratório de 

microbiologia, e o processamento das amostras obtidas no hospital em laboratório 

para gerar os dados.  

A geração de sequência de alocação foi elaborada por uma primeira equipe, 

essa mesma equipe teve a responsabilidade de transportar as amostras obtidas no 

hospital para o laboratório de microbiologia e revelar a intervenção alocada no 

momento da intervenção para a equipe responsável pela execução da TFD.  

A TFD e coletas foram realizadas por outra equipe de pesquisadores, estes não 

tinham acesso à correspondência numérica da alocação de pacientes, por isso, o 

pesquisador da primeira equipe que detinha a sequência de alocação participou do 

processo de pesquisa no hospital. 

Foram feitos procedimentos laboratoriais como semeio em meio de cultura, 

contagem e identificação de micro-organismos por uma terceira equipe de 

pesquisadores. Faziam parte dessa equipe os profissionais atuantes no laboratório de 

microbiologia. Estes receberam as amostras salivares do hospital identificadas por um 

número que representa o paciente, porém, não revela a qual grupo o paciente foi 

alocado. Mesmo que o fotossensibilizador azul de metileno confira à amostra uma 

coloração azulada, visivelmente não há possibilidade de saber se foi ou não feita 

incidência de luz. 

O terceiro nível de cegamento do estudo foi garantido pelos pacientes, durante 

o procedimento eles utilizaram óculos de proteção com bloqueio total de passagem 

luminosa caso estivessem conscientes no momento da aplicação, muitos pacientes 

se encontravam inconscientes durante o período da pesquisa. 

 

4.4 INTERVENÇÕES 

 

4.4.1 Coleta de fluído oral 
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As coletas de fluido oral foram obtidas por meio da umidificação prévia da 

cavidade oral com água destilada seguida de aspiração com uma pipeta descartável 

na região posterior ao último molar denominada trígono retromolar, este foi definido 

como local padrão de coleta.  

O material coletado foi acondicionado imediatamente em tubos de ensaios 

estéreis e identificados pelo número correspondente ao leito em que se encontrava os 

pacientes. As amostras foram encaminhadas ao Laboratório de Microbiologia. 

As amostras c0 foram obtidas nas primeiras 24 horas de internação em CTI do 

paciente, após 48 horas desse procedimento, duas novas amostras de fluido oral eram 

obtidas; a primeira, c1 era feita antes da intervenção e a segunda, c2, após a 

intervenção. 

 

4.4.2 Intervenção realizada no Grupo Experimental (G1) 

 

Entre as coletas das amostras salivares c1 e c2 dos pacientes alocados no 

Grupo experimental aplicou-se a Terapia fotodinâmica (TFD). A técnica escolhida para 

a presente pesquisa foi selecionada de acordo com estudo prévio do mesmo grupo 

de pesquisa (APÊNDICE B). 

Foram aplicadas cinco gotas do fotossensibilizador azul de metileno a 0,5% no 

trígono retromolar, esperou-se 1 minuto (tempo denominado de pré-irradiação) e em 

seguida procedeu-se a irradiação com laser vermelho no local onde foi aplicado o FS 

(Figura 4). Durante as aplicações da TFD, pacientes e profissionais utilizaram óculos 

de proteção específicos. 

 

Figura 4 – Aplicação do fotossensibilizador (Azul de metileno) na cavidade oral (a). Irradiação do 

LASER sobre o fotossensibilizador – TFD (b). 

 

                                                                   Fonte: acervo da pesquisa. 

(a) (b) 
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O equipamento utilizado para realizar a irradiação do laser foi o Twin Flex MM 

Optics (São Carlos – Brasil). Os parâmetros da fonte de luz utilizados na pesquisa 

foram: comprimento de onda de 600nm, potência de 40mW, energia de 3,6J, 

densidade de energia de 90J/cm2, densidade de potência de 1000mW/cm2, 1minuto 

e 30 segundos de irradiação pontual no local padrão de coleta e irradiação única. 

 

Figura 5 – Aparelho LASER utilizado na pesquisa 

 

Fonte: Disponível em <http://www.laser.odontologia.ufba.br/equipamentos.html 

 

4.4.3 Intervenção realizada no Grupo Controle (G2) 

 

Os pacientes alocados no grupo controle receberam somente a aplicação de 5 

gotas de fotossensibilizador Azul de Metileno a 0,5% sem irradiação, aguardou-se 1 

minuto. O aparelho foi posicionado no local da aplicação permanecendo com a fonte 

de luz desligada. Depois de 1,5 minutos a coleta de fluido oral foi realizada.  A 

admissão do grupo controle neste estudo com o fotossensibilizador azul de metileno 

visou o cegamento da equipe da análise microbiológica em função da pigmentação 

característica do fotossensibilizador utilizado e também para avaliar o potencial 

antimicrobiano do FS na ausência da fonte de luz. A Figura 6 representa as 

intervenções realizadas nos dois Grupos da pesquisa. 

