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RESUMO

Os enxaguatdrios bucais podem ser utilizados como complemento & higienizacdo bucal. A atividade
antimicrobiana de seis produtos comercialmente disponiveis foi avaliada frente a Streptococcus mutans,
Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus e Candida albicans. Verificou-se a sobrevivéncia dos
microrganismos apos 30, 60 e 90 segundos de contato com os produtos. O tempo de reducdo decimal
(Valor D) e areducéo da populagéo microbiana aobtida apos os intervalos de contato (log UFC/mL vs
tempo) foram utilizados para comparar a atividade antimicrobiana dos produtos avaliados. Os resultados
indicaram diferengas na sobrevivéncia dos microrganismos e o produto composto por 6leos essenciais
evidenciou a melhor atividade antimicrobiana.

Palavras-Chave. enxaguatdrio bucal, atividade antimicrobiana, reducéo logaritmica, Vaor D.

ABSTRACT

M outhwashes have been used to supplement the oral hygiene procedures. Theantimicrobial activity efficacy
of six commercially available products was assessed on to Streptococcus mutans, Enterococcus faecalis,
Staphylococcus aureus and Candida albicans. Microbial survival was evaluated after being left in contact
with the mouthwash products for 30, 60, and 90 seconds. The decimal reduction time (D-value), and the
microorganisms logarithm reduction at contact time intervals were calculated from the obtained curves
(Log CFU/mL vs time), and they were used for comparing the antimicrobial activity of analyzed products.
Differences on microbial survival were observed, and the product compounded of essential oils showed

the best antimicrobial activity.

Key Words. mouthwash, antimicrobial activity, logarithmic reduction, D-value.

INTRODUCAO

O desenvolvimento de gengivites esta relacionado com
aformagao de placa bacteriana, sendo necessario seu controle
e prevencao na manutencdo da salide da cavidade bucal . Neste
contexto, incluem-se procedimentos mecanicos, quimicos e de
controle da dieta®>.

Os enxaguatorios bucaistém sido utilizados no controle
quimico de placa bacteriana como substitutos ou adjuntos aos
procedimentos mecéanicos, além de se constituirem em
facilitadores para a veiculagdo de compostos ativos para o
tratamento de afeccOes especificas'*%6. Em geral, os anti-
sépticos bucais ndo apresentam composi¢ao complexa; o
diferencial nestetipo de produto é asuaeficaciaantimicrobiana
considerando 0s compostos ativos presentes, associados ou ndo

acompostos de fltors,

Os antimicrobianos dos anti-sépticos bucais rompem a
parede celular e inibem a atividade enzimatica da célula
microbiana. Adicionalmente, previnem aagregacéo bacteriana
e diminuem amultiplicacdo microbiana®”.

Entre os compostos ativos mais utilizados em anti-
sépticos bucais temos a clorexiding, cloreto de cetilpiridineo e
triclosan, além de 6leos essenciais*>™®. A clorexidina, um dos
biocidas mais utilizados em formulacGes anti-sépticas, € uma
biguanida cationica que age principalmente sobre bactérias
Gram-positivas, além deleveduras e dermatdfitos, enquanto que
o cloreto de cetilpiridinio, sobre bactérias Gram-positivas e
leveduras. Entre os compostosfendlicos, o triclosantem sido o
mais utilizado em formulagdes paracontrol e daplaca bacteriana,
apresentando agdo principalmente contra bactérias Gram-
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positivas; ho entanto, este ativo tem sido utilizado em associacdo
a copolimeros, que aumentam seu espectro de agdo sobre
bactérias gram-negativas e levedurast &,

O enxaguatorio que apresenta o maior histérico deuso é
composto por solugdo hidro-al codlicados 6leos essenciaistimal,
mentol eeucdiptol. Emborasejam norma mente utilizadoscomo
flavorizantes, os 6leos essenciais podem contribuir com a
propriedade antimicrobiana do produto devido a presenca de
compoastos fendlicos como seus principais constituintes, osquais
agem principalmente sobre bactérias Gram-positivas e
levedurast2™°,

No Brasil, os enxaguat6rios bucais sdo categorizados
como produtos de higiene pessoal e cosméticos, sendo as
formulagdes que apresentam indi cactes especificas, como anti-
sépticos, antiplacaede usoinfantil, classificadas como produtos
de grau 2 e demandam a comprovagdo da sua seguranca e
eficaciaantimicrobiana.

