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RESUMO

A higiene bucal tem se tornado uma pratica comum hoje em dia, e ainda assim muitos desconhecem
a real fungdo de determinados produtos quimicos utilizados para tal procedimento. A microbiota
natural bucal é composta por uma variedade de microrganismos que em harmonia favoravel servem
de protecéo para mucosa, contudo em situagdes de desequilibrio podem causar doengas patolégicas
bem conhecidas atualmente, portando se faz necessario o uso de métodos mecanicos e quimicos
para auxiliarem na higiene e saude bucal, e o principal método quimico para tal pratica hoje, é o uso
de antissépticos bucais. Contudo, a variedade disponivel no mercado e o acesso facilitado dificulta o
entendimento tanto do prescritor como do paciente. Sendo assim este trabalho teve como objetivo
avaliar ‘in vitro’ a atividade antimicrobiana de antissépticos bucais comercialmente disponiveis.
Conclui-se, pela metodologia adotada, que o U(nico antisséptico que apresentou atividade
antimicrobiana frente as bactérias Staphylococcus aureus e Escherichia coli foi o Periogard®
(clorexidina 0,12%), ndo sendo os demais efetivos nas concentracdes testadas.

Palavras-chave: Antissépticos bucais, eficacia antimicrobiana, avaliagdo.

ABSTRACT

Oral hygiene has become a common practice howadays, and yet many are unaware of the actual
function of certain chemicals used for such a procedure. The natural oral microbiota is composed of a
variety of microorganisms that in favorable harmony serve as protection for mucosa, but in situations
of imbalance can cause pathological diseases well known nowadays, requiring the use of mechanical
and chemical methods to aid in hygiene and oral health, and the main chemical method for this
practice today is the use of oral antiseptics. However, the variety available on the market and
facilitated access hinders the understanding of both the prescriber and the patient. Therefore, this
work aimed to evaluate 'in vitro' the antimicrobial activity of commercially available oral antiseptics. It
was concluded by the methodology adopted that the only antiseptic that presented antimicrobial
activity against Staphylococcus aureus and Escherichia coli bacteria was Periogard® (chlorhexidine
0.12%), not being the other effective in the tested concentrations.

Keywords: Oral antiseptics, antimicrobial efficacy, evaluation.

INTRODUCAO
Mesmo que a higiene bucal seja uma pratica comum, muitos ainda
desconhecem a real funcdo de determinados produtos quimicos e de sua relevancia
para a prevencao de infec¢des (SILVEIRA et al., 2010).
A microbiota natural da cavidade bucal € composta por mais de 300 espécies
de bactérias, que em harmonia favoravel mantem-se em equilibrio e podem servir de

protecdo ao organismo, contudo em situacbes que possam sofrer interferéncias de



fatores relacionados aos hospedeiros, como interagbes fisico-quimicas, entre
enzimas e micro-organismos, reducdo de saliva e de imunoglobulinas, niveis
elevados das enzimas associadas a uma higiene bucal precaria e gengivites, podem
promover a colonizacdo bucal por bactérias e causar patologias hoje conhecidas,
como cérie dentaria, gengivite e a doenca periodontal (SILVEIRA et al., 2010).

A presenca de bactérias do género Staphylococcus na cavidade bucal
humana adquire importancia, pois podem atuar como microbiota suplementar e em
determinadas situacdes ocasionar doenca bucal ou sistémica (MARTINS et al.,
2013), é um dos principais agentes de infeccdo, e sua importancia também esta
relacionada com mecanismos de viruléncia e capacidade de resistir a acdo de
antimicrobianos e antissépticos, além da rapida disseminacédo entre pessoas e em
diversos ambientes (CRUZ et al., 2011).

J& as bactérias do tipo bastdo, gram-negativos, como a Escherichia coli, tipica
do trato intestinal, mas que também é muito comum na cavidade oral, principalmente
de individuos que vivem em condi¢Bes precéarias de higiene, podem ter além de
complicacBes na boca, transtornos intestinais, como cdlicas e diarreias, que podem
levar a Obito caso ndo sejam combatidas a tempo (INST. BARBOSA
ODONTOLOGIA, 2017).