 

 

http://www.laser.odontologia.ufba.br/equipamentos.html
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Figura 6 – Intervenção nos grupos da pesquisa 

 

                                                     Fonte: autoria própria 

 

4.5 ANÁLISE MICROBIOLÓGICA 

  

4.5.1 Contagem de Unidades Formadoras de Colônias 

 

As amostras foram diluídas e homogeneizadas em agitador tipo Vortex para 

semeio no meio de cultura Ágar Sangue. As diluições ocorreram de forma seriada em 

tubos previamente preenchidos com 9 ml de solução salina estéril nas proporções de 

1:10 a 1:100.000, das quais foram semeadas pelo método de espalhamento 100 μl de 

cada diluição escolhendo-se a diluição que possibilitasse a contagem de UFC que 

apresentasse entre 30 e 300, a delimitação deste intervalo de UFC reduz a 

possibilidade de imprecisões na contagem (TORTORA; FUNKE; CASE, 2017, p. 167) 

para as amostras desse trabalho a diluição de escolha foi 10-5. 

Os meios semeados foram incubados em 5% de tensão de CO2 (método da 

vela) a 37°C em estufa bacteriológica pelo período de 24 horas. Então as UFC foram 

contadas caso o número de UFC corresponda entre 30 e 300 unidades. Por sua vez, 

a contagem e a caracterização macroscópica das UFC foram feitas com o auxílio de 

lupa sob luz emergente no contador de colônias CP600 Plus – Phoenix. O processo 

da chegada das amostras ao laboratório até a contagem é expresso resumidamente 

na Figura 7. 
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Figura 7 – Processo de pesquisa no laboratório para a contagem das UFC 

 

                                                              Fonte: Autoria própria 

 

4.5.2 Identificação de Cocos Gram Positivos 

 

Após a contagem, cada colônia de morfotipo macroscópico diferente do meio 

de cultura passa pelo processo de coloração de Gram para haver a classificação 

morfológica dos micro-organismos. Após a coloração, os micro-organismos foram 

observados com microscópio óptico em aumento de 1000x. 

Foram feitos repiques do meio Ágar sangue para o meio Ágar Mueller Hinton 

(AMH) isolando colônias pela técnica de estrias por esgotamento. Após a incubação 

em estufa bacteriológica por 24 horas fez-se o teste da catalase para a distinção 

desses cocos em Staphylococcus spp ou Streptococcus spp.  

Neste teste a colônia a ser identificada foi removida com a alça bacteriológica 

e posta em lâmina de vidro, colocou-se sobre o esfregaço uma gota de peróxido de 

hidrogênio a 3%. Quando há formação de “bolhas” de O2, entende-se que há a 

presença da enzima Catalase, portanto, tais micro-organismos são Staphylococcus 

spp. Quando não ocorre a formação de bolhas, os micro-organismos são identificados 

como Streptococcus spp (Figura 8). 

 

Amostras 
salivares da 

CTI chegam ao 
laboratório

Diluição 
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Semeio em 
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sangue
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bacteriológica 
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Contagem das 
UFC
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Figura 8 – Teste da catalase à esquerda negativo (Streptococcus spp) e à direita positivo 

(Staphylococcus spp). 

 

 

 

 

 

                                                            Fonte: Acervo da pesquisa. 

 

Colônias de Staphylococcus spp passaram ainda pelo teste da Coagulase e 

Dnase para as identificações de possíveis Staphylococcus aureus. A figura 9 mostra 

o fluxo para identificação dos CGP. 

 

Figura 9 – Fluxograma de identificação dos cocos Gram positivos  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                 Fonte: Adaptado de ANVISA, 2008. 

 

O teste da coagulase consiste na verificação de formação ou não de coágulos 

nos tubos com plasma sanguíneo semeados com a colônia em questão após um 

período de 4 horas em estufa a 35°C ou 24 horas caso não haja formação de coágulo. 

Coagulase positiva refere-se à formação de coagulo após esse período em estufa 

bacteriológica, e coagulase negativa a não formação desse coagulo. As colônias que 

foram selecionadas nesse teste são Staphylococcus spp. Após, são classificadas 

como Staphylococcus coagulase negativa caso o teste seja negativo, e 

Staphylococcus aureus caso haja formação de coagulo total ou parcial no tubo 

(ANVISA, 2008). 
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 O teste da Dnase consiste na observação de um halo rosado/ púrpura no local 

onde fora inoculada a colônia em questão em meio Agar Dnase – Azul de toluidina. O 

Staphylococcus aureus apresenta-se positivo nesse teste (LABORCLIN, 2018). 

 

4.5.3 Identificação de Bacilos Gram Negativos 

 

Os Bacilos Gram negativos foram repicados em Meio Ágar EMB (Ágar Eosine 

methylene Blue), este promove o crescimento de BGN e dificulta o crescimento de 

CGP. A semeadura neste meio foi realizada pela técnica do esgotamento para haver 

o isolamento de colônias, estas após incubação em estufa bacteriológica por 24 horas 

foram semeadas em meio TSI (Triple sugar Iron) e incubadas novamente por 24 horas 

em estufa (Figura 10). A série bioquímica foi realizada e também é uma técnica para 

identificar Bacilos Gram negativos pela análise do comportamento bioquímico que 

esses micro-organismos apresentam (Figura 11). 

