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RESUMO

A escova dental pode se tornar um veiculo de disseminacao de microrganismos da boca. O
objetivo deste estudo foi avaliar, in vivo, a contaminacao de estreptococos do grupo mutans
(EGM) em escovas dentais Monobloc®, que foram usadas uma tnica vez por 2,0min, em funcao
de 2 diferentes tipos de dentifricio. O estudo clinico randomizado foi realizado em 3 etapas (I,
II, III), por 52 estudantes de farmacia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirao
Preto — USP. Na etapa I, os alunos efetuaram a escovacdo sem a utilizacdo de dentifricio. Na
etapa II, utilizaram o dentifricio Sorriso Super Refrescante®, sem agente antimicrobiano, € na
etapa III, o dentifricio Colgate Tripla Acao®, com agente antimicrobiano triclosan. Apenas 30
(57,7%) dos 52 estudantes foram considerados para o estudo. Ao término de cada escovacgao,
as escovas permaneceram em suporte por l1h e depois foram semeadas em tubo de ensaio com
meio de cultura CaSa B. Decorrido o periodo de incubagao, o nimero de unidades formadoras
de colénia/biofilme nas hastilhas das escovas foram analisadas, com auxilio de um microscépio
estereoscoépico. O biofilme de EGM estava presente em 22 (73,3%) escovas utilizadas na etapa
I, em 4 (18,2%) da etapa II, € em nenhuma da etapa III. Em conclusao, nao houve diferenca
estatisticamente significante (p > 0,05) entre os resultados dos dentifricios. O uso de ambos
reduziu a formacao de biofilme de EGM nas hastilhas das escovas dentais (p < 0,05).

UNITERMOS: biofilmes; dentifricios; escovacao dentaria.

SUMMARY

The toothbrush might become a dissemination source of oral cavity microorganisms. The
aim of this study was to evaluate, in vivo, the mutans group streptococci (MGS) contamination
on Monobloc® toothbrushes, that they were used once for 2.0min, in_function of 2 different
types of dentifrice. The randomized clinical trial was realized in 3 steps (I, 1I, III) by 52
pharmacy students at Faculty of Pharmaceutical Sciences of Ribeirdo Preto — USP. At step I,
the students did toothbrushing without dentifrice. At step II, they used Sorriso Super
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Refrescante® dentifrice without antimicrobial agent, and at step IIlI, Colgate Tripla Acao®
dentifrice with triclosan antimicrobial agent. Only 30 (57.7%) from 52 students were
considerate for this study. At the end of each thoothbrushing, the toothbrushes were stored in
upright position for 1h and after they were put in test tubes with CaSa B culture media. After
the incubation period, the number of colony/biofilm forming units on toothbrushes “spears”
was examined under a stereoscope microscope. MGS biofilm was present in 22 (73.3%)
toothbrushes at step I, in 4 (18.2%) at step II, and none at step III. In conclusion, there was no
significant statistical difference between dentifrice results (p > 0.05). Both using reduced
MGS biofilm formation on toothbrushes “spears” (p < 0.05).

UNITERMS: biofilms; dentifrices; toothbrushing.

INTRODUCAO

A transmissdo da microbiota cariogénica, entre
criancas, ocorre principalmente, via saliva, tendo
como fonte a mae (Newbrun, 1992; Li et al., 1995),
ou outras pessoas com as quais a crianca convive
amiudadamente, dentro da unidade familial (Aze-
vedo, 1988). A disseminacao dos estreptococos do
grupo mutans ocorre por meio de contatos diretos
(via saliva), ou indiretos (Newbrun, 1992), que
podem ser via fomites como colheres (Kohler et
al., 1978), xicaras, brinquedos ou escovas dentais
contaminadas (Svanberg, 1978; Newbrun, 1992).

As escovas dentais tornam-se contaminadas
por microrganismos da boca (Nelson-Filho et al.,
2000; 2004), funcionando como veiculo de rein-
troducao e vetor de translocacao intra-oral de
bactérias como estreptococos do grupo mutans
(Quirynen et al., 2003). Esse fato é de fundamental
importancia em um pais como o Brasil, onde a
freqiiéncia de uso coletivo/comunitario das escovas
€ elevada, particularmente nas familias de baixo
nivel socioecon6tmico (Paschoal et al., 1992).
Eventualmente, também pode acontecer contato
entre as escovas de membros da familia, que
muitas vezes sao guardadas em recipientes sobre
a pia ou nos armarios de banheiro (Fratto et al.,
1990). Além disso, ha uma enorme dificuldade em
controlar a ocorréncia de contato salivar entre
individuos, principalmente em ambientes como
creches, pré-escolas e outras instituicbes que
abrigam criancas de idade precoce (Malmberg et
al., 1994), podendo a escova ser trocada e/ou
compartilhada, inadvertidamente.