A avaliacdo da eficécia antimicrobiana de produtos anti-
sépticos bucais pode ser efetuada por testes in vivo ou in vitro,
sendo que estes s8o geralmente adaptagtes dos procedimentos
de difusdo em &gar, de determinacdo da concentracdo inibitoria
minima(CIM) ou, ainda dos ensaios paradeterminagdo do tempo
dereducéo decimal>®81, O método de difusio em &gar pode ser
utilizado apenas para a avaliagdo qualitativa da atividade
antimicrobiana; como o fendmeno de difusdo depende das
propriedades fisico-quimicas do produto e do meio de cultura
utilizado, o didmetro dazonadeinibicéo ndo pode ser considerado
como pardmetro de comparacdo de diferentesformulagBes, assim
como aausénciade hal o deinibi¢o de crescimento pode ndo ser
indicativo da auséncia de atividade. A concentraggo inibitéria
minima pode ser utilizada para a avaliagdo quantitativa de
diferentes formulacgdes, porém este método ndo fornece
informacdes referentes ao comportamento do produto durante o
periodo de uso, sendo mais interessante a utilizagdo de
procedimentos analiticos que permitam avaliar o perfil de morte
microbiana, a exemplo dos métodos de avaliagdo da eficaciade
sistemas conservantes. Orth'213 propdsadutilizacdo do método de
regressao linear paraavaliar S stemas conservantes em cosmeticos,
que permite calcular o tempo de reducdo decimal (valor D),
equivalente ao tempo necessario parareduzir 90% da popul agao
microbiana. Protocol osanaliticoscomo osmétodos paraavaliacéo
daatividade germicidade sanitizantes, publicado pelaAOAC* e
paraavaliacdo daatividade antimicrobianade desinfetantes e anti-
sépticos daAFNOR>16também avaliam a capacidade de reduzir
populagdes microbianas utilizadas em testes de desafio,
considerando como eficazes os produtos capazes de reduzir
99,999% da populagdo microbiana em 30 segundos de contato,
no caso do método AOAC e no tempo estabelecido de uso do
produto, no caso daAFNOR.

Por ndo haver no pais, uma metodologia oficial para
avaliacdo daatividade anti-sépticade enxaguatériosbucais, este
estudo teve como objetivo, avaliar aeficaciaantimicrobianain
vitro de produtos comercialmente disponiveis frente a
microrgani smos frequientemente rel aci onados aos processos de
afecgdes bucais*®!!: Streptococcus mutans (ATCC 25175),

Enterococcus faecalis (ATCC 19433), Staphylococcus aureus
(ATCC 6538) e Candida albicans (ATCC 10231), utilizando o
método de regressdo linear paradeterminar o perfil deletalidade
destes produtos, considerando os modos de uso indicados em
termos de concentrac&o e tempo de contato.

MATERIAL E METODOS

Enxaguatorios bucais

O material deste estudo consistiu de seis produtos
comercia mente disponiveisem farmécias e drogarias dacidade
de S&o Paulo, Brasil, identificados de acordo com o seu
componente ativo. As amostras CP e CP+OE apresentaram
cloreto de cetil piridineo (0,5 mg/mL) como componente ativo,
sendo a segunda, associada atinturas de camomilaedemirrae
a 6leos de sdlvia, melaleuca e eucalipto. OE corresponde a
amostra composta por timol (0,6 mg/mL), eucaliptol (0,92 mg/
mL), mentol (0,42 mg/mL) e salicilato de metila (0,6 mg/mL);
TCS, apresentou triclosan (0,3 mg/mL) associado acopolimero,
o produto CHX apresentou gluconato de clorexidina (1,2 mg/
mL) e o produto FL, fluoreto de sodio (equival ente a 1000 ppm
defllor). Todos os produtos foram avaliados quanto aatividade
antimicrobiana sem dilui¢do, conforme aindicagéo de uso.