 

Figura 10 – Meios TSI após serem semeados com BGN e incubados em estufa por 24 horas 

 

 

 

 

 

 

 

 
                                         Fonte: Acervo da pesquisa. 

 

Figura 11 – Série Bioquímica. (1) Glicose, (2) Sacarose, (3) Lactose, (4) meio SIM, (5) Citrato, (6) 

Arginina, (7) Ornitina. 
 

 

 

 

 

 

 

                                                     Fonte: Acervo da pesquisa. 
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4.5.4 Identificação de leveduras 

 

As colônias de leveduras foram semeadas em meio Cromogênico HicromeTM 

Candida Differential Agar para identificação das espécies de Candida sp. As placas 

foram incubadas em estufa bacteriológica a 30°C durante 48. Tais identificações são 

realizadas seguindo as instruções do fabricante do meio pela coloração que as 

colônias apresentavam.  A figura 12 apresenta o Meio HicromeTM Candida Differential 

Agar com colônias de leveduras apresentando coloração verde-claro, identificadas 

como colônias de Candida albicans. 

 

Figura 12 – Colônias de Candida albicans em meio HicromeTM Candida Differential Agar 

 

                                                               Fonte: Acervo da pesquisa 

 

4.6 MÉTODOS ESTATÍSTICOS 

 

Os dados foram organizados na planilha eletrônica Microsoft Excel, na versão 

do Microsoft Office Professional Plus 2010 e analisados por meio do software 

estatístico GraphPad Prism 8. 

 A variável quantitativa foi obtida por meio de contagem de UFC/mL das 

amostras salivares, sendo utilizadas as seguintes fórmulas: 

 

➢ UFC/mL =
(número de UFC x Fator de diluição)x100

volume salivar pipetado na placa (ml)
 

➢ Porcentagem de redução =
(UFC antes−UFC depois)x100

UFC antes
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Utilizou-se estatística descritiva com: média, mediana (medida de tendência 

central) e desvio padrão (medida de dispersão). As análises foram realizadas com 

nível de significância de 5%. Foi calculada a média da variação percentual nos grupos 

controle e experimental. Como os dados apresentaram-se não paramétricos foi 

realizada a análise da diferença entre as médias de contagem de UFC antes e após 

intervenção em cada grupo experimental pelo Teste U de Mann-Whitney. 

 

5 RESULTADOS 

 

5.1 PERFIL MICROBIOLÓGICO DOS PARTICIPANTES DA PESQUISA 

 

Foram coletados 34 pacientes entre 11 de dezembro de 2018 e 14 de dezembro 

de 2019. Destes, 20 pacientes foram alocados nos grupos de pesquisa, 10 foram 

alocados no grupo experimental (G1) e 10 alocados no grupo controle (G2). Os 20 

pacientes apresentavam idades entre 18 e 81 anos (média 54,05), sendo 13 do sexo 

masculino (65%) e 7 do sexo feminino (35%).  

Dentre os CGP foram identificados Staphylococcus Coagulase negativa (SCN), 

Staphylococcus aureus e Streptococcus spp. Os BGN identificados nas amostras 

foram Pseudomonas aeruginosa, Proteus spp, Klebsiella spp, Escherichia coli. As 

leveduras foram identificadas como Candida albicans. Os micro-organismos mais 

frequentes nas amostras da pesquisa foram os.Streptococcus spp. 

As amostras da coleta c0 apresentaram micro-organismos distintos das 

amostras das coletas c1 e c2. A TFD não erradicou nenhum micro-organismo com a 

redução de UFC, portanto, as amostras das coletas c1 e c2 possuem os mesmos. 

Dessa forma, a ocorrência destes foi organizada em dois momentos: no dia da 

internação (c0) e após 48 horas de internação (c1/c2). 

 Staphylococcus coagulase negativa, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella 

spp, Proteus spp e Escherichia coli foram os micro-organismos que se apresentaram 

mais frequentemente nas amostras da coleta c1 e c2, ou seja, a colonização 

microbiana ocorreu após 48 horas de internação. A ocorrência dos micro-organismos 

isolados na pesquisa por amostras no dia da admissão e após 48 horas de internação 

e por pacientes está discriminada na Tabela 1. 
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Tabela 1 –% de Micro-organismos isolados das amostras de fluido oral em coletas até 24 horas de 

internação do paciente (c0) e em coletas após 48 horas de internação (c1 e c2) 

Micro-organismos amostras c0  amostras c1 n pacientes 

Streptococcus spp 15 (75%) 9 (45%) 16 (80%) 

Staphylococcus 

coagulase negativa 

7 (35%) 11 (55%) 12 (60%) 

Pseudomonas 

aeruginosa 

3 (15%) 4 (20%) 5 (25%) 

Klebsiella spp 1 (5%) 3 (15%) 3 (15%) 

Staphylococcus 

aureus 

2 (10%) 1 (5%) 3 (15%) 

Candida albicans 2 (10%) 1 (5%) 3 (15%) 

Proteus spp 1 (5%) 2 (10%) 2 (10%) 

Escherichia coli 1 (5%) 2 (10%) 2 (10%) 

Fonte: Dados da pesquisa 

 

5.2 COMPARAÇÃO QUANTITATIVA DE UFC DAS AMOSTRAS C0 E C1 

 

Esta análise foi realizada independente do grupo de pesquisa alocado, já que 

as coletas c0 e c1 foram feitas da mesma forma para todos os pacientes da pesquisa. 