Tendo em vista tais relevancias, para o controle destas patologias, diversos
métodos mecanicos e quimicos vém sendo propostos. O método mecéanico é o mais
simples e mais pratico, sendo este a escovacao e o uso do fio dental, porém nem
sempre é eficaz devido ao uso inadequado destes por conta do paciente. Sendo
assim o método quimico, ou seja, a utilizacdo de substancias diversas vem sendo
utilizado de forma auxiliar ao processo mecanico em uma tentativa de reverter o
processo e o inicio de patologias (MOREIRA et al., 2009). Um dos métodos mais
utilizados no processo quimico € o uso de antissépticos bucais, na tentativa de
manter a homeostase entre microbiota natural e patogénica, estas substancias sao
incorporadas em solucfes para bochechos sendo os enxaguantes bucais 0s meios
mais simples para veiculacdo destas substancias antissépticas (TORRES et al.,
2000).

Um antisséptico ideal inclui propriedades especificas como: ser letal em
baixas concentracdes, auséncia de toxicidade, poder bactericida e poder de

penetracdo. S&o variadas as substancias utilizadas com ag&o antimicrobiana sob a



forma de enxaguantes bucais dentre elas pode-se citar: timol, clorexidina, cloreto de
cetilpiridino, triclosan, e outras (MOREIRA et al., 2009).

A diversidade de solucbes hoje disponiveis no mercado dificulta o
conhecimento e confunde os profissionais no momento da prescricdo. A facilidade
de acesso e o0 uso indiscriminado gera também risco a saude. Portanto ha a
necessidade em se conhecer as opcbes destinadas ao uso bucal de boa
procedéncia, evitando assim que sejam comercializadas apenas para fins
meramente comerciais ou como artigo de perfumaria (TAVARES, MARTINEZ,
GISSONI, 2008).

Portanto, o objetivo deste estudo € avaliar ‘in vitro’ a atividade antimicrobiana

de antissépticos bucais comercialmente disponiveis.

MATERIAL E METODOS

Nesta pesquisa realizaram-se ensaios ‘in vitro’ da atividade antimicrobiana de
antissépticos bucais. O material deste estudo constitui-se de antissépticos bucais
comercialmente disponiveis em uma distribuidora de produtos odontolégicos da
cidade de Ourinhos, Sdo Paulo. Foram selecionados todos antissépticos
comercializados pela empresa, sendo que esta fez a selecdo levando em
consideracao os ativos mais prescritos pelos cirurgides dentistas da cidade. Foram
analisados cinco tipos de antissépticos, e sua identificacdo foi realizada segundo

seu principio ativo e sua marca comercial conforme listados no Quadro 1:

Quadro 1. Antissépticos e Principio Ativo

Antissépticos — P.A. Nome Comercial

Digluconato de Clorexidina 0,12% Periogard®
Fluoreto de Sédio + Cloreto de Cetilpiridino | Oral B®

Timol + Alcool Listerine®
Timol Keywords Triclosan + Fluoreto de | Listerine Zero®
Saodio Plax®

Todos os produtos foram analisados somente quanto a sua atividade
antimicrobiana, sem diluicdo conforme indicacdo do fabricante, e desconsiderando

qualquer outra caracteristica do produto.



Os antissépticos foram analisados com culturas de Staphylococcus aureus
ATCC — 6538 e Escherichia coli ATCC 25922, disponibilizados pelo laboratorio de
microbiologia das FIO (Faculdades Integrada de Ourinhos).

O procedimento técnico trata-se do teste de sensibilidade aos
antimicrobianos, teste por difusdo em disco, metodologia de acordo com 0s critérios
estabelecidos no documento do M100-S18 (CLSI, 2008).