Preparacdo da suspensao microbiana

A partir das culturas-estoque de Streptococcus mutans
(ATCC 25175), Enterococcus faecalis (ATCC 19433),
Staphylococcus aureus (ATCC 6538) e Candida albicans (ATCC
10231), foram realizadostrés subcultivos consecutivosem caldo
Caseinade soja(DIFCO®), incubados a (36 + 1)°C por 24 horas,
sendo que asculturas de Streptococcus mutans e de Enterococcus
faecalis foram incubadas sob condic¢oes de microaerofilia (10%
CO,). O terceiro subcultivo foi quantificado de acordo com os
compéndiosfarmacopéicos’’, em agar Caseinade soja(DIFCO®),
utilizando as mesmas condic¢des de incubacdo descritas
anteriormente. ApOs a determinacéo da carga microbiana, a
suspensdo, mantida sob refrigeracéo, foi gjustada com solucéo
salina estéril paraconter entre 7,5x 107e 1,2 x 10° UFC/mL 115,

Avaliagdo da atividade antimicrobiana

Cada produto foi submetido a avaliacdo da atividade
antimicrobiana utilizando o método de regressao linear'. Para
determinar o perfil de letalidade (logUFC/mL vs tempo),
verificou-se acapacidade de cada produto em reduzir, em escala
logaritmica, as popul agbes microbianas padronizadas apds 30,
60 e 90 segundos de contato. Foi considerada como atividade
satisfatoria, a redugéo de, no minimo, 5 Log,, (equivalente a
reducéo de 99,999%) em 60 segundos.

Confirmacdo da capacidade de neutralizacao da atividade
antimicrobiana residual do anti-séptico bucal

Para garantir a validade dos resultados obtidos na
enumeracao de microrganismos sobreviventes apds contato com
0 anti-séptico bucal, € necessario comprovar aneutralizagéo da
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atividade antimicrobianado residuo do produto transferido aos
meios de cultura ap6s o tempo de contato estabel ecido.

Neste estudo, o cado Letheen (DIFCO®) foi utilizado
como meio de cultura neutralizante da ac8o antimicrobiana
residua dosanti-sépticosbucais e paraconfirmar estacapacidade
neutralizante, aliquotasde 1,0 mL do produto foram adicionadas
atrés tubos contendo 9,0 mL de caldo Letheen (DIFCO®). Em
seguida, aliquotas de 0,5 mL de suspensao microbiana contendo
1000 UFC/mL foram adicionadas a cada um dos tubos. Ap6s
homogenei zagdo manual, aliquotasde 1,0 mL ede 0,1 mL foram
transferidas para placas de Petri, em duplicata, homogenei zadas
com 20 mL de &gar Caseina de soja (DIFCO®) e incubadas por
48 horas sob as mesmas condigdes de incubagdo utilizadas na
preparacdo da suspensdo microbiana. Apds o periodo de
incubacéo, foi realizada aenumeracdo da populagdo microbiana
sobrevivente e cal culadaataxade recuperacdo microbianaobtida.

Enumeragéo da populacdo microbiana apds contato com o
produto.