A média da contagem de UFC das amostras c1 foi maior que a média de contagem 

de UFC das amostras c0, ou seja, a alteração da microbiota oral detectada nesta 

população é numérica, ocorrendo um aumento de UFC após 48 horas de internação 

em CTI. A Tabela 2 mostra os valores da estatística descritiva dos dados referentes 

as amostras c0 e c1: 

 

Tabela 2 – Tabela descritiva dos dados (n° de UFC) das amostras c0 (até 24 horas de admissão) e c1 

(após 48 horas de admissão) 

Momento de observação Até 24 horas de admissão 

em CTI (c0) 

Após 48 horas de admissão 

em CTI (c1) 

N 20 

Média 78,30 151,50 

Desvio Padrão 72,60 83,77 

Mediana 49,50 170,50 

Mínimo 0 32 

Máximo 258 289 

Teste Mann-Whitney U (p) 0,0033 

Fonte: Dados da pesquisa 
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 Foi realizado o teste de Mann-Whitney para análise de diferença entre os 

grupos. Verificou-se que houve diferença estatisticamente significante (p=0,0033) 

entre as amostras das coletas c0 e c1. Todos os valores da estatística descritiva são 

superiores nos dados referentes após 48 horas de internação. 

 Verificou-se que 80% dos pacientes apresentaram mais UFC nas amostras 

coletadas após 48 horas de internação se comparados com as amostras coletadas 

nas primeiras 24 horas de internação (Figura 13). Apenas 20% dos pacientes tiveram 

amostra da coleta inicial c0 superior à amostra da coleta c1.  

 

Figura 13 – Prevalência de aumento numérico de UFC em 48 horas da primeira coleta de 

fluido oral. 

 

 

 

 

 

 

      

Fonte: Dados da pesquisa 

 

 

5.3 COMPARAÇÃO QUANTITATIVA DE UFC DAS AMOSTRAS C1 E C2 DO 

GRUPO EXPERIMENTAL 

 
Na análise dos dados da contagem de UFC encontrada nas amostras das 

coletas c1 e c2 (respectivamente antes e após a TFD) observou-se que a terapia 

fotodinâmica aplicada em cavidade oral atuou na redução estatisticamente significante 

(p=0,004) do número total de UFC.  

Os meios de culturas semeados com as amostras salivares c2 apresentam 

menor número de UFC em comparação a c1 do mesmo paciente, essa diferença 

quantitativa pode ser observada macroscopicamente nos meios de cultura semeados 

(Figura 14). Em média a redução de micro-organismos no grupo experimental foi de 

78,6%, a Figura 15 apresenta as médias das contagens realizadas antes e após a 

TFD no grupo experimental.  

80%

20%

quantidade de ufc aumentou em 48 horas
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Figura 14 – Meios de cultura c1 e c2 após 24 horas de incubação.  

 

 

 

 

 

                                                         

Fonte: Acervo da pesquisa 

 

Figura 15 – Médias de UFC/mL das amostras antes e após a TFD do grupo experimental 

 

                                                        Fonte: Dados da pesquisa. 

A diferença entre os tempos experimentais antes e após a intervenção com 

terapia fotodinâmica mostrou-se significante, pois p<0,05. Os dados do grupo controle 

apresentam-se numericamente superiores nos dados referentes à antes da TFD e a 

média da variação percentual de redução dos UFC foi de 78,6%, tais análises 

estatísticas descritivas foram expressas na Tabela 3.  

 

Tabela 3 – Tabela descritiva dos dados (n° de UFC) antes e após aplicação da TFD no grupo 

experimental 

Terapia fotodinâmica (TFD) Antes (10-5 ufc/mL)  Depois (10-5 ufc/mL) 

n 10 

Média 128,00 32,10 

Desvio padrão 89,50 28,43 

Mediana 99,00 17,00 

Mínimo 32,00 5,00 

Máximo 289,00 80,00 

Variação percentual média 78,6% 

Teste Mann-Whitney U (p) 0,0021 

Fonte: Dados da pesquisa 
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5.4 COMPARAÇÃO QUANTITATIVA DE UFC DAS AMOSTRAS C1 E C2 DO 

GRUPO CONTROLE  

 

No grupo em que foi aplicado apenas o fotossensibilizador Azul de metileno 

sem a irradiação do laser vermelho obteve um percentual de redução média 

microbiana de 24,4%, observa-se a diferença das médias de contagens de UFC antes 

e após intervenção na figura 16. Essa taxa de redução não é estatisticamente 

significante, já que o p>0,05 no Teste Mann-Whitney U (Tabela 4). 