Uma vez que, atualmente, a Odontologia enfa-
tiza os conceitos de biosseguranca, as escovas
dentais deveriam ser sanitizadas/desinfetadas e
trocadas em periodos de tempo regulares. No
entanto, somente nas ultimas duas décadas foram
realizadas estudos direcionados a contaminacao
microbiana das escovas dentais in vivo, propondo
métodos para sua sanitizacao/desinfeccao (Caudry

et al., 1995; Nelson-Filho et al., 2000; Sanches et
al., 2001; Sato, 2002; Nelson-Filho, 2003) ou o
efeito antimicrobiano de dentifricios sobre essa
contaminacao (Wade et al., 1992; Quirynen et al.,
2001; Warren et al., 2001; Quirynen et al., 2003;
Sullivan et al. 2003; Nelson-Filho et al., 2004).

Sullivan et al. (2003) relataram a necessidade
de mais estudos comparativos do uso de den-
tifricios, com ou sem agente antimicrobiano, uma
vez que os mecanismos de acado e o risco de
desenvolvimento de bactérias multirresistentes
ainda sao pouco conhecidos.

O objetivo deste estudo foi avaliar, in vivo, o
nivel de formacao de biofilme por estreptococos
do grupo mutans (EGM) nas hastilhas de escovas
dentais Monobloc® da linha Cientifica® (Dental Line
Robodente Ltda, Ribeirao Preto, SP) utilizadas por
estudantes do 5° periodo do curso de Farmacia-
Bioquimica da Faculdade de Ciéncias Farmacéu-
ticas de Ribeirao Preto — USE por uma unica vez,
durante 2,0 min. Esse estudo clinico randomizado
foi realizado em trés etapas (I, II e III):

— Etapa I: avaliacao do nivel de contaminacao
por biofilme de EGM nas hastilhas das es-
covas dentais Monobloc® sem a utilizagao de
dentifricio;

— Etapa II: avaliagao do nivel de contaminacao
por biofilme de EGM nas hastilhas das es-
covas dentais Monobloc®, com a utilizacdo
de dentifricio sem agente antimicrobiano;

— Etapa III: avaliacao do nivel de contaminacao
por biofilme de EGM nas hastilhas das es-
covas dentais Monobloc®, utilizando denti-
fricio com agente antimicrobiano triclosan.

MATERIAL E METODO

Selecao das amostras

Participaram do experimento como volunta-
rios, apdés a aprovacgao pelo Comité de Etica em
Pesquisa envolvendo seres humanos da Faculdade
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de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirao Preto — USP
(Processo CEP/FCFRP n° 3), 52 alunos do 5°
periodo (3° ano) do curso de Farmacia-Bioquimica
da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ri-
beirao Preto — USP, entre 18 a 24 anos de idade,
de ambos os sexos, que nao estavam fazendo uso
de antibidticos ou anti-sépticos bucais.

Divisao dos grupos experimentais

O estudo foi baseado no sistema clinico ran-
domizado, ou seja, os alunos foram divididos por
sorteio em 3 grupos. Cada grupo efetuou os pro-
cedimentos descritos para cada uma das 3 etapas
(I, II e III), com intervalos de uma semana entre
cada etapa, para evitar qualquer tipo de influéncia
nos resultados. Desse modo, todos os grupos
efetuaram todas as 3 etapas e estiveram sujeitos
aos mesmos fatores de divergéncias ambientais e
experimentais.

A escova dental

A escova dental utilizada foi a Monobloc® da
linha Cientifica® (Dental Line Robodente Ltda,
Ribeirao Preto, SP), que apresenta cabo, cabeca e
hastilhas feitas de polietileno de baixa densidade
(PEBD), atéxico e insolivel em agua. O cabo forma
uma Unica pe¢a com as 166 hastilhas, que estao
dispostas aos pares e separadas por espacos
estreitos.