Tubo contendo 9,0 mL do produto, na concentracdo de
uso indicadanarotulagem, foi mantido em banho-mariaa (22 +
2)°C por aproximadamente 10 minutos. Em seguida, aliquota
de 1,0 mL da suspensdo microbiana ajustada (contendo
aproximadamente 108 UFC/mL) foi transferida ao tubo e apds
homogeneizac&o manual o tubo foi recolocado em banho. 30
segundos apdsaadicao doindculo, aliquotade 1,0 mL damistura
foi transferida para tubo contendo 9,0 mL de caldo Letheen
(DIFCO®), meio de cultura utilizado para neutralizar a acéo
antimicrobianaresidual do produto. Em seguida, procedeu-sea
enumeracgdo de microrganismost, sendo as diluicdes decimais
seriadas efetuadas em caldo Letheen (DIFCO®); aliquotas de
1,0 mL foram transferidas para placas de Petri, em duplicata,
homogeneizadas com 20 mL de agar Caseinade soja(DIFCO®)
eincubadas por 48 horas sob as mesmas condi¢des deincubacdo
utilizedas na preparacéo da suspensdo microbiana. O mesmo
procedimento foi realizado apds 60 segundos e apds 90 segundos
da adicéo da suspensdo microbiana.

Teste controle
Tubo contendo 9,0 mL de solugéo salina estéril foi
mantido em banho a (22 + 2)°C por aproximadamente 10

minutos. Em seguida, aliquota de 1,0 mL da suspensao
mi crobiana agj ustada (contendo aproximadamente 108 UFC/mL)
foi transferida ao tubo e apds homogeneizacdo manual o tubo
foi recolocado em banho. Apos 30 segundos da adicao do
indculo, aliquotade 1,0 mL damisturafoi transferidaparatubo
contendo 9,0 mL de caldo Letheen (DIFCO®). Em seguida,
procedeu-se a enumeracao de microrganismos', sendo as
diluicBes decimais seriadas efetuadas em caldo Letheen
(DIFCO®); aliquotas de 1,0 mL foram transferidas para placas
de Petri, em duplicata, homogeneizadas com 20 mL de &gar
Caseina de soja (DIFCO®) e incubadas por 48 horas sob as
mesmas condic¢Bes de incubacdo utilizadas na preparagéo da
suspensdo microbiana. O mesmo procedimento foi realizado
apo6s 60 segundos e 90 minutos da adicdo da suspensdo
microbiana.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 apresenta os resultados obtidos ha avaliacéo
da capacidade do meio de cultura utilizado de neutralizar a
acdo residual do anti-séptico bucal. De acordo com
compéndios oficiais'®, aausénciade atividade antimicrobiana
€ indicada por taxas de recuperagdo microbiana superiores a
70%. A avaliagdo dosresultados obtidosindicaque o meio de
culturaselecionado paraneutralizar aatividade antimicrobiana
dos residuos dos produtos apés periodo do contato, caldo
Letheen (DIFCQO®), foi satisfatorio. A enumeracéo de
mi crorgani smos sobreviventes ap6s o periodo de contato com
0 anti-séptico bucal, apresentada na Tabela 1, indica que nédo
houve atividade anti microbiana dos residuos dos produtos em
teste nas condi¢des experimentais.

Naavaliagdo daatividade antimicrobianados anti-sépticos
bucai's, todos os ensaios foram realizados em triplicata. Foram
calculados os valores médios obtidos na enumeragéo das
popul acbes microbianas, antes e apos o contato com o produto e
a partir destes dados, foi construido gréfico do Log, UFC/mL
em func&o do tempo de contato (perfil de letalidade) para cada
produto analisado (Figura 1). Os resultados indicam atividade
antimicrobiana diferenciada entre os produtos frentes aos
microrgani smos estudados.

Tabela 1. Porcentagem de recuperacéo (R) de Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis e Candida
albicans obtidadurante aavaliago da capacidade do caldo L etheen (DIFCO®) paraneutralizar agdo residual dos anti-sépticosbucais

Streptococcus Staphylococcus Enterococcus Candida

Produto mutans aureus faecalis albicans
UFC R(%) UFC R(%) UFC R(%) UFC R(%)

Controle 46/42/50 48/50/48 42/48/48 46/51/48

CP 42/42/48 95,65 46/49/47 97,12 40/48/46 97.17 44/46/46 93,79
CP+ OE 43/40/48 95,00 46/46/48 95,89 41/46/46 96,30 42/46/46 92,55
OE 43/40/45 92.83 48/48/44 95.89 40/46/47 96,30 44/48/46 95,24
TCS 44/40/46 94,13 45/48/46 95,07 40/45/46 95,00 42/48/44 92,55
CHX 42/39/46 91,96 44/46/42 90,35 42/42/46 94,13 42/44/46 91,10
FL 44/41/48 96,30 46/48/48 97,12 41/48/46 97,83 44/48/48 96,69

42



Bugno, A et al. Enxaguatérios bucais: avaliagéo da eficécia antimicrobiana de produtos comercial mente disponiveis. Rev Inst Adolfo Lutz,

65(1):40-45, 2006.