 

Figura 16 – Médias de UFC/ml.10-5 antes e após aplicação do Azul de metileno em pacientes do 

grupo controle 

 

                                                         Fonte: Dados da pesquisa 

 

Tabela 4 – Tabela descritiva dos dados (n° de UFC) antes e após aplicação do azul de metileno sem 

irradiação no grupo Controle 

Aplicação do Azul de 

metileno 

Antes (10-5 ufc/mL)  Depois (10-5 ufc/mL) 

N 10 

Média 175,00 132,2 

Desvio padrão 74,69 57,87 

Mediana 185,00 136,50 

Mínimo 49 35 

Máximo 288 205 

Variação percentual média 24,4% 

Teste Mann-Whitney U (p) 0,0892 

Fonte: Dados da pesquisa 
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O grupo experimental G1 apresentou quantidades de UFC estatisticamente 

distintas entre as amostras coletadas antes e após a aplicação da Terapia 

Fotodinâmica (p=0,0021), por outro lado, o grupo controle G2 (p=0,0892) não 

apresentou diferença entre as quantidades das amostras coletadas antes e após a 

aplicação de Azul de metileno. As quantidades de UFC/mL dos grupos de pesquisa 

antes e após intervenção estão discriminadas na Figura 17. 

 

Figura 17 – Gráfico das quantidades de UFC/mL das amostras antes e após a intervenção referente 

ao grupo de pesquisa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                      Fonte: Dados da pesquisa 

 

 
6 DISCUSSÃO 

 

Streptococcus spp foram isolados mais frequentemente nas amostras da 

pesquisa ocorrendo em 80% dos participantes. Isso ocorreu devido ao fato de que 

esses micro-organismos representam a maioria da constituição microbiana da 

cavidade oral (PEDERSEN; BELSTROM, 2019). Dentro desse gênero, os 

Streptococcus mutans apresentam importância clínica por serem considerados micro-

organismos de alto poder cariogênico (NEMEZIO et al., 2017).  

No estudo de Vilefort et al. (2016) a maioria dos Staphylococcus isolados eram 

Staphylococcus coagulase negativa e em menor quantidade os da espécie 

Staphylococcus aureus, esse achado concorda com o presente estudo onde 

Staphylococcus coagulase negativa e Staphylococcus aureus ocorreram em 

respectivamente 60% e 15% dos participantes da pesquisa.  
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A ocorrência de bactérias resistentes foi detectada por Hirose et al. (2019) na 

cavidade bucal de crianças saudáveis, mais especificamente Staphylococcus aureus 

e Staphylococcus coagulase negativa, ambas resistentes a meticiclina, segundo os 

autores os SCN são representados em sua maioria pelo Staphylococcus epidermidis, 

e são patógenos frequentemente associados a infecções oportunistas e PAVM. A 

presença desses micro-organismos na cavidade bucal de pacientes internados em 

CTI torna esses pacientes mais suscetíveis às infecções. 

Candida albicans foram espécies fúngicas identificadas em amostras de fluido 

oral nas coletas c0 e c1 e c2. Esses micro-organismos estão presentes naturalmente 

em simbiose na microbiota oral, no entanto, em pacientes imunossuprimidos pode 

haver um crescimento excessivo e estes se tornam patogênicos. O presente estudo 

discorda do estudo de Watkins et al. (2017) que afirma uma mudança na microbiota 

oral de pacientes após internação em UTI principalmente na ocorrência de micro-

organismos do gênero Candida. Apesar de ser observado um aumento numérico de 

UFC da microbiota oral pós 48 horas de internação, a presença de espécies fúngicas 

não foram o principal impacto. 

Resende et al. (2013) desenvolveu uma pesquisa na mesma unidade federativa 

da presente pesquisa em Unidade de terapia intensiva, com o objetivo de identificar 

aspectos clínicos e epidemiológicos associados a PAVM. Foram identificados 

Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter spp, Escherichia coli, Klebsiella spp, 

Enterobacter spp e Staphylococcus aureus, a maioria desses micro-organismos foram 

identificados no presente estudo. Estes mesmos micro-organismos foram 

frequentemente isolados no estudo de Johani et al. (2017) que objetivava caracterizar 

as bactérias que colonizavam superfícies em ambiente de UTI, sugere-se então que 

ocorra influência ambiental na mudança da microbiota do paciente após um período 

de internação. 

Segundo Tuon et al. (2017), o tempo de internação do paciente em unidade de 

terapia intensiva é proporcional a quantidade e composição do biofilme dental, e isso 

é constatado no presente estudo com a observação de que a maioria dos participantes 

da pesquisa apresentaram quantidades de UFC das amostras da coleta c1 maiores 

que as amostras da coleta c0, portanto, as amostras coletadas antes de se completar 

24 horas de admissão em CTI apresentavam menos micro-organismos que as 

amostras coletadas após 48 horas da primeira coleta de fluido oral. Este autor ainda 
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afirma que o perfil microbiológico de pacientes internados em UTI depende do uso de 

antimicrobianos, do tempo de internação e a microbiota que compõe o ambiente. 

O uso de antimicrobianos resulta numa redução de micro-organismos inclusive 

na microbiota oral, e isso pode ter acarretado uma média reduzida de UFC nas 

amostras coletadas nas primeiras horas de admissão do paciente em CTI. Em muitos 

casos é extremamente necessário o uso de antimicrobiano prévio nesses pacientes, 

no entanto, se esse uso for feito de forma indiscriminada o risco ao desenvolvimento 

da PAVM aumenta. Não há estudos registrando o uso anual de antibióticos e qual o 

diagnóstico que motivou a prescrição médica do fármaco, este seria o primeiro passo 

para adequar uma intervenção contra a prescrição inadequada de antibióticos 

(PILTCHER et al., 2018). 

