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RESUMO

A regeneragdo 6ssea guiada (ROG) constitui uma das principais técnicas para
reconstrugdo de defeitos 6sseos, e novos materiais tém sido investigados visando
aumentar a previsibilidade e o sucesso clinico. Entre as barreiras ndo reabsorviveis
utilizadas em ROG, a zircénia e o PEEK podem sofrer exposicdo ao meio bucal,
ficando suscetiveis a acdo da saliva, a colonizagcdo bacteriana e a formacao de
biofilme. Diante da escassez de estudos que avaliem a interagdo dessas superficies
com microrganismos colonizadores iniciais, este estudo teve como objetivo analisar a
adesao do biofilme de Streptococcus gordonii em corpos de prova de zircénia e PEEK,
submetidos ou ndo a clorexidina. Foram confeccionados 36 corpos de prova por
tecnologia CAD-CAM, devidamente polidos e esterilizados, sendo 18 de zircbnia (Z) e
18 de PEEK (P). Cada material foi dividido em subgrupos controle (Z e P), tratados
com soro fisioldgico 0,9% estéril, e subgrupos experimentais (ZC e PC), tratados com
clorexidina 0,12%, totalizando 9 corpos de prova por subgrupo. Para formagéao do
biofilme, os espécimes foram inoculados com 200 uL de suspensao de S. gordonii
(1%108 células/mL) e incubados a 37°C e 5% de CO, por 24 horas. Apos lavagem
conforme o protocolo de cada subgrupo, os biofiimes aderidos foram removidos,
plaqueados em meio especifico e incubados por 24 horas a 37°C para posterior
contagem de colbénias. Os dados foram analisados pelos testes de Shapiro—Wilk e
Mann-Whitney com nivel de significancia de 5%. Os resultados indicaram que o grupo
P apresentou maior UFC/mL em comparagao ao grupo Z (p = 0,0315). A aplicagao de
clorexidina reduziu a adesao bacteriana em ambos os materiais e ndo houve diferenca
estatisticamente significante entre os grupos ZC e PC (p = 0,1238). Tanto zirconia
quanto PEEK apresentaram maior UFC/mL nos grupos controle em relagdo aos
grupos tratados (p = 0,0001). Conclui-se que o PEEK apresentou maior adesao de S.
gordonii em comparagdo a zircbnia, tanto na condi¢do controle quanto apds o
tratamento com clorexidina.

Palavras-chave: ZircOnia, Polimero, Regeneragcdo Ossea, Reabsorgdo Ossea,
Streptococcus gordonii.



ABSTRACT

Guided bone regeneration (GBR) is one of the main techniques for reconstructing bone
defects, and new materials have been investigated to increase predictability and
clinical success. Among the non-resorbable barriers used in GBR, zirconia and PEEK
can be exposed to the oral environment, becoming susceptible to saliva, bacterial
colonization, and biofilm formation. Given the scarcity of studies evaluating the
interaction of these surfaces with initial colonizing microorganisms, this study aimed to
analyze the adhesion of Streptococcus gordonii biofiim to zirconia and PEEK
specimens, subjected or not to chlorhexidine. Thirty-six specimens were fabricated
using CAD-CAM technology, duly polished and sterilized, 18 of zirconia (Z) and 18 of
PEEK (P). Each material was divided into control subgroups (Z and P), treated with
sterile 0.9% saline solution, and experimental subgroups (ZC and PC), treated with
0.12% chlorhexidine, totaling 9 specimens per subgroup. For biofilm formation,
specimens were inoculated with 200 pL of S. gordonii suspension (1x10° cells/mL) and
incubated at 37°C and 5% CO, for 24 hours. After washing according to the protocol
for each subgroup, the adhered biofilms were removed, plated on a specific medium,
and incubated for 24 hours at 37°C for subsequent colony counting. Data were
analyzed using the Shapiro-Wilk and Mann-Whitney tests with a significance level of
5%. The results indicated that group P presented a higher CFU/mL compared to group
Z (p = 0.0315). The application of chlorhexidine reduced bacterial adhesion in both
materials, and there was no statistically significant difference between the ZC and PC
groups (p = 0.1238). Both zirconia and PEEK showed higher CFU/mL in the control
groups compared to the treated groups (p = 0.0001). It is concluded that PEEK showed
greater adhesion of S. gordonii compared to zirconia, both in the control condition and
after treatment with chlorhexidine.

Keywords: Zirconia, PEEK, Bone regeneration, Barriers, Bone loss, Streptococcus
gordonii.
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1 INTRODUGAO

A perda 6ssea ocorrida apds extragdes dentarias, traumas dento alveolares,
atrofias O0sseas e doenca periodontal tem se tornado um fator limitante para a
reabilitacdo oral com implantes osseointegrados. A perda dentaria promove uma
redugao progressiva do volume ésseo alveolar, relacionada a auséncia de estimulo
mecanico e das forgas mastigatorias, resultando em alteragdes dimensionais do
rebordo alveolar (V). Dessa forma, a perda 6ssea em volume, largura e altura
representa um desafio clinico relevante para o cirurgido-dentista no planejamento e

na execugao de tratamentos reabilitadores previsiveis (1-37),

Nesse contexto, a regeneracdo ossea guiada (ROG) destaca-se como uma
técnica cirurgica amplamente documentada, cujo objetivo principal é a reparagao do
tecido 6sseo em areas com perda de volume, possibilitando a formagao de um leito
livre de células ndo osteogénicas e adequado para a instalagao futura de implantes
(3-5). A ROG baseia-se no uso de membranas oclusivas com fungdo de barreira
fisica, que atuam impedindo mecanicamente a migragdo precoce de células nao
osteogénicas provenientes dos tecidos moles adjacentes para o interior do defeito
0sseo, criando condigcbes bioldgicas favoraveis para a migracao e proliferacao de
células osteogénicas oriundas do osso em reparagéo (>-59). De acordo com a literatura,
a ROG é considerada uma das técnicas mais previsiveis e com elevados indices de

sucesso para a reconstrucdo 6ssea alveolar ¢-7:9),

Diversos fatores sado considerados determinantes para o sucesso da
regeneragao Ossea guiada, incluindo a presenca de uma area receptora com
adequado suprimento sanguineo e rica em células progenitoras, a selegéo apropriada
dos biomateriais utilizados — como membranas reabsorviveis ou nao reabsorviveis,
barreiras biocompativeis e enxertos 6sseos —, bem como o correto manejo dos
tecidos moles e a execucao criteriosa da técnica cirtrgica ?-7). Assim, a escolha do
tipo de membrana a ser empregada na ROG requer conhecimento aprofundado de
suas propriedades estruturais, de seu comportamento biolégico e de suas indicagdes

