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Efetividade antimicrobiana in vitro de
enxaguatdrios bucais frente aos microorganismos
Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa

In vitro antimicrobial effectiveness of mouthwashes against
Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa

Resumo

Obijetivo: Este estudo comparou a efetividade antimicrobiana in vitro dos enxaguatérios bucais
Periogard®, Cepacol® e Plax® nos microrganismos Staphylococcus aureus e Pseudomonas
aeruginosa.

Metodologia: Utilizaram-se 16 placas de Petri, com meio de cultura Agar Sangue e 16 com
Mueller Hinton. Quatro placas de cada meio foram usadas como controle positivo e negativo.
Nas 24 placas restantes, distribuiram-se 4 discos umedecidos em cada placa, sendo: 1 em
4gua destilada (controle), 1 em Periogard®, 1 em Plax® e 1 em Cepacol®. Apés 48h, os halos
de inibicdo de crescimento dos microrganismos foram medidos com paquimetro digital. Os
dados foram analisados por ANOVA e teste de Bonferroni (a.=0,05).

Resultados: Em relacédo a R aeruginosa, o Periogard® foi a substéncia mais efetiva (P<0,05),
seguida pelo Cepacol®; Plax® e dgua destilada néo tiveram efeito inibitério. Para S. aureus,
todas as substancias apresentaram efetividade antimicrobiana, em ordem decrescente:
Plax® > Periogard® > Cepacol® (P<0,05).

Conclusdo: Os resultados sugerem que os enxaguatérios bucais testados apresentam
diferente potencial de inibicéo para o crescimento de Staphylococcus aureus e Pseudomonas
aeruginosa.

Palavras-chave: Anti-sépticos bucais; Staphylococcus aureus; Pseudomonas aeruginosa;
Clorexidina; Triclosan; Cetilpiridinio

Abstract

Purpose: The purpose of this study was to compare the in vitro antimicrobial effectiveness
of Periogard®, Cepacol®, and Plax® against Staphylococcus aureus and Pseudomonas
aeruginosa.

Methods: Sixteen Petri dishes with blood agar and 16 with Mueller-Hinton agar culture media
were used. Four dishes of each culture media were used as negative and positive controls. In
the remaining 24 dishes, 4 wet discs were distributed in each Petri dish, as follows: 1 soaked in
distilled water (control), 1 in Periogard®, 1 in Plax®, and 1 in Cepacol®. After 48h the inhibition
halos of microbial growth were measured with digital calipers. Data were analyzed by ANOVA
and Bonferroni test (a=0.05).

Results: Regarding P Aeruginosa, Periogard® was significantly more effective than the other
mouthwashes (P<0.05), followed by Cepacol; Plax® and distilled water did not show inhibition
of microorganism growth. Regarding S. aureus, all mouthwashes had significant inhibitory effect
in the following descending order: Plax® > Periogard® > Cepacol® (P<0.05).

Conclusion: The results suggest that the tested mouthwashes show different inhibitory potential
for growth of Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa.
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Tereza A. Delle Vedove Semenoff =t
Alex Semenoff-Segundo b«
Eder Ricardo Biasoli ¢

e Programa de Pés-Graduacéo, Faculdade de
Odontologia de Aracatuba, UNESP Aracatuba,
SP, Brasil

b Universidade de Cuiabd (UNIC), Cuiabd, MT,
Brasil

< Area de Periodontia, Centro de Especialidades
Odontolégicas para Pacientes Especiais — CEOPE,
Cuiabd, MT, Brasil

dDepartamento de Patologia e Propedéutica
Clinica, Faculdade de Odontologia de Aracatuba,
UNESP, Aracatuba, SP, Brasil

Correspondéncia:

Alex Semenoff Segundo

Rua Prof® Azélia Mamoré de Melo, 318, apt. 63
Cuiabd, MT — Brasil

78005-700

E-mail: semenoff@uol.com.br

Recebido: 13 de dezembro, 2007
Aceito: 18 de junho, 2008

Rev. odonto ciénc. 2008;23(4):351-354 351



Efetividade antimicrobiana de enxaguatorios

Introducéo

O enxaguatério bucal pode apresentar componentes
antimicrobianos em sua composi¢do, 0 que o torna um
potencial auxiliar da higiene bucal diaria por reduzir a
formagao do biofilme microbiano dentario. Além do uso
na Odontologia, as diversas substincias ativas podem ser
utilizadas em variadas concentracdes e indicagdes, como
lavagem das maos, desinfeccao de superficies, desinfec¢ao
da via aérea superior, limpeza do cordao umbilical em recém-
nascidos, limpeza de pequenos ferimentos e em unidades de
terapia intensiva (1-3). As diferentes substancias ativas em
enxaguatorios bucais possuem caracteristicas distintas.