Estratégias como implementação de protocolos racionais para uso de 

antimicrobianos baseados no padrão microbiológico do local, além de rápida entrega 

dos resultados de cultura e suscetibilidade, ajudam a diminuir as taxas de PAMV e 

óbito devido a infecções causadas por bactérias multirresistentes em terapia intensiva 

(RESENDE et al., 2013). 

Sands et al. (2017) elucida que pacientes sob ventilação mecânica apresentam 

mudança microbiana na placa dental com inclusão de colonização por patógenos 

respiratórios, aumentando os riscos de desenvolvimento de PAVM. No presente 

estudo, houve colonização de micro-organismos nas coletas realizadas após 48 horas 

de internação que não estavam presentes na coleta inicial c0 realizada no dia da 

admissão do paciente, são eles Staphylococcus coagulase negativa, Pseudomonas 

aeruginosa, Klebsiella spp, Proteus spp e Escherichia coli. Estes micro-organismos 

estão relacionados com a ocorrência de infecções respiratórias durante internação, 

esse resultado está de acordo com os autores supracitados. 

As amostras das coletas c1 e c2 do grupo experimental são estatisticamente 

diferentes, as amostras das coletas c2 apresentaram quantidade média de ufc/mL 

menor que as amostras das coletas c1. A TFD atuou na redução do número de ufc no 

local de aplicação da terapia. A reação fotoquímica realizada por meio da terapia 

fotodinâmica promoveu redução na contagem total de UFC de micro-organismos orais 

diversos. Esse resultado concorda com estudo de caso de Nunes et al. (2018), que 

realizou descontaminação por meio de duas modalidades de terapia fotodinâmica em 

alvéolos pós extração dentária. No caso em que se procedeu a terapia fotodinâmica 

com o azul de metileno como fotossensibilizador e laser vermelho nos mesmos 
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parâmetros deste estudo, o percentual de redução de micro-organismos foi de 51%. 

O mesmo estudo alcança percentuais de redução da ordem de 54% em modalidade 

de TFD utilizando a combinação da curcumina como fotossensibilizador e o LED azul 

como fonte de luz. 

Outro estudo que constata a eficácia antimicrobiana da terapia fotodinâmica, 

em condições clínicas, é dos autores Miranda e Colombo (2017), no qual foi feito no 

grupo controle o tratamento endodôntico convencional e no grupo experimental o 

tratamento endodôntico convencional adjunto da TFD. Concluiu-se que as duas 

técnicas promovem sucesso clínico, no entanto, o grupo em que foi aplicada a TFD 

apresentou melhor reparo periapical no seguimento de 6 meses. A TFD pode 

promover maior descontaminação do local e assim atuar como coadjuvante na cura 

mais rápida. 

A diferença dos parâmetros de luz, concentração e o tipo do fotossensibilizador, 

assim como o tempo de pré-irradiação, mostram-se variados mesmo em estudos de 

mesmo delineamento. Tavares et al. (2017) mostrou a importância da seleção do 

micro-organismo, propriedades do fotossensibilizador, comprimento de onda e fonte 

de luz para a eficácia clínica da TFD.  

No estudo de Sousa et al. (2016), a TFD associando o azul de metileno como 

FS e fonte de luz LED (λ=660nm) reduziu significantemente a contagem de UFC após 

10 minutos de irradiação de biofilmes de Candida. Não houve redução significante dos 

micro-organismos quando se utilizou a Protoporfirina como fotossensibilizador, e isso 

se deve ao fato desse ser carregado negativamente. A matriz extracelular do biofilme 

também possui mesma carga fazendo com que esse fotossensibilizador seja repelido, 

reduzindo a difusão nas células e a efetividade da terapia. Como o azul de metileno é 

carregado positivamente, há melhor difusão deste FS nas células dos micro-

organismos, este FS é mais adequado para a redução de micro-organismos neste 

caso (MAHMOUDI et al., 2018). 

A pré-irradiação é um fator importante para a difusão do FS em biofilmes 

cariogênicos segundo Fumes et al. (2018), no entanto não há protocolo definido. No 

presente estudo foi adotado o tempo de pré-irradiação de 1 minuto, a variação do 

tempo de pré-irradiação em outros estudos é de 1 a 5 minutos e o mecanismo de 

inativação celular dos micro-organismos é dependente desse tempo (VALLE et al., 

2019). No grupo controle do presente estudo a média das UFC das amostras antes e 

após a aplicação do azul de metileno sem irradiação da luz LASER mostraram-se 
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estatisticamente semelhantes (p>0,05), ou seja, o azul de metileno sem a fotoativação 

com LASER vermelho não teve potencial de reduzir os micro-organismos nesta 

concentração de FS.  