clinicas especificas (38.7),

Uma caracteristica relevante das membranas utilizadas na ROG refere-se ao
seu processo de degradacdo, permitindo sua classificagdo em absorviveis e nao

absorviveis®. As primeiras membranas empregadas nos procedimentos
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regenerativos eram predominantemente nao absorviveis, exigindo um segundo tempo
cirdrgico para sua remocao ®). Posteriormente, foram desenvolvidas as membranas
absorviveis, com o objetivo de reduzir a morbidade associada ao procedimento -6).
Dentre as membranas ndo absorviveis, aquelas confeccionadas em
politetrafluoretileno expandido (e-PTFE) foram amplamente utilizadas em razdo de
sua comprovada biocompatibilidade, estabilidade fisico-quimica e capacidade de
atuar como barreira eficaz a migracdo de células ndo osteogénicas, além de
apresentarem historico de uso seguro na medicina (7:8:5253) Entretanto, limitagdes
relacionadas a manutengdo do espago regenerativo impulsionaram o0
desenvolvimento de alternativas com maior rigidez estrutural, como as membranas
reforgadas com titanio (Ti + e-PTFE), as membranas de politetrafluoretileno de alta
densidade (d-PTFE) e as malhas de titénio, especialmente indicadas para defeitos

O0sseos mais extensos ®),

Com os avangos tecnolégicos, dispositivos nao absorviveis personalizados por
meio de sistemas CAD/CAM (Computer Aided Design/Computer Aided
Manufacturing), confeccionados em materiais como titanio, zircénia e poliéter-éter-
cetona (PEEK), passaram a ser objeto de investigagdes cientificas no contexto da
regeneragdo 6ssea guiada 479 Essas barreiras tridimensionalmente planejadas
permitem melhor adaptagao a anatomia do defeito ésseo, favorecem a preservagao
de estruturas anatdbmicas adjacentes previamente identificadas durante o
planejamento digital e proporcionam maior estabilidade e manutencdo do espago
regenerativo. Além disso, o planejamento cirdrgico prévio contribui para maior
previsibilidade intraoperatoria e potencial redugéo do tempo cirtrgico 4-67-1142) Dessa
forma, a busca por estratégias mais individualizadas e previsiveis tem estimulado

pesquisas envolvendo o uso de barreiras personalizadas em zirconia e PEEK (4.9-16),

A zircdnia é um material ceramico biocompativel amplamente descrito na
literatura odontologica, em razdo de suas propriedades mecanicas, estabilidade
quimica e caracteristicas estéticas, sendo utilizada em diferentes aplica¢des clinicas,
como coroas, proteses fixas implantossuportadas e implantes dentarios (12-16.18) Em
contextos mais recentes, o material também tem sido descrito como alternativa para
a confecgao de barreiras nao reabsorviveis em procedimentos de regeneragao 6ssea
guiada, especialmente quando associado a fluxos digitais, embora as evidéncias

clinicas disponiveis sobre essa indicagdo ainda sejam limitadas .
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Na Odontologia, o poliéter-éter-cetona (PEEK) tem sido descrito na literatura
para diferentes aplicagdes clinicas, incluindo coroas, pilares, nucleos, estruturas para
proteses parciais removiveis e implantes dentarios, em razdo de sua
biocompatibilidade, estabilidade quimica e comportamento biomecanico favoravel
(10.24-28) - Além dessas aplicagbes, o PEEK também tem sido descrito como material
para a confecgcédo de barreiras nao reabsorviveis em procedimentos de regeneragao
O0ssea guiada, particularmente quando inserido em fluxos digitais, embora as

evidéncias clinicas disponiveis sobre seu uso nessa indicagédo ainda sejam limitadas
(9.10,24-28)

Apesar da previsibilidade da regeneragdo Ossea guiada quando seus
principios bioldgicos e técnicos sao respeitados, a técnica ndo esta isenta de
complicacdes clinicas, sendo a exposi¢cao precoce de membranas e barreiras uma
das intercorréncias mais frequentemente relatadas, com potencial impacto negativo
sobre o processo regenerativo. As membranas e barreiras utilizadas nesses
procedimentos nao estdo livres de exposicdo ao meio bucal e, quando expostas,
sofrem a agao da saliva, de uma ampla variedade de microrganismos e da formagéao

de biofilme, fatores que podem comprometer o sucesso da regeneragéo dssea 41027~
29,36,37,51)

O microbioma oral humano constitui um ecossistema complexo composto por
centenas de espécies microbianas, incluindo bactérias, virus, fungos e protozoarios.
Dentre esses microrganismos, Streptococcus gordonii destaca-se como um dos
principais colonizadores iniciais do biofilme oral, desempenhando papel relevante na
adesao bacteriana as superficies e na organizacao inicial do biofilme em condigées
de saude (0-345455) Entretanto, em situagdes de desequilibrio microbioldgico, esse
microrganismo pode contribuir para a formagdo de biofilmes mais complexos,
favorecendo a colonizacao por espécies patogénicas e a intensificacdo de respostas

inflamatdrias do hospedeiro, com potencial impacto sobre os tecidos peri-implantares
(34,36,37,56-58)

Considerando que a exposicao de barreiras utilizadas em procedimentos de
regeneragao Ossea guiada representa uma das principais intercorréncias clinicas
associadas a técnica, compreender o comportamento de microrganismos
colonizadores iniciais, como Streptococcus gordonii, sobre superficies de biomateriais

utilizados como barreiras — especialmente zircbnia e PEEK —, bem como avaliar o
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efeito de agentes antimicrobianos amplamente utilizados na pratica clinica, como a
clorexidina, torna-se relevante para o aprimoramento dos protocolos clinicos e para a

reducdo das taxas de falhas em procedimentos reconstrutivos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ROG

A Regeneracdo Ossea Guiada (ROG) é um procedimento cirirgico que
envolve a enxertia 6ssea com a finalidade de promover a reparagao do tecido 6sseo
em areas que apresentam diferentes niveis de perda 6ssea. Essa técnica baseia-se
no emprego de membranas de barreira, reabsorviveis ou ndo reabsorviveis, cuja
funcao principal é impedir a invasao de tecidos moles nao osteogénicos na area do

defeito, permitindo o direcionamento seletivo do crescimento de novo tecido 6sseo
(3.4)

A ROG envolve conceitos e mecanismos bioldgicos fundamentais para o
processo de regeneragdo 0Ossea, como a osteocondugdo, a osteoindugdo e a
osteogénese ©), estando diretamente relacionada a mudltiplos fatores. Entre esses
fatores, destacam-se a adequada selecdo dos biomateriais, incluindo membranas,
barreiras e enxertos, bem como a correta execugdo das técnicas cirurgicas e o
planejamento do procedimento, considerando as caracteristicas do defeito dsseo e as

condigdes individuais do paciente G4

O principio fundamental da ROG esta associado a aplicacdo de uma
membrana que atue como elemento essencial para a regeneragdo éssea. Nesse
contexto, a indicacao da ROG é determinada tanto pelo tipo quanto pela dimenséao
das paredes 6sseas remanescentes, tornando-se fundamental o conhecimento das
propriedades das membranas, de seu comportamento nos tecidos e dos critérios que

orientam sua utilizagao clinica .