Procedimentos clinicos

Na etapa I, ou controle, cada individuo recebeu
uma escova nova, e efetuou a escovagio de maneira
habitual durante 2 minutos, sem dentifricio.

Na etapa II, os mesmos individuos receberam
uma nova escova, da mesma marca € modelo da
utilizada na etapa I, e efetuaram a escovacao, desta
vez utilizando o dentifricio fluoretado Sorriso
Super Refrescante® (Colgate-Palmolive Industria e
Comércio Ltda, Sao Bernardo do Campo, SP).

Na etapa III, o procedimento foi similar ao da
etapa II, porém com o uso do dentifricio Colgate
Tripla Acao® (Colgate-Palmolive Industria e Comér-
cio Ltda, Osasco, SP), que em sua formulagao
apresenta tanto o flaor, quanto o agente antimi-
crobiano triclosan.

Apds a escovagdo, as escovas foram enxa-
guadas com 4gua de torneira, pelos préprios indi-
viduos participantes, e o excesso de liquido eli-
minado.

Em seguida, em um suporte de espuma acon-
dicionado dento de um contéiner de papelao, as
escovas foram fixadas em posicao vertical, evitando
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contato entre elas. Depois, esse contéiner foi levado
ao laboratério de Microbiologia do Departamento
de Analises Clinicas, Toxicoldgicas e Bromato-
légicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Ribeirao Preto — USPE, para o processamento micro-
biolégico.

Processamento microbiolégico

Ap6s cerca de 1 hora de secagem, as escovas
foram colocadas/semeadas em tubos de ensaio de
25 X 150 mm contendo o meio de cultura Caldo
Sacarose Bacitracina (CaSa B), seletivo enrique-
cedor para EGM, e incubadas em estufa a 37°C
por 3 a 4 dias.

Analise estatistica

Os numeros de unidades formadoras de colo-
nia (UFC) de EGM nas hastilhas das escovas foram
transformados em escores e o teste estatistico dos
sinais realizado para verificar as possiveis dife-
rencas entre os grupos € quais grupos apresen-
tavam diferenca (Siegel, 1975).

Empregou-se o programa estatistico GMC 2002
(Maia Campos, 2002) e o nivel de significancia
de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Essa pesquisa clinica e microbiolégica teve
como base o sistema clinico randomizado, com o
objetivo de minimizar os fatores que poderiam por
ventura interferir nos resultados. Embora as
hastilhas das escovas dentais possam estar conta-
minadas por diferentes tipos de microrganismos
como bactérias, virus e fungos, apenas a presenca
dos EGM foi avaliada, pelo fato de serem consi-
derados os agentes etiol6gicos primarios da carie
dental (Spolidorio et al., 2003).

Como os EGM nao estao presentes livremente
na natureza, a transmissao e a colonizacdo por
esses microrganismos dependem de transferéncias
repetidas de hospedeiros infectados para outros
nao infectados e suscetiveis.

O meio de cultura CaSa B (Nelson-Filho, 2000)
serve como substrato para os EGM e limita o
crescimento de outros tipos de microrganismos,
em funcao da presenca de sacarose e do antibiético
bacitracina em sua composicao. No entanto, apesar
do meio CaSa B ser seletivo para EGM, pode
ocorrer o desenvolvimento de outros microrga-
nismos, como estafilococos e leveduras, fato evi-
denciado nesse estudo, pela turvacao do meio de
cultura, sem a formacao de colénias/biofilmes nas
hastilhas das escovas.
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De acordo com Costerton et al. (1987), biofilme
€ a massa microbiana resultante da multiplicacao
e desenvolvimento de microrganismos, aderida
na superficie de soélidos, presa na matriz de
polissacaride extracelular (PEC), em ambiente que
contém liquidos. Ainda, segundo Costerton et al.
(1999) o biofilme nao é uma massa compacta, mas
uma massa de microrganismos desenvolvida em
colunas e em andares, com canais “primitivos”,
onde circulam liquidos contendo nutrientes, bio-
cidas, subprodutos e gases. O biofilme dental
cariogénico tem como microrganismos pioneiros
os EGM, os quais apresentam a caracteristica de
aderir as superficies duras por interacodes fisico-
quimicas (Kolenbrander et al., 1993).