Nemezio et al. (2017) não utiliza em seu estudo grupos experimentais, somente 

luz e somente fotossensibilizador. O autor justifica que em estudos prévios não houve 

diferença significante desses grupos para o controle negativo, concordado com o 

grupo controle do presente estudo que não teve diferença significativa em relação ao 

tempo experimental antes da intervenção. 

Por outro lado, Valle et al. (2019) observou no grupo controle negativo que o 

fotossensibilizador azul de metileno em alta concentração tem efeito antimicrobiano 

sobre espécies de Aggregatibacter actinomycetemcomitans. Este efeito 

antimicrobiano deste fotossensibilizador na ausência de luz não foi observado no 

presente estudo, porém, o autor utilizou uma concentração elevada de Azul de 

metileno (10mg/mL), no presente estudo fora utilizado apenas o FS a 0,5% ou 

5mg/mL. 

A TFD mostrou-se efetiva na redução de micro-organismos no estudo in vitro 

de Tunccan et al. (2018) em que a combinação de LED vermelho e azul de metileno 

promoveu redução de biofilmes de S. aureus e S epidermidis em, respectivamente, 

75% e 60%. As variações percentuais estão semelhantes ao presente estudo, este 

apresentou uma variação percentual de redução microbiana de 78,6%. Em condições 

clínicas os fluidos orais, os tecidos da cavidade bucal e a variedade de apresentação 

dos micro-organismos constituinte da microbiota oral podem promover alguma 

limitação da técnica de aplicação da terapia fotodinâmica, porém, ao alcançar níveis 

de redução semelhante a estudos in vitro é uma evidência de que a Terapia 

fotodinâmica apresenta resultados satisfatórios na redução da carga de micro-

organismos orais de pacientes internados em Centro de Terapia Intensiva. 
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7 CONCLUSÃO   

 

A Terapia fotodinâmica antimicrobiana que associou o azul de metileno ao 

LASER vermelho, aplicada na cavidade oral de pacientes internados em CTI 

apresentou uma redução média no número de UFC de 78,6%, sendo eficaz para 

descontaminação oral em pacientes internados em CTI. 

Em pacientes que não receberam a irradiação do LASER vermelho após a 

aplicação do fotossensibilizador não foi observado efeito antimicrobiano do azul de 

metileno sem a irradiação da luz. 

Foi observado um aumento numérico de Unidades Formadoras de Colônias da 

saliva dos pacientes após 48 horas de internação em CTI. 

Foram identificados nas amostras salivares: Streptococos spp, Staphylococos 

coagulase negativa, Staphylococcus aureus, Klebsiella spp, Escherichia coli, Proteus 

spp, Pseudomonas aeruginosa e Candida albicans. Esses micro-organismos 

apresentam importância clínica para pacientes internados em terapia intensiva. 

Observamos a eficácia da Terapia Fotodinâmica em reduzir bactérias orais de 

pacientes internados. Portanto, a Terapia Fotodinâmica pode ser uma grande aliada 

para a prevenção de infecções hospitalares de micro-organismos provenientes da 

cavidade oral, sendo utilizada como meio alternativo ou auxiliar a descontaminação 

oral. 

É relevante desenvolver novos estudos com o intuito de sistematizar o uso do 

aparelho LASER em ambiente hospitalar para descontaminação oral em pacientes 

que apresentam risco de desenvolver infecções graves. 
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APÊNDICE A– TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE) 

 

UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAPÁ 

PRÓ-REITORIA DE PESQUISA E PÓS-GRADUAÇÃO 

COMITÊ DE ÉTICA EM PESQUISA DA UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAPÁ 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)            

(Resolução 466/2012 CNS/CONEP) 

 

Eu estou sendo convidado a participar de um estudo intitulado “Eficácia da Terapia 

Fotodinâmica na redução de micro-organismos da cavidade oral de pacientes 

internados em unidade de terapia intensiva: Ensaio clínico randomizado”, com objetivo 

de demonstrar a eficácia da terapia fotodinâmica (TFD) com laser e azul de metileno 

na prevenção de infecções hospitalares em Unidade de Terapia Intensiva. A minha 

participação no referido estudo será participar de uma sessão de Terapia fotodinâmica 

– será colocado na cavidade oral corante não tóxico, e irradiado luz para promover a 

redução dos micro-organismos, serão utilizados material de sucção e óculos de 

proteção para a segurança do procedimento, além do acompanhamento de um 

cirurgião dentista. Assim como a coleta de material da cavidade oral para análise para 

que tal pesquisa seja realizada com uso de materiais estéreis. Fui alertado de que, da 

pesquisa a se realizar, posso esperar alguns benefícios, tais como redução 

microbiana da cavidade oral diminuindo a possibilidade de ocorrer infecção hospitalar 

proveniente de micro-organismos com acesso a cavidade oral e sem promover 

resistência bacteriana. Recebi, por outro lado, os esclarecimentos necessários sobre 

os possíveis desconfortos e riscos decorrentes do estudo, levando-se em conta que é 

uma pesquisa, e os resultados positivos ou negativos somente serão obtidos após a 

sua realização. Assim, o corante utilizado não apresenta sabor agradável, contudo é 

atóxico e não causa efeitos colaterais e nem interações medicamentosas. Estou ciente 

de que minha privacidade será respeitada, ou seja, meu nome ou qualquer outro dado 

ou elemento que possa, de qualquer forma, me 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 de, por desejar sair da 

pesquisa, não sofrerei qualquer prejuízo à assistência que venho recebendo. Os 

pesquisadores envolvidos com o referido projeto são: Adriana Verônica Gato da Silva, 