Dentre esses critérios, destacam-se a biocompatibilidade, a capacidade de
favorecer o crescimento celular e a cicatrizagdo sem causar danos aos tecidos
adjacentes, a manutencao do espaco regenerativo para evitar o colabamento por
forcas externas, a oclusividade celular — impedindo a migracédo de células
indesejaveis e bactérias — e a integridade estrutural, relacionada ao processo de
degradacgdo das membranas ©46-8) Apesar da previsibilidade da regeneracéo 6ssea
guiada quando seus principios sado respeitados, a exposicdo de membranas ou
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barreiras permanece como uma intercorréncia clinica relevante, associada ao risco de

colonizacao bacteriana e comprometimento dos resultados.

2.2 ROG e adesao de biofilme

Para que a regeneragao 6ssea ocorra de forma previsivel, € essencial que a
regido envolvida esteja protegida tanto da migragdo de células ndo osteogénicas
quanto da colonizacdo bacteriana. Quando ocorre a exposicdo da barreira ou da
membrana, microrganismos entram em contato com proteinas, agucares e
hemoderivados presentes no meio, favorecendo a formagcdo de um material
condicionador sobre a superficie exposta. Na auséncia de controle, essas bactérias

aderem, multiplicam-se e passam a formar microcolénias (30-34),

Essas microcol6nias podem se organizar e dar origem a um biofilme, definido
como uma comunidade estruturada de microrganismos envoltos por uma matriz de
substancias poliméricas extracelulares (EPS) (2933-36) A medida que o biofilme se
desenvolve, ocorre seu crescimento e maturacdo, com alteracdes na expressao
genética e no comportamento das bactérias em seu interior. De forma geral, o
processo de formagao do biofilme é ciclico, iniciando-se com a adesao de bactérias
planctdnicas a superficie, seguida pela transicdo para um estado séssil, no qual ha
reducao da taxa de crescimento, troca de material genético e aumento da resisténcia
e da capacidade de sobrevivéncia. A compreensio desse ciclo é fundamental para a
prevencdo de infeccbes associadas a biomateriais e procedimentos cirurgicos,

conforme ilustrado na Figura 1 (30-34),
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Figura 1 - Ciclo de crescimento do biofilme
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Fonte: foodsafetybrazil.org

2.3 Streptococcus gordonii

Streptococcus gordonii € o nome dado a um microrganismo comensal que é
comumente encontrado na pele, na cavidade oral e no intestino, pertencente ao
género Streptococcus e a familia Streptococcaceae. A denominagado Streptococcus
tem origem no grego, sendo derivada da palavra strepto, que significa cadeia, e da
palavra kokkos, que se refere a sementes, graos ou bagas, que tem relagao direta a
sua morfologia caracteristica. Dessa forma, esses microrganismos apresentam-se sob

a forma esférica ou ovalada, dispostos predominantemente em cadeias (29.30.31.32),

No ano de 1874, o cirurgiao austriaco Theodor Billroth, em sua obra intitulada
“Untersuchungen (ber die Vegetationsformen von Coccobacteria septicao”,
descreveu os Streptococcus como “pequenos organismos encontrados isolados ou
dispostos em pares, as vezes em cadeias”, e seus estudos e observacoes
contribuiram de maneira muito significativa para a caracterizagao morfolégica desse

grupo bacteriano (29:30.31.32),

Os Streptococcus gordonii sao cocos Gran positivos, em sua maioria,
anaerdbios facultativos. E um microrganismo que pode penetrar tanto nos canais
radiculares como na corrente sanguinea, podendo interagir com diversas células do
sistema do hospedeiro. Na cavidade oral, age como um colonizador inicial, aderindo-

se na superficie ou estruturas dentais, agregando-se a outras bactérias e
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sobrevivendo no meio, através da formacao de biofilmes. Essa capacidade é mediada
por substancias presentes na parede celular desse microrganismo que leva a uma
maior agregacao plaquetaria %30, Considerado um microrganismo oportunista, o S.
gordonii pode se envolver em infecgdes da cavidade oral, se dispensar através dos
vasos sanguineos e estar envolvido em infec¢gdes como artrite séptica, peritonite
bacteriana, pneumonias e relatos de endocardites infecciosas. As Endocardites
infecciosas causada por S. gordonii apresentam-se caracteristicamente como uma
infeccdo subaguda, que se nao tratadas podem evoluir com destruicdo das valvulas
cardiacas e formagao de émbolos. Nesses casos o tratamento médico de escolha,
envolve uso de antibidticos, dentre eles a penicilina, associado ou ndo a tratamento

cirtrgico (34:35.36,37)

Na Odontologia, tem sido observado que os Streptococcus gordonii, sao
frequentemente encontrados em placas subgengivais e submucosas em casos de
peri-implantite. Como esse microrganismo participa da colonizacao inicial do biofilme,

torna-se necessaria uma melhor compreensao de seu papel nesses processos.

2.4 ZircOnia

A zircbnia € um material ceramico polimérfico que ocorre em trés formas
cristalinas distintas, de acordo com sua estabilidade térmica: monoclinica, estavel a
temperatura ambiente até aproximadamente 1170 °C; tetragonal, estavel entre 1170
°C e 2370 °C; e cubica, estavel em temperaturas superiores a 2370 °C ('8, Com o
objetivo de estabilizar as fases tetragonal e cubica a temperatura ambiente, diferentes
oxidos estabilizantes podem ser incorporados a zircdnia, como 6xido de magnésio
(MgO), 6xido de itrio (Y,03), 6xido de calcio (CaO) e 6xido de cério (CeO,), resultando
na chamada zircénia parcialmente estabilizada (PSZ). Esse processo de estabilizagao
confere ao material maior resisténcia a fratura e melhor desempenho mecéanico em

condigdes clinicas (18.19),

Em funcdo dessas caracteristicas estruturais, a zircbnia apresenta elevada
resisténcia mecanica, estabilidade quimica e comportamento biolégico favoravel,
sendo considerada um biomaterial biocompativel, ndo citotéxico, insoluvel em agua e

com baixa suscetibilidade a corrosdo “'92'). Estudos demonstram que a zirconia
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apresenta menor tendéncia a adesao bacteriana quando comparada a outras
superficies implantaveis, bem como adequada resposta dos tecidos peri-implantares,
fatores que contribuem para sua aplicagdo em implantodontia (214449 Nesse
contexto, evidéncias indicam que implantes confeccionados em zircbnia apresentam

capacidade de osseointegragdo comparavel a dos implantes de titanio (18).