Por mais de trés décadas, a clorexidina tem sido considerada
o0 padrdo-ouro em comparagdes com outros agentes quimicos
em Odontologia devido a sua capacidade de evitar a formagao
do biofilme dental (4). Uma das principais vantagens de seu
uso ¢ o amplo espectro antimicrobiano, atuando tanto em
microrganismos gram-positivos como em gram-negativos,
além da substantividade prolongada e continua, mesmo na
presenga de sangue e demais fluidos corporais (5).

Outra substancia ativa presente em enxaguatorio bucal com
bastante tempo no mercado ¢ o cloreto de cetilpiridinio. Este
agente monocationico ¢ um composto quaternario de amonia,
cujo mecanismo de agdo esta relacionado com o aumento da
permeabilidade da parede celular bacteriana, que favorece
a lise, diminui o metabolismo e a habilidade da bactéria se
aderir a superficie dentaria (6,7). Este agente, apesar de apre-
sentar mecanismo de agdo semelhante ao da clorexidina para
interferir no metabolismo celular bacteriano, apresenta menor
eficacia clinica por possuir baixa substantividade (8).

O triclosan, muito utilizado também em dentifricios,
desorganiza a membrana celular bacteriana, inibindo seu
funcionamento enzimatico (6). Em concentragdes baixas, ha
adsorcao a porcao lipidica dos microrganismos, o que causa
uma modificagdo drastica no transporte celular, impedindo o
adequado metabolismo e reprodugao celular, tendo, portanto,
um efeito antimicrobiano de largo espectro. Apesar de ser
um agente quimico capaz de agir bacteriostaticamente, sua
carga anidnica faz com que possua baixa substantividade.
Sua principal deficiéncia consiste em ser anidnico, diferente
clorexidina e do cloreto de cetilpiridinio, que sdo catidnicos.
Na tentativa de suprir esta deficiéncia, os fabricantes
adicionam substancias como o gantrez e o citrato de zinco,
que aumentam sua substantividade e potencializam seus
efeitos, respectivamente (6,9).

Os microrganismos escolhidos para este trabalho tém
sido relacionados com o periodonto doente (10) e com
complicagdes de infecgdes hospitalares simples ou complexas,
além de apresentarem grande resisténcia aos antimicrobianos
sistémicos (3,11,12). Os processos infecto-inflamatdrios no
periodonto podem conduzir ao estabelecimento de gengivite
e/ou periodontite, que pode ter relagdo de risco para doengas
como diabetes, doengas cardiovasculares, parto pré-maturo,
endocardite bacteriana, pneumonia, dentre outras (13,14).
O Staphylococcus aureus, que faz parte do grupo dos cocos
Gram positivos, ¢ o agente mais comum em infecgdes
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piogénicas e abscessos. Em individuos imunodreprimidos
ou que tenham sofrido traumatismos ou queimaduras este
microrganismo pode causar infec¢des mais graves como
osteomielite, bacteremia geralmente associada a abscessos
metastaticos que, por sua vez, pode causar quadros de
endocardite (15). A espécie Pseudomonas aeruginosa, bacilo
Gram negativo, ¢ responsavel por 70% das infecgdes por
pseudomonas no ser humano; a exemplo do S. aureus, ¢ um
microrganismo oportunista e pode causar diversos processos
patologicos em decorréncia de cirurgias ou queimaduras.
Podem colonizar respiradores das unidades de terapia
intensiva levando os pacientes a severas pneumonias. A
infecgao por esta espécie vem aumentando progressivamente
e ja é considerada responsavel por 15% de todos os casos de
bacteremias do ser humano. Entretanto, o mais grave é que
a mortalidade destes processos chega a 50% dos casos. Esta
situagdo deve-se em parte pela alta resisténcia deste microrga-
nismo a variados antimicrobianos e anti-sépticos (16).

Portanto, este estudo teve por objetivo comparar a
efetividade antimicrobiana in vitro sobre os microrganismos
Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa dos
enxaguatorios bucais Periogard®, Cepacol® e Plax®, cujas
composigdes contém digluconato de clorexidina a 0,12%,
cloreto de cetildipiridineo e triclosan, respectivamente.

Metodologia

Os enxaguatorios bucais estudados foram: Periogard®
(Colgate-Palmolive, Sdao Bernardo do Campo, SP, Brasil.
Lote BR121R), Cepacol® (Hoechst Marion Roussel, Sao
Paulo, SP, Brasil. Lote 700276) e Plax® Classic (Colgate-
Palmolive, Sdo Bernardo do Campo, SP, Brasil. Lote
BR