Cirurgiã-dentista da UTI do Hospital de Clínicas Dr. Alberto Lima; Alana Patrícia Lima 
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Ferreira, Cirurgiã-dentista Mestranda no Programa de Pós Graduação em Ciências da 

Saúde da Universidade Federal do Amapá; Lucas dos Santos Nunes, Graduando em 

Enfermagem pela Universidade Federal do Amapá; Carla Emmanuela Xavier da Silva, 

Graduanda em enfermagem pela Universidade Federal do Amapá; Ana Rita Pinheiro 

Barcessat, Cirurgiã-dentista Professora Titular da Universidade Federal do Amapá. E 

com eles poderei manter contato pelos telefones: Alana Ferreira: (96)99193-8709; 

Lucas Nunes (96)98115-1319; Carla Xavier (96) 99180-8524; Ana Rita Barcessat (96) 

98133-4223. É assegurada a assistência durante toda pesquisa, bem como me é 

garantido o livre acesso a todas as informações e esclarecimentos adicionais sobre o 

estudo e suas consequências, enfim, tudo o que eu queira saber antes, durante e 

depois da minha participação. Tendo sido orientado quanto ao teor de todo o aqui 

mencionado e compreendido a natureza e o objetivo do já referido 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. 

 

    

    

 

 

 

  

 

 

 

 

Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade Federal do Amapá Rodovia JK, s/n – 

Bairro Marco Zero do Equador – Macapá/AP Fones (96) 4009-2804/2805 

  

  

_____________________________ 

Alana Patrícia Lima Ferreira 

 

_____________________________ 

Carla Emanuela Xavier Silva 

 

_____________________________ 

Ana Rita Pinheiro Barcessat 

Orientadora  

 

_____________________________ 

Lucas dos Santos Nunes 

_____________________________ 

Adriana Verônica Gato da Silva 
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Macapá-AP, ____ de _____________ de 201_.    

  

Declaro estar ciente do inteiro teor deste TERMO DE CONSENTIMENTO e estou de 

acordo em autorizar a participação no estudo proposto, sabendo que dele poderei 

desistir a qualquer momento, sem sofrer qualquer punição ou constrangimento.   

 

  

___________________________________________ 

Assinatura do voluntário 

  

Caso o paciente esteja impossibilitado de assinar: 

Eu______________________________________________________, abaixo 

assinado, confirmo a leitura do presente termo na íntegra para o (a) paciente 

______________________________________________, o (a) qual declarou na 

minha presença a compreensão plena em participar desta pesquisa, o qual utilizou a 

sua impressão digital (abaixo) para confirmar a participação.    

 

 

  

  

 

Polegar direito (caso não assine) 

 Testemunha nº 1: ____________________________ 

 Testemunha nº 2: ____________________________  
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APÊNDICE B – ARTIGO SUBMETIDO À ESTAÇÃO CIENTÍFICA DA UNIFAP 

 

EXEQUIBILIDADE CLÍNICA DE DUAS TÉCNICAS DE TERAPIA FOTODINÂMICA 

EM UNIDADE DE TERAPIA INTENSIVA: ESTUDO COMPARATIVO IN VIVO  

 

CLINICAL EXEQUIBILITY OF TWO PHOTODYNAMIC THERAPY TECHNIQUES IN 

INTENSIVE THERAPY UNIT: COMPARATIVE STUDY IN VIVO 

 

Resumo:  

Os ambientes de terapia intensiva nos hospitais respondem por altos índices de 

infecções relacionadas à assistência, de forma que a redução microbiana por estresse 

oxidativo, proporcionada pelo efeito fotodinâmico, surge como uma possibilidade para 

a descontaminação de superfícies com destaque para a cavidade oral, porta de 

entrada conhecida de microrganismos patogênicos. Este estudo propõe-se a 

comparar a viabilidade de duas técnicas de terapia fotodinâmica- TFD, em ambiente 

de UTI. Vinte pacientes de um Hospital público da cidade de Macapá-AP receberam 

duas técnicas de TFD uma utilizando o azul de metileno 0,05% e o laser vermelho - 

G1 e a outra a curcumina com um LED azul- G2. Os aspectos avaliados foram o tempo 

da técnica, a aderência do fotossensibilizador à mucosa, a facilidade de aplicação, o 

custo do fotossensibilizador, o custo da fonte de luz e o conforto do paciente. A TFD 

mediada pelo azul de metileno e laser foi mais eficaz quanto ao tempo da técnica, à 

aderência à mucosa e ao custo do FS. As técnicas foram equivalentes no aspecto de 

facilidade de aplicação. Concluindo-se que para protocolos realizados em ambiente 

como UTI a técnica que associa AM ao Laser mostrou-se mais exequível.  

Palavras-chave: Azul de Metileno, Curcumina, LED Azul 