Além das propriedades mecanicas e biologicas, a zircOnia apresenta
caracteristicas estéticas favoraveis, como coloragdo clara semelhante a estrutura
dental e adequada translucidez, o que contribui para sua ampla aplicacédo na
Odontologia restauradora e protética, incluindo restauragcbes indiretas, coroas

unitarias, préteses fixas implantossuportadas e proteses do tipo protocolo (12:14.15.20.23),

Em procedimentos de regeneragdo Ossea guiada, a zircbnia é considerada
como material promissor para a confeccdo de barreiras nao reabsorviveis,
especialmente quando associada a tecnologia CAD/CAM ). Além de sua
biocompatibilidade, essas barreiras atuam como barreiras fisicas, impedindo a
migragdo de células ndo osteogénicas para o interior do defeito 6sseo (367). A
associagao com a tecnologia CAD/CAM permite a visualizagao prévia do defeito ésseo
e das estruturas anatdbmicas adjacentes, possibilitando a personalizagao e adaptagcao
da barreira a morfologia do defeito e auxiliando na protecao de estruturas anatdmicas

importantes durante o procedimento cirtrgico “7).

Entretanto, apesar de alguns resultados promissores, 0 uso da zircdnia como
barreira em ROG ainda é limitado por fatores como o alto custo de producao, a
necessidade de dominio de fluxos digitais e cirurgicos especificos, bem como pela
escassez de evidéncias cientificas robustas que comprovem sua eficacia e seguranca

em longo prazo quando comparada as técnicas convencionais ja consolidadas .

2.5 PEEK

O PEEK é um polimero que contém dois anéis aromaticos e ligados linearmente
a dois outros grupos, um éter e outro cetona com férmula quimica (C19H1,05). E um
polimero termoplastico, policiclico, aromatico, semicristalino, que presenta
estabilidade em altas temperaturas, sendo sua temperatura de fusdo em torno de
334°C, alta resisténcia a produtos quimicos como acidos, bases e solventes organicos
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e boa resisténcia a fadiga e abrasao. Como material bioinerte, o PEEK nao apresenta
atividade mutagénica ou citotoxica, ndo induz reacbes adversas e nao libera
componentes nocivos aos tecidos humanos ?5-28) No entanto, em razdo de sua
natureza bioinerte, da baixa energia superficial e da topografia superficial
relativamente lisa, a osseointegragdo do PEEK pode ser limitada, favorecendo a
formacdo de encapsulamento fibroso e possiveis falhas na ancoragem bioldgica
(24.25.28) Diante dessas limitagdes, diversos estudos tém direcionado esforgos para a
modificagdo das superficies do PEEK, com o objetivo de melhorar suas propriedades
osteocondutoras e favorecer a osseointegracdo, bem como induzir respostas

osteogénicas mais favoraveis (9:26:38),

O PEEK vem sendo utilizado, ao longo dos anos, com resultados clinicos
favoraveis em pilares sobre implantes, coroas implantossuportadas, bem como em
préteses fixas e removiveis (?42528) |ntroduzido como material implantavel no final da
década de 1990, o PEEK passou a ser incorporado progressivamente a Odontologia,
especialmente com o advento dos sistemas de CAD/CAM, que ampliaram suas

possibilidades de aplicagéo clinica (11:25:28),

Nesse contexto, o PEEK tem sido uma alternativa para a confec¢ao de
barreiras customizadas em procedimentos de regeneragdo 6ssea guiada (ROG),
considerando suas propriedades mecanicas, estabilidade dimensional e possibilidade
de personalizagdo por meio de fluxos digitais . Entretanto, de forma semelhante ao
observado para outros biomateriais utilizados como barreiras nao reabsorviveis, 0 uso
do PEEK em ROG ainda apresenta limitagdes, relacionadas principalmente ao alto
custo de producdo, a necessidade de dominio de fluxos digitais e cirurgicos
especificos, bem como a escassez de evidéncias cientificas robustas que confirmem
sua eficacia clinica em longo prazo, o que demanda a realizagdo de estudos clinicos

adicionais 679,

2.6 Clorexidina

A clorexidina é uma biguanida catidnica ou bisbiguanidas, desenvolvida por
volta de 1940 no Reino Unido, inicialmente utilizada como antisséptico para uso geral.

Em 1957 passou a ser usada como antisséptico de pele e posteriormente em cirurgias.
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(40.44) Sua atividade antiplaca foi descoberta na década de 1970 e em 1976 ja era
utilizado como enxaguante bucal. Antisséptico e desinfetante catidnico, tem atividade
antimicrobiana de amplo espectro eficaz contra bactérias Gram-positivas e Gram
negativas, fungos, e alguns virus. Tem acg&o bactericida, produzindo a morte do
microrganismo, ou bacteriostatica, inibindo seu crescimento. Seu mecanismo de agao
ocorre por interacdo eletrostatica entre a molécula de clorexidina (carregada
positivamente) com parede celular do microrganismo (carregada negativamente). Por
difusdo passiva a clorexidina penetra através da parede celular atraindo-se pela
membrana citoplasmatica da célula, comprometendo sua integridade e por ruptura
ocorre a precipitacdo do citoplasma, com efluxo de moléculas de componentes
citoplasmaticos com levando a morte da bactéria.“%-44) Pode permanecer na cavidade

oral por até 12 horas o que pode favorecer no controle do biofilme.

A clorexidina € reconhecida como importante agente no controle da placa
bacteriana. E utilizada em concentracdes de 0,12% a 2,0% como enxaguantes bucais,
geéis, sprays e solugdes, nas diferentes areas da odontologia, com protocolos de
aplicagéo de acordo com a necessidade de cada area.#%4243) Apesar de sua acgao
antimicrobiana, a presenca de efeitos colaterais ou adversos como alteragbes no
paladar, manchas dentais e irritacdo mucosa, pode influenciar na adesao pelo
paciente e indicacao pelo profissional. O que nos leva a pensar que pesquisas futuras
devem ser realizadas no sentido de minimizar esses efeitos ou do estabelecimento de

protocolos validados para uso com seguranga (4041:42:43),

Diante da relevancia da formacéao de biofilme sobre biomateriais utilizados em
procedimentos de regeneragcdo Ossea guiada, torna-se pertinente avaliar o
comportamento de microrganismos colonizadores iniciais, como o Streptococcus
gordonii, sobre diferentes superficies, bem como o efeito de agentes antimicrobianos

comumente utilizados na pratica odontoldgica.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O objetivo do trabalho foi avaliar e comparar a adesdo do biofilme de
Streptococcus gordonii em superficies de zircénia e PEEK, submetidas ou ndo ao

tratamento com clorexidina.