As escovas foram utilizadas uma tnica vez, por
2 minutos, nas trés etapas experimentais. De
acordo com a literatura especifica, o tempo de
utilizacdo necessario para que a escova dental se
torne contaminada por microrganismos ainda nao
esta estabelecido/padronizado (Svanberg, 1978,
Nelson-Filho et al., 2001, Warren et al., 2001).

Selecionou-se para esse estudo, dentifri-
cios facilmente encontrados no comércio (Colgate
Tripla Acao® e Sorriso Super Refrescante®), de facil

Figura 1 - Visao panoramica das unidades formadoras
de colénia/biofilme de estreptococos do grupo mutans
nas hastilhas das escovas dentais.
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aceitacao pelos participantes, e que atendessem
as exigéncias propostas pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (Anvisa) como, por exemplo,
composicées com no minimo 1.000 e no maximo
1.500 ppm de fltior solivel em suas formulacoes.

Decorrido o periodo de incubacao, as escovas
foram analisadas com o auxilio de um microscépio
estereoscopico (Nikon, JP) sob luz refletida para
contagem das UFC de biofilme de EGM (Figura 1).

Dos 52 alunos do 5° periodo (3° ano) do curso
de Farmacia-Bioquimica da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirao Preto — USP, apenas 35
(67,3%) completaram todas as 3 etapas do estudo,
porém somente 30 individuos (57,7%) foram con-
siderados para o estudo (Tabela 1), uma vez que
5 deles nao apresentaram EGM na saliva.

TABELA 1 - Numero de unidades formadoras de
colonia/biofilme de estreptococos do grupo mutans nas
hastilhas das escovas dentais de 30 individuos, apds
Unica escovacao por 2 minutos.

Casos Etapa | Etapa Il Etapa lll
2 1 0 0
4 2 0 0
5 >100 0 *0
8 >100 0 *0
9 0 0 *0
13 0 0 0
14 15 *0 0
16 62 0 0
18 0 0
21 2 0 0
23 89 1 0
25 5 0 0
27 15 0 0
28 3 *0 *0
29 0 0 0
30 2 0 0
32 >100 0 0
33 3 0 *0
35 >100 *0 0
36 28 0 0
37 0 0 0
38 0 0 0
39 >100 0 0
42 >100 2 0
43 0 0 0
44 19 4 *0
45 0 0 0
46 5 0 *0
48 0 0 0
49 >100 8 0

*0, Escova esterilizada (sem turvacdo do meio de cultura liquido CaSa B).

272 + Revista Odonto Ciéncia — Fac. Odonto/PUCRS, v. 22, n. 57, jul./set. 2007



Biofilme: avaliagdo do nivel de contaminagao de escovas ...

As colonias/biofilmes de EGM estavam pre-
sentes nas hastilhas de 22 (73,3%) das 30 escovas
dentais da etapa I, grupo controle, com valores
variando de 1 a mais de 100UFC.

Apbs a utilizagao do dentifricio Sorriso Super
Refrescante® (etapa II) foi observada a formacéao
de biofilme de EGM nas hastilhas de 4 (18,2%)
das 22 escovas dentais positivas para EGM (etapa
1), com valores variando de 1 a S8UFC.

Na etapa III, com uso de dentifricio Colgate
Tripla A¢ao® (etapa III), ndo houve a formacao de
biofilme de EGM nas hastilhas das 22 escovas
dentais.

De acordo com a analise estatistica, nao houve
diferenca (p > 0,05) entre os resultados dos denti-
fricios Sorriso Super Refrescante® (Etapa II) e
Colgate Tripla Acao® (Etapa III). O uso de ambos
reduziu a formacao de biofilme de EGM nas
hastilhas das escovas dentais (p < 0,05).

CONCLUSAO

Nesse estudo, a maioria dos alunos do 5°
periodo (3° ano) do curso de Farmacia-Bioquimica
da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ri-
beirdo Preto — USP apresentou formacao de
colonias/biofilmes de EGM nas hastilhas das
escovas Monobloc®, apds uma tinica escovagao por
2 minutos. Seguindo esse raciocinio, dentifricios
como Sorriso Super Refrescante® e Colgate Tripla
Acao® usados na superficie de hastilhas de escovas
dentais reduzem a formacao de biofilme de EGM e
amenizam essa fonte de disseminacao/propagacao
microbiana.
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