A partir dos gréficos de letalidade obtidos para cada
produto analisado, foram determinadas as equacdes da reta,
calculados o tempo de reducéo decimal (Vaor D) e o tempo
necessario para reduzir cinco ciclos logaritmicos (T
(Tabela 2).

Observando-se os valores D calculados a partir da
equacdo deretaobtida, verificou-se queaamostra OE apresentou
a melhor atividade antimicrobiana sobre todos os
microrgani smos estudados, enquanto a amostra FL apresentou
amenor atividade antimicrobiana. A amostraTCS apresentou a
segunda melhor atividade antibacteriana, enquanto a amostra
CHX, a segunda melhor atividade antiflngica. Quanto aos
produtos a base de cloreto de cetipiridineo, a amostra CP+OE
apresentou atividade antimicrobiana melhor em relagéo a

99, 999%)

amostra CP, provavelmente devido a associagdo com 6leos
essenciais.

Considerando como eficaz o produto capaz de reduzir
99,999% da populagdo microbiana apds um minuto de contato,
verificou-se que apenas a amostra OE reduziu mais de cinco
ciclos logaritmicos de todos os microrganismos estudados. Os
produtos TCS e CP+OE foram eficazes contra Streptococcus
mutans e Enterococcus faecalis, enquanto que o produto CHX
foi eficaz somente contra Candida albicans.

Os resultados obtidos neste estudo mostraram-se
compativelscom os estudos realizados por outros pesquisadores,
embora estes tenham determinado a concentragdo inibitéria
minima (CIM) na avaliagdo da atividade antimicrobiana.
McDonnell e Russel” e McBain et al*verificaram quetriclosan

8.0 Streptococcus mutans
’ 8.0 - Staphylococcus aureus
o 7.0
£ 'é 6.0
g S 5.0
= 5 40
K] 20 30
= 2,0
1.0
010 T L T L T T | J 1 0.0 T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 S0 60 70 80 90 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Tempo (segundos) Tempo (segundos)
i Enterococcus faecalis 20 Candida albicans
7.0 — 7.0
3 -
g 6,071 Z 601
E 5.0 T 5.0
5 4,0 5 40
@ 3.0 1 &0 3,0
= 2.0 A = 2.0
1.0 1 1.0 A
0.0 0,0
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Tempo (segundos) Tempo (segundos)
¢ Controle mCP CP+OE - OE xTCS @ CHX +FL

Figura 1. Redug&o decimal de microrganismos causada por anti-sépticos bucais
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Tabela 2. Equagdo dareta, Valor D e o tempo pararedugdo de 5 Log, , de Streptococcus mutans (A), Staphylococcus aureus (B),

Enterococcus faecalis (C) e Candida albicans (D).

(A) (B)

Produto Equacio V?SI:;)D T(nggg)% Produto Equacio Ve(lsl(;;)D TE':;:;;%
CP y =-0,080x + 6,543 12,547 62,74 CP y =-0,040x + 6,778 24,876 124.38
CP+OE y=-0,085x+6,181 11,723 58,62 CP+OE y=-0,068x + 6,880 14,793 73.96
OE y =-0,089x + 6,786 11,274 56,37 OE y =-0,095x + 6,385 10,504 52,52
TCS y =-0,085x + 6,131 11,723 58,62 TCS y =-0,074x + 6,384 13,569 67.84
CHX y =-0,060x + 6,565 16,556 82,78 CHX y =-0,034x + 6,967 29,155 145,77
FL y =-0,018x + 6,832 55,866 279,33 FL y =-0,030x + 6,561 33,333 166,67