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar a adesdo do biofilme de Streptococcus gordonii em superficies de
zircbnia e PEEK;

e Comparar a adeséao bacteriana entre os materiais zircénia e PEEK na condigao
controle, sem tratamento com clorexidina;

e Analisar o efeito do tratamento com clorexidina 0,12% na adesao do biofilme

de Streptococcus gordonii sobre superficies de zircbnia e PEEK.
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4 METODOLOGIA

4.1 Delineamento do estudo

Esse estudo in vitro foi realizado no Laboratério de Biomateriais da Faculdade
de Odontologia da Universidade Santo Amaro - UNISA, (Sdo Paulo, Sado Paulo -

Brasil).

Para a realizacdo da pesquisa, foram utilizados corpos de prova
confeccionados separadamente em zircdnia e em PEEK. Os corpos de prova em
zircbnia foram produzidos a partir de zircénia tetragonal estabilizada com itria (Y-TZP),
da linha Zircon Fit Plus, da marca Talmax (Figura 2). Os corpos de prova em PEEK
foram confeccionados a partir de um polimero puro, sem incorporagao de outros
componentes ou pigmentos, pertencente a linha Overpeek, da marca Celmat (Figura
3).

Figura 2 - Zircon Fit Plus -Talmax

Fonte: Acervo do autor (2025)
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Figura 3 - Overpeek Celmat

NATURAL

Fonte: Dental Paulista (2025)

Os corpos de prova foram previamente customizados em CAD/CAM nas

medidas de 6mm de didmetro e 3mm de espessura (Figura 4).

Figura 4 - Corpos de prova customizados.

Legenda
P - PEEK
Z - Zirconia

Fonte: Acervo do autor (2025)

Posteriormente, os corpos de prova receberam o polimento com pontas
montadas, para pegca de mao, do Kit de Acabamento e Polimento em Ceramica,
Dissilicato e Zircénia — PM 2,0 da marca Dhpro (Figura 5). Foram lavados em agua
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corrente e esterilizados em autoclave horizontal, de capacidade 21 litros, modelo

Vitale, da marca Cristofoli.

Figura 5 - Kit de Acabamento e Polimento em Ceramica, Dissilicato e Zirconia PM - Prof.
Victor Nastri 2.0 - Dhpro

Fonte: Dhpro

Foram utilizados 36 corpos de prova, sendo 18 confeccionados em zircénia e
18 em PEEK, conforme apresentado no Fluxograma dos Grupos PEEK e Zircénia
(Figura 6). Para cada grupo de Zirconia e PEEK, foram criados os subgrupos controle

e tratamento, cada subgrupo com 09 corpos de prova.

Para o subgrupo controle Zircénia (Z) e PEEK (P), foi utilizado soro fisiolégico
estéril 0,9%, preparado em ambiente de fluxo laminar e posteriormente esterilizado
em autoclave vertical AV 50, da marca Phoenix Equipamentos Cientificos. Para o
subgrupo tratamento Zirconia (ZC) e PEEK (PC), foi utilizado clorexidina 0,12%,

solugdo sem alcool, com nome comercial Periogard, da marca Colgate (Figura 7).
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Figura 6 - Fluxograma dos Grupos PEEK e Zirconia.
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Fonte: Acervo do autor (2025)

Figura 7— Periogard - Clorexidina 0,12%.

Fonte: Acervo do autor (2025)
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4.2 Biofilme

Para a formacao do biofilme S. gordonii, foi utilizado a cepa padrao American
Type Culture Collection (ATCC) 10558, amplamente utilizada em pesquisas

cientificas.

4.2.1 Fase Laboratorial

4.2.1.1 Fase 1 - Repicagem

A repicagem do microrganismo Streptococcus gordonii foi realizada em capela
de fluxo laminar horizontal, equipamento da marca AmbiKontrol (Figura 8), a partir de
colbnias previamente cultivadas em placas de Petri, contendo agar Brain Heart
Infusion (BHI).

Figura 8 - Fluxo Laminar.

Fonte: Acervo do autor (2025)
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A coleta do indculo bacteriano foi realizada por meio de raspagem superficial
das col6nias bacterianas, utilizando-se alga de inoculagdo plastica, estéril e

descartavel.

Durante todo o procedimento, houve o cuidado de evitar que houvesse a
perfuragdo do meio de cultura, com o objetivo de garantir a adequada carga da alcga

com biomassa bacteriana (Figura 9).

Figura 9 — Alga de inoculagao plastica

Fonte: Acervo do autor (2025)

Em seguida, realizou-se a semeadura por estriamento em esgotamento, com
a execucgao de estrias sucessivas em trés setores da placa, por meio de movimentos
inicialmente amplos, seguidos de redug&o gradual da amplitude em diregéo a regiao
central da placa, de modo a favorecer a distribuicdo progressiva e homogénea do
in6culo sobre a superficie do meio de cultura (Figura 10A). Essa € uma técnica
amplamente empregada de forma a poder garantir que o crescimento bacteriano seja
adequado e assim facilitar as analises posteriores, como identificagéo e quantificagao.

ApOs a semeadura, as placas foram incubadas em jarra de anaerobiose (Figura

10B), sob atmosfera enriquecida com 5% de CO,, utilizando gerador de CO,, pelo
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periodo de 24 horas, em estufa microbiolégica (Nova Técnica, modelo NT513), a

temperatura de 37 °C.

Figura 10 - Placa de Petri Repicada (A) e Jarra de anaerobiose (B).

Fonte: Acervo do autor (2025)

4.2.1.2 Fase 2 - Espectrofotometria e Inoculagao

Ap0s o periodo de incubagao, as células foram coletadas da placa de petri com
auxilio de alga para inoculagao plastica, estéril, descartavel e depositadas em um tubo
Falcon estéril descartavel contendo 10 ml de soro fisiolégico estéril, para a diluigao e
preparo da suspensao celular com inéculo de 107 cel/ml (Figura 11 A e B).
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Figura 11 - Tubo Falcon com in6culo 107 cel/ml e tubo Falcon com soro fisioldgico(A) e

Tubo Falcon com inéculo (B)

@ 4B

30 o A

Fonte: Acervo do autor (2025)

A dispersao das células contidas no tubo Falcon foi realizada com o auxilio do
agitador de tubos da marca Phoenix, modelo AP56 (Figura 12A), garantindo que

houvesse a homogeneizagédo adequada da suspensao.