A técnica iniciou-se com a padronizacdo da quantidade de amostra e

posteriormente a aplicacdo de todos antissépticos a serem testados.

Padronizacao da quantidade de amostra

Retirou-se as placas e os frascos com os discos da geladeira cerca de 20-30
minutos antes do inicio do procedimento, para que chegassem a temperatura
ambiente antes da execugao da prova.

Com uma alca bacteriolégica em platina devidamente flambada e resfriada,
tocou-se na colbnia de Staphylococcus aureus, suspendeu-se as colbnias em
solucéo salina estéril (NaCl 0,85%) até que se se obteve uma turvacdo compativel
com o grau 0,5 da escala Mac Farland (1x106 UFC/mL). Para este passo foi utilizado
um tubo aferido na escala 0,5 de Mac Farland como comparativo, Figura 1.
Posteriormente, embebeu-se um swab estérii na suspensdo bacteriana,
comprimindo-o contra as paredes do tubo para tirar o excesso da suspenséo, e
semeou-se de forma suave em todas as direcfes na placa de meio Muller Hinton,
procurando abranger toda a superficie. Aguardou-se, por 10 minutos, a superficie do
agar secar.

Na camara de fluxo laminar, em uma placa de vidro, devidamente esterilizada,
os discos foram dispostos de forma a néo se tocarem, a cada disco foi aplicado uma
quantidade escolhida aleatoriamente do antisséptico Periogard® (15ulL, 10uL, 5uL e
2uL), esperou-se por cerca de 2 minutos os discos secarem.

Com auxilio de uma pinca flambada e resfriada, colocou-se os discos, sobre a
superficie do meio inoculado, exercendo uma leve pressdo com a ponta da pinca
para uma boa adeséao dos discos, Figura 2.

Incubou-se a placa com os discos em estufa bacteriologica a 37°C por 24
horas.

Verificou-se, através da formacdo de halos, a melhor quantidade para

continuidade dos testes.



Figura 1 - Escala de Mac Farland Figura 2 - Aplicacdo dos discos em meio
. inoculado

Fonte: Autora
Fonte: Autora

Aplicacdo das amostras

Realizou-se o0 mesmo procedimento anterior, diferenciando-se somente na
aplicacao final das amostras.

Depois de preparado o inoculo e semeadura nas placas, na camara de fluxo
laminar, em uma placa de vidro, devidamente esterilizada, os discos foram dispostos
de forma a n&o se tocarem, a cada disco foi aplicado 10uL e 15uL respectivamente
de cada amostra, aguardou-se por cerca de 2 minutos os discos secarem, Figura 3.

Com auxilio de uma pinga flambada e resfriada, colocou-se os discos, sobre a
superficie do meio inoculado, exercendo uma leve pressdo com a ponta da pinca
para uma boa adesdo dos discos, em uma placa foram adicionados todas as
amostras com a quantidade de 10uL, e em outra placa todas as amostras com a
guantidade de 15uL, Figura 4.

Incubou-se a placa com os discos em estufa bacteriolégica a 37°C por 24
horas.

O procedimento foi realizado do mesmo modo para as duas colonias de
cepas a serem utilizadas no procedimento, Staphylococcus aureus ATCC — 6538 e
Escherichia coli ATCC - 25922.



Figura 3 - Aplicacdo de todas as Figura 4 - Disposi¢cdo dos discos
amostras, nas concentracdes de 10uL e embebidos das amostras
15 uL.

oGt

Fonte: Autora

Fonte: Autora

Leitura das Placas

ApoOs periodo de incubacao das placas, a leitura foi feita com auxilio de uma
régua, anotando e observando a formacdo de halos de inibicdo do crescimento
bacteriano, que quando presentes indicardo a atividade bacteriostatica e bactericida
dos antissépticos.