©) (D)

Produto Equacio V?;Z;)D T(Q;:;;/ Produto Equacio V?slzg)]) T(9;)’e9;9)%
CP y =-0,075x + 6,710 13,369 66,84 CP y =-0,061x + 6,340 16,529 82,64
CP+OE y=-0,089%x+ 6,215 11,249 56,24 CP+OE y=-0,063x+ 6,681 15873 79,37
OE y =-0,100x + 6,824 10,050 50,25 OE y =-0,100x + 6,159 9,970 49,85
TCS y =-0,090x + 6,079 11,173 55,87 TCS y =-0,072x + 6,437 13,966 69,83
CHX y =-0,028x + 6,768 35,842 179,21 CHX y =-0,085x + 6,231 11,723 58,62
FL y =-0,012x + 6,867 86,957 434,78 FL y=-0,032x + 6,173 31,348 156,74

eclorexidinaapresentaram alto potencial antimicrobiano frente
abactérias orais, sendo o valor da CIM para o triclosan menor
gue a obtida para clorexidina. Meiller et a?, que avaliaram a
eficacia antifungica de trés formulacdes contendo 6leos
essenciais e uma contendo digluconato de clorexidina,
verificaram que todos os produtos apresentavam atividade
antifuingicana concentragdo comercia mente disponivel, sendo
gue as formul agBes contendo 6l eos essenciai s apresentaram 0s
melhoresresultados. Giulianaet al?*?? investigaram a atividade
antifingica de enxaguatérios bucais contendo cloreto de
cetilpiridineo, digluconato de clorexidina, hexetina, sanguinaria
e triclosan e verificaram que os produtos contendo cloreto de
cetilpiridineo foram os mais efetivos, enquanto digluconato de
clorexidinafoi mais efetivo que o triclosan.

Pan et al, Riep et al?*, assim como Pitten e Kramer?®,
avaliaram a taxa de reducdo de populacdes microbianas apis
contato com anti ssépticos e verificaram que produtos contendo
Oleos essenciais foram mais efetivos que aqueles a base de
fluoretos. Pitten e Kramer? também verificaram que produtosa
base de cloreto de cetilpiridineo reduzem entre 2 e 2,5 ciclos
|ogaritmicos as contagens microbianas nasaliva.

44

Alguns estudos sugerem que aatividade antimicrobiana
in vitro pode ndo estar altamente correlacionada a atividade
clinica't, como, por exemplo, Renton-Harper et al?, que
verificaram que formulacdes contendo clorexidina
apresentaram atividade antimicrobiana altamente superior ao
cloreto de cetilpiridineo e triclosan, e Monfrin e Ribeiro®,
gue também verificaram que produtos contendo clorexidina
foram os mais eficientes na redugdo das populacbes
microbianas presentes na saliva de voluntarios, enquanto
produtos contendo triclosan apresentaram pouca reducgéo e
produtos contendo 6leos essenciai s ndo reduziram a popul agéo
microbiana.

Asdiferencas verificadas entre osmétodos de avaliacéo
in vivo ein vitro podem estar relacionadas as caracteristicas de
adsorcéo dos agentes antimicrobianos e a menor sensibilidade
a0s antimicrobianos observada em biofilmes em comparagéo a
situagBes em que 0s microrganismos estdo em suspensao™.
Apesar de eventuais diferencas, os testes in vitro, utilizando
culturas em suspensao, s2o de extremaimportanciacomo método
preliminar para avaliar a atividade antimicrobiana de
enxaguatériosbucais.
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CONCLUSAO

Com relagéo a atividade antibacteriana, o produto OE

apresentou a melhor atividade antimicrobiana, seguido do
produto TCS. Com relagdo a atividade antifungica, também o
produto OE apresentou a melhor atividade antimicrobiana,
seguido do produto CHX.
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