Em seguida, utilizando-se pipeta com ponteira estéril, retirou-se 1 mL da
suspensao, que entdo foi cuidadosamente depositado em uma cubeta estéril e
descartavel destinada ao espectrofotbmetro, para a realizacdo da analise
espectrofotométrica (Figura 12B). Todo o procedimento foi conduzido sob fluxo
laminar, de modo a assegurar condigbes assépticas durante todas as etapas

experimentais.
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Figura 12 - Tubo Falcon no agitador de tubos (A)e a cubeta para espectrofotdmetro (B)

Fonte: Acervo do autor (2025)

O espectrofotdmetro utilizado no experimento foi o SPECTRONIC®20
GENESYS™, operando na absorbancia de A = 600 nm e com densidade 6ptica (DO)
de 0,52 + 0,02 (Figura 13).

Antes da realizacdo das leituras, o equipamento foi calibrado utilizando a
cubeta para espectrofotometria contendo apenas soro fisiolégico estéril 0,9%,
denominada tubo branco, garantindo assim a padronizagéao e a precisdo das medigdes

experimentais.
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Figura 13- Espectrofotdmetro

SPECTRONIC® 20 GENESYS™

Fonte: Acervo do autor (2025)

Ap0s atingido o nivel da absorbancia ideal, uma aliquota de 1 mL do in6culo de
S. gordonii (1 x 107 células/mL) foi cuidadosamente acrescentada a nove partes de
caldo BHI estéril, totalizando 10 mL e resultando na suspenséo final com concentragao

de 10 x 108 células/mL.

A partir dessa suspensao, foram pipetados 200 uL, que foram cuidadosamente
depositados sobre os corpos de prova, previamente selecionados e posicionados
individualmente em placas de 24 pocgos (Figura 14), as quais foram previamente
identificadas para garantir o correto acompanhamento de cada amostra durante todo

0 experimento.
- Grupo zirconia sem tratamento com clorexidina 0,12% (Z1 a Z9).
- Grupo PEEK sem tratamento com clorexidina 0,12% (P1 a P9).
- Grupo zircénia com tratamento com clorexidina 0,12% (ZC1 a ZC9).

- Grupo Peek com tratamento com clorexidina 0,12% (PC1 a PC9).
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As placas de 24 pogos com os corpos de prova, foram colocadas em jarra de
anaerobiose, com gerador de CO2 (5% de CO2 ) e incubadas em estufa microbiolégica
a 37°C por 24 horas (Figura 15).

Figura 14 - Placas de 24 pogos ap0s a incubacgao

Fonte: Acervo do autor

4.2.1.3 Fase 3 — Lavagem dos corpos de prova

Apo6s o periodo de incubacédo de 24 horas em estufa, as placas de 24 pocos
contendo os corpos de prova foram retiradas da camara de anaerobiose. Em ambiente
de fluxo laminar, as placas foram abertas e os corpos de prova removidos de seus
respectivos pogos com o auxilio de pinga clinica estéril. Em seguida, cada corpo de
prova foi submetido, individualmente, a uma unica lavagem com 1 mL de soro
fisiologico estéril 0,9%, realizada em fluxo continuo e sem aplicacdo de pressao,

procedimento padronizado para todos os grupos nesta etapa do experimento.

Apés a lavagem, os corpos de prova, tanto de zirconia quanto de PEEK, foram
transferidos para novos pogos estéreis, contendo 1 mL de soro fisiolégico estéril 0,9%
ou 1 mL de clorexidina 0,12%, de acordo com a fase do tratamento previamente

estabelecida.
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A permanéncia nas solugdes de clorexidina 0,12% ou soro fisioldgico 0,9%
estéril foi cronometrada a partir do momento que cada corpo de prova foi colocado na
referida solug&o, permanecendo igualmente por 1 minuto. Apos essa permanéncia,
com o auxilio de uma pinga clinica estéril, cada corpo de prova foi retirado do poco e
submetido a nova lavagem com 1ml de soro fisiologico estéril 0,9%, em fluxo continuo,
sem pressao, por 2 vezes (procedimento padronizado para todos os grupos, com e

sem tratamento com clorexidina 0,12%) (Figura 15).

Figura 15 — Lavagem do corpo de prova com soro fisioldgico estéril 0,9%

Fonte: Acervo do autor

Para dar seguimento a fase de diluigdo seriada, foi necessario o preparo dos

microtubos estéreis com soro fisioldgico 0,9% estéril.

O preparo foi iniciado com a identificagdo dos microtubos estéreis fechados,
dentro da capela de fluxo laminar. Os seis microtubos de 2ml (tubos Eppendorf)
estéreis, foram identificados e preenchidos com soro fisiolégico 0,9% estéril, sendo
1ml (1000uL) no primeiro tubo e 0,9ml (900uL) para os outros cinco microtubos

estéreis de 2ml. (Figura 16).
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Figura 16— Preparo dos microtubos

Microtubo Microtubos
0 1 2 3 4 5

\ J U U U U
—— \ v /

1000pL 900uL

Fonte: Acervo do autor (2025).

4.2.1.4 Fase 4 — Diluicao seriada

Ap06s a colocagao do corpo de prova dentro do microtubo 0 (zero ou controle),
contendo 1ml (1000pL) de soro fisioldgico 0,9% estéril, o microtubo foi devidamente
fechado, e o conjunto foi levado para o agitador de tubos durante 10 segundos, para
que houvesse a homogeneizagao completa do material.

Em seguida, sob fluxo laminar, o microtubo 0, com o corpo de prova em analise
(zircbnia ou PEEK), foi aberto e do seu interior, foi pipetado 0,1ml (100uL) da solugao
e transferido para o microtubo 1(um), passando o volume interior deste microtubo, de
0,9 ml (900uL) para 1ml (1000uL).

O microtubo 1 foi fechado, e entdo levado para o agitador de tubos durante 10
segundos. Em seguida, foi aberto sob fluxo laminar, e a partir de sua solugao final
(1000pL), foi pipetado 0,1 ml (100uL) e levado ao microtubo seguinte (Microtubo 2).