Os resultados foram demonstrados através da média do diametro dos halos

de inibic&do de crescimento formados em volta do disco.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos na padronizagdo da quantidade de amostra estdo
demonstrados na Figura 5. S&o visualizados os aspectos de crescimento bacteriano
e 0s halos de inibicdo referentes ao Periogard® (clorexidina 0,12%) nas
concentragcbes de 15ul, 10ulL, 5uL e 2uL contra S. aureus. Em todas as
concentragdes testadas, os halos de inibicdo variaram de maneira semelhante nas
concentracbes propostas, sendo a medida destes 1,6cm, 1,4cm, 1,5cm e 1,5cm
respectivamente. Portanto de forma aleatéria, padronizou-se a quantidade de 10uL
e 15uL para prosseguimento das analises.



Figura 5 - Inibicdo bacteriana para padronizacao

Fonte: Autora

Avaliando-se a atividade dos principios ativos componentes dos
enxaguatorios sobre S. aureus, exibiram atividade de acdo inibitéria somente o
Periogard® (clorexidina 0,12%) nas duas concentracfes testadas (10uL e 15ulL)

conforme mostra a Figura 6 e 7.

Figura 6- Inibicdo bacteriana de S. aureus, em concentracdo de 10uL.

Fonte: Autora



Figura 7 - Inibicdo bacteriana de S. aureus, em concentra¢do de 15uL.

Fonte: Autora

Sobre a bactéria Escherichia coli, os resultados obtidos foram equivalentes,
apresentando atividade de acdo inibitéria somente o enxaguante Periogard®
(clorexidina 0,12%) nas mesmas concentracdes apresentadas anteriormente

conforme Figura 8 e 9.

Figura 8 - Inibicdo bacteriana de E. coli, em concentra¢do de 10uL.

By vt
Fonte: Autora



Figura 9 - Inibi¢céo bacteriana de E. coli, em concentra¢éo de 15uL.

Fonte: Autora

De acordo com Moreira et al. (2009), os estudos sobre a eficacia de
antissépticos bucais sao poucos divulgados, dificultando a visdo dos profissionais
que acabam levando em consideracdo apenas as informacdes veiculadas pelos
fabricantes, por tal razdo é de suma importancia a realizacéo de testes ‘in vitro’ para
confirmar a sua efetividade, possibilitando a melhor escolha do produto a ser
prescrito.

Para padronizacdo da quantidade de amostra a ser utilizada por este estudo,
0 antisséptico escolhido foi o Periogard® como referencia, levando em conta que de
acordo com os estudos realizados e como descritos por MOREIRA et al. (2009), a
clorexidina € utilizada como controle positivo na maioria dos estudos sobre
substancias antimicrobianas bucais, por ser considerado um agente quimico
substitutivo e ndo apenas como coadjuvante ao controle mecéanico do biofilme
dental.

J& quanto acdo antimicrobiana dos antissépticos propostos por este estudo
frente as bactérias S. aures e E. coli, apenas o Periogard® (clorexidina 0,12%)
apresentou eficacia antimicrobiana, sendo que todos demais, Listerine® (timol),
Listerine Zero® (timol), Oral B® (Fluoreto de sédio + Cloreto de Cetilperidino) e
Plax® (Fluoreto de sodio + Triclosan) ndo apresentaram qualquer atividade

antimicrobiana em nenhuma das concentracdes analisadas. Resultados que
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condizem com o estudo feito por MOREIRA et al. (2009), onde a clorexidina
demonstrou as maiores zonas de inibicdo frente a todos 0s microrganismos
testados. Este resultado também concorda com outros estudos que avaliaram o
efeito antimicrobiano de antissépticos.

Ainda segundo Bonan e colaboradores (2011) o digluconato de clorexidina,
presente no Periogard® € uma bisguanida catiénica, que tem sido amplamente
utilizada em periodontia, como enxaguatoério bucal, na prevencao de caries e como
agente terapéutico para infeccbes orais em geral, devido sua atividade
antimicrobiana, além disso, apresenta amplo espectro de acdo, possuindo forte
atuacao contra grande numero de microrganismos gram positivas e gram negativas,
leveduras, anaerdébios facultativos e aerobios.