ApOs receber a solugdo, o microtubo 2, foi levado para o agitador de tubos e
assim foi feito, sucessivamente, com todos os microtubos, até a finalizacao da diluigao

seriada, com o microtubo 5 (Figura 17).
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Figura 17 — Diluicido seriada
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CP -~ Corpo de prova

SFE - Soro fisiologico estéril 0,9%
DS - Diluigao Seriada

SF — Soro fisiolégico 0,9%

Fonte: Acervo do autor (2025).

Durante a diluigao seriada, apds cada incorporagao da solugao, os microtubos
eram levados ao agitador de tubos, garantindo que houvesse homogeneizagéo
adequada da solugéo, antes da retirada do volume para o tubo seguinte. Todo esse
procedimento foi realizado sob fluxo laminar (Figura 18A) e os microtubos

permaneceram em posi¢ao vertical, devidamente apoiados em estantes apropriadas
(conforme ilustrado na Figura 18B).

Figura 18 — Dilui¢cao seriada sob fluxo laminar (A) e microtubos em estantes(B)

Fonte: Acervo do autor (2025).
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4.2.1.5 Fase 5 — Plagueamento

O plaqueamento foi realizado em placas de Petri, com agar BHI estéril. Tais
placas foram preparadas em capela de fluxo laminar, identificada em duplicata. Antes
do plagueamento os tubos foram, individualmente, submetidos a vortexagdo e com
auxilio da pipeta, foi realizado a retirada de 10uL de cada microtubo, iniciando pelo
tubo 5, foi gotejado, uniformemente sem respingo, sobre uma placa de Petri na
posicado 5 (Figura 19) e em seguida o mesmo procedimento foi realizado sobre uma

segunda placa (a duplicata) também na posic¢ao 5.

Figura 19 — Gotejamento de 10L sobre a placa de Petri.

Fonte: Acervo do autor (2025).

As duas placas de petri foram fechadas e entdo levemente inclinadas em 45°
para que o plaqueamento fosse realizado por inclinagdo (Figura 20), permitindo o
deslocamento da gota depositada sobre a superficie do meio de cultura e que logo

desapareceu pela incorporagdo ao meio.
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Figura 20 — Inclinacao das placas de Petri

Fonte: Acervo do autor (2025).

Essa manobra forneceu uma imagem na placa de Petri, semelhante a uma gota
invertida ou escorrida (Figura 21 A e B). Essa imagem nao pode ser perceptivel no
momento exato do gotejamento, uma vez que esse desenho mostra a distribuigcdo do
crescimento bacteriano sobre a placa de Petri. A imagem foi observada somente apos
o periodo de incubagéo de 24 horas, das placas de Petri, em jarra de anaerobiose,

com gerador de CO, (5% de CO,) e em estufa microbioldgica a 37 °C.

Figura 21 — Placa de Petri com crescimento bacteriano em formato de gota invertida (A) e
Imagem aumentada da gota invertida (B)

Fonte: Acervo do autor (2025).
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4.2.1.6 Fase 6 — Contagem das Unidades Formadoras de Colénia

Apds o periodo de incubagédo, foi realizada a Contagem e o registro de
Unidades Formadoras de Colonias (UFC). Para a realizagao dessa fase foi necessario

0 uso de um negatoscépio, a fim de fornecer retroiluminagéo.

As placas foram colocadas sobre 0 negatoscépio de bancada e iluminadas. Foi
realizado a marcacdo das unidades formadoras de colbnias, com caneta para
retroprojetor preta de 2,0mm da marca Pilot BT e contagem das unidades de col6nias
formadas em todos os grupos PEEK (Figura 22A) ou Zirconia (Figura 22B) com e sem

tratamento.

Figura 22 — Placa de Petri com contagem de UFC/mL em grupo PEEK (A) e Zircbnia(B)

=

Fonte: Acervo do autor (2025).

Apods a contagem de cada grupo testado, os dados foram inseridos em uma
planilha para registro e futura analise estatistica, como pode ser observado no Anexo

1, ao final deste documento.

4.3 Analise dos dados

Os dados foram analisados pelo software GraphPad Prism (GraphPad
Software, La Jolla, CA, USA) e foram submetidos ao teste de normalidade e
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homocedasticidade utilizando os testes de Shapiro-Wilk. Desta forma, os dados nao
normais foram submetidos ao teste de Mann-Whitney. O nivel de significancia

considerado foi de 5%.
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5 RESULTADOS

O Grupo P apresentou maior unidade formadora de colonias (UFC) em relagao
ao grupo Z (p<0,001) e houve diferenca estatistica entre eles (Grafico 1). Quando
comparado o grupo ZC ao grupo PC houve menor numero de UFC no grupo ZC e nao

houve diferenca estatistica entre eles, p=0,1238 (Grafico 1).

Quando comparado o grupo Z e ZC, o grupo Z apresentou maior unidade
formadora de col6nias (UFC) em relagdo ao grupo ZC (p<0,001) e houve diferenga
estatistica entre eles (Grafico 1). O grupo P também apresentou maior unidade
formadora de colénias (UFC) em relagéo ao grupo PC (p<0,001) e houve diferenga

estatisticamente significante eles (Grafico 1).

Grafico 1 - Unidade formadora de colénia UFC/ml em cada grupo.

107 —

108_
Y

105_
104_ f
103 l

Fonte: Autor (2025)

UFC/ml

Unidade formadora de colénia UFC/ml em cada grupo. Zircénia (Z), Zircénia
Clorexidina (ZC), PEEK (P), PEEK Clorexidina (PC). Os simbolos diferentes

representam diferencas estatistica. Valor de p: % p <0,0001e % p=0,0315
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6 DISCUSSAO

Este estudo in vitro analisou a adesao do biofilme de Streptococcus gordonii
em corpos de prova confeccionados em zirconia e PEEK, avaliando também o impacto
da exposigcdo prévia a clorexidina a 0,12%. Em relagdo a unidade formadora de
colénias (UFC), observou-se que o Grupo P apresentou maior numero de bactérias
aderidas quando comparado ao Grupo Z. Esse resultado se assemelha ao encontrado
por Wiessner et al. ?"), que, em um ensaio clinico prospectivo avaliando pilares de
implante confeccionados em quatro materiais, identificaram menor cobertura de
biofilme na zircbnia, seguida por titdnio, PEEK e PEEK modificado. Estudos adicionais
reforcam essa tendéncia, indicando que a zircbnia apresenta menor adesao
bacteriana quando comparada a outros biomateriais, possivelmente devido a
combinacgao de rugosidade reduzida, maior estabilidade quimica e propriedades de

superficie menos favoraveis a colonizagao inicial.#448)