Contudo, segundo Torres et al. (2000) embora esta substancia seja um
excelente antimicrobiano, devido a seus efeitos colaterais, ndo é recomendado o seu
uso prolongado. Dai a necessidade de serem desenvolvidas substancias tdo efetivas
guanto, mas sem o0s seus efeitos colaterais. Dentre os efeitos adversos relatados
com o uso prolongado da clorexidina podemos citar a descoloracdo dos dentes,
descamacdao reversivel da mucosa, alteracdes do paladar e aumento dos depdsitos
calcificados supra gengivais.

Os Oleos essenciais, como timol, constituem os principios ativos do
Listerine®. Sao compostos fendlicos que agem contra as bactérias rompendo a
parede celular ou inibindo a acdo enzimatica. Os resultados avaliados neste
estudam indicam concordancia com os feitos por MOREIRA et al. (2009), que
também n&o obtiveram atividade antibacteriana em nenhum dos microrganismos
testados. Justificando-se tal auséncia de eficacia, pela técnica de difusdo em Agar, e
tal fendbmeno depende das propriedades fisico-quimicas do produto e do meio de
cultura, estando a auséncia da formacdo de halos de inibicdo ligada ao grau de
difusdo do antisséptico Listerine® em agar, e ndo estando obrigatoriamente
relacionada a auséncia de atividade antimicrobiana.

Para Tavares e colaboradores (2008) o cloreto de cetilpiridinio, ativo
encontrado no antisséptico Oral B® é um composto monovalente catidnico
pertencente ao grupo quaternario da amoénia, sua afinidade pelos fosfatos de carga
negativa presentes nas paredes celulares de bactérias permite rompé-las.
Demonstra ser eficaz contra microrganismos gram positivos, mas € relativamente

ineficaz contra gram negativos e microrganismos anaerobio, no entanto, seu carater
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bacteriostatico, bactericida e/ou fungicida dependera da concentracdo empregada,
sendo assim, a concentracdo aplicada a este estudo, ndo foi efetivamente a
concentracdo necessaria para que haja inibicdo do crescimento bacteriano, nao
afirmando que o0 mesmo ndo possua acao antimicrobiana.

O ativo Triclosan, presente no Plax® tem sua acgdo baseada na
desorganizacdo da membrana celular e inibicdo inespecifica de enzimas da
membrana. Ele possui amplo espectro antimicrobiano, com atividade contra
bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e fungos. In vivo, a eficicia antiplaca e
absorcao do triclosan sozinho séo limitadas (TORRES et al., 2000), sendo assim
condizentes com os resultados relatos por este estudo.

CONCLUSOES

De acordo com a metodologia aplicada a este estudo, foi possivel avaliar ‘in
vitro’ a atividade antimicrobiana dos antissépticos propostos, sendo que o0s
resultados sugerem que, dentre os componentes analisados, apenas a clorexidina
0,12% presente no Periogard® apresentou eficacia antimicrobiana frente as
bactérias Staphylococcus aureus e Escherichia coli. Os demais ativos presentes em
marcas de referéncia no mercado ndo esbocaram qualquer acédo antibacteriana nas
concentracdes utilizadas frente a estas bactérias, contudo sugere-se a realizacao de
novos ensaios utilizando-se metodologias diferentes a deste estudo para reavaliar
tais acoes.

Levando em consideragéo todo levantamento de dados desta pesquisa, pode-
se concluir que os antissépticos bucais podem ser utilizados como método auxiliar
ao método mecanico, quando necessarios, adicionalmente auxiliando na higiene e
saude bucal, contudo seu uso indiscriminado pode causar desequilibrio na flora
bucal estimulando a multiplicagdo de microrganismos naturais ou colonizagédo de
outros patogénicos, portanto se faz necessario o conhecimento dos ativos por parte
dos cirurgibes dentistas para a prescricdo correta e a racionalidade no uso por parte

do paciente.
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