Os achados deste estudo demonstram que o PEEK apresentou maior UFC
inicial de Streptococcus gordonii quando comparado a zircénia, sugerindo que sua
topografia e caracteristicas fisico-quimicas podem favorecer a colonizagdo de
espécies pioneiras do biofilme. Esse comportamento indica que, nas fases iniciais de
cicatrizacdo ou em areas onde a estabilidade do coagulo é critica, o PEEK pode
representar um substrato mais suscetivel & contaminagéo bacteriana.(1%27:3%) A menor
adesdo observada na zircOnia reforca seu potencial como material com
comportamento mais previsivel no que diz respeito ao acumulo microbiano, o que
pode contribuir para a previsibilidade dos resultados em aplicacées de regeneracao

Ossea guiada.(?744-48)

A interpretagao desses resultados sugere que diferengas de energia superficial,
hidrofilia e microtextura entre os materiais possivelmente desempenham papel
importante na adesao de S. gordonii. 444548 Embora a literatura aponte tendéncia a
menor formacgao de biofilme na zircdnia, o presente estudo confirma essa observacao
em um modelo experimental controlado, reforcando que as propriedades intrinsecas
do material influenciam diretamente sua interagdo inicial com microrganismos. 44-48)
Essa constatagao é particularmente relevante para materiais aplicados como barreiras
em ROG, dado que a contaminagao precoce pode comprometer a estabilidade do

coagulo e, consequentemente, a previsibilidade da neoformagao 6ssea.
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Outro ponto importante € que a resposta bacteriana ao PEEK pode variar
conforme modificagbes de superficie ou tratamentos adicionais aplicados ao material.
A maior quantidade de UFCs observada no grupo P sugere que, em sua forma
convencional, o PEEK pode ndo ser o material mais indicado em situagdes clinicas
em que a redugdo da carga microbiana & determinante.('03839 |sso evidencia a
necessidade de estudos futuros voltados ao desenvolvimento de superficies
modificadas, revestimentos bioativos ou tratamentos antimicrobianos especificos

capazes de aprimorar seu desempenho bioldgico.

No presente estudo, os grupos Zirconia Clorexidina e PEEK Clorexidina
demonstraram menor adesao bacteriana quando comparados aos grupos Z e P. Esse
achado corrobora literatura consolidada, que descreve a clorexidina a 0,12% como
um agente quimico eficaz no controle da placa bacteriana, amplamente empregada
em protocolos clinicos para redugéo de patégenos orais.®42) Ainda que seja um
recurso antimicrobiano reconhecido, sua eficacia depende de parametros clinicos
como frequéncia de aplicagdo, geralmente associada ao uso diario ou duas vezes ao
dia e tempo de permanéncia na cavidade oral. Além disso, seu uso costuma ser
associado a outras medidas de higiene e abordagens terapéuticas, potencializando

seus efeitos.(“243)

Por se tratar de um estudo in vitro, € importante considerar limitagdes inerentes
ao modelo experimental empregado. A cavidade bucal apresenta um ecossistema
dinamico, influenciado por fluxo salivar, proteinas, forcas mecanicas, variagdes de pH
e competicdo entre diferentes microrganismos. Dessa forma, o comportamento
observado em laboratério pode nao refletir plenamente a complexidade microbiana

presente em condigdes clinicas reais.?%36)

Os resultados deste estudo indicam que a zircbnia apresenta melhor
desempenho que o PEEK em relagcao a colonizagao inicial por S. gordonii, € que a
clorexidina a 0,12% reduz a adesao bacteriana em ambos os materiais. Esses
achados ampliam o entendimento sobre o comportamento de biomateriais utilizados
em regeneragao 6ssea guiada e enfatizam a importancia de considerar caracteristicas
de superficie e estratégias antimicrobianas complementares, especialmente nas fases

iniciais de cicatrizagao.

De modo geral, os resultados deste estudo indicam que a zircbnia apresenta

melhor desempenho que o PEEK em relagdo a colonizagéo inicial por S. gordonii, e
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que a clorexidina a 0,12% reduz a adesao bacteriana em ambos os materiais. Esses
achados ampliam o entendimento sobre o comportamento de biomateriais utilizados
em regeneragao 0ssea guiada e enfatizam a importancia de considerar caracteristicas
de superficie e estratégias antimicrobianas complementares, especialmente nas fases

iniciais de cicatrizagao.
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7 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo demonstraram que o grupo PEEK apresentou maior
numero de unidades formadoras de colénias (UFC) de Streptococcus gordonii em
comparagao ao grupo zircobnia. A aplicacado de clorexidina reduziu significativamente
o numero de UFC em ambos os materiais; entretanto, o grupo PEEK tratado (PC)

ainda apresentou os maiores numeros de UFC entre os subgrupos avaliados.
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ANEXO 1 - MEDIA DE UFC/ML DO STREPTOCOCCUS GORDONII POR GRUPO.

NIJ

NIJ

Amostra | coldonias | colonias media | diluigdao L:FCF UFC/ml
(placa 1) | (placa 2) placa

Z1-5SF 64 57 60,5 100 6050 605000
Z2- SF 53 58 955 100 5550 555000
Z3-SF 24 25 24 5 100 2450 245000
74 - SF 49 38 435 100 4350 435000
Z5-SF 39 33 34 100 3400 340000
76 - SF 48 56 52 100 5200 520000
Z7 - Sk 61 99 28 100 2800 580000
78 - SF 39 42 405 100 4050 405000
Z9 - SF 54 59 245 100 2450 545000
P1- SF 111 101 106 100 10600 1060000
P2 - SF 105 123 114 100 11400 1140000
P3-SF 78 92 85 100 8500 850000
P4 - SF 60 48 24 100 2400 540000
P5 - SF 69 59 64 100 6400 640000
P6 - SF 54 45 49 5 100 4950 495000
P7 - SF 40 32 36 100 3600 360000
P8 - SF 7 83 80 100 8000 800000
PO-FS 84 78 81 100 8100 810000
ZC 1 0 0 0 100 0 0
ZC 2 0 0 0 100 0 0
ZC 3 0 0 0 100 0 0
ZC 4 0 0 0 100 0 0
ZC 5 0 0 0 100 0 0
ZC 6 2 0 1 100 100 10000
ZC7 0 0 0 100 0 0
ZC 38 1 0 05 100 50 5000
ZC9 0 0 0 100 0 0
PC9 0 1 05 100 50 5000
PC 1 1 1 1 100 100 10000
PC2 0 0 0 100 0 0
PC 3 0 0 0 100 0 0
PC 4 1 1 1 100 100 10000
PC 35 1 0 0.5 100 50 5000
PC6 2 0 1 100 100 10000
PC7 0 0 0 100 0 0
PC 8 0 1 05 100 50 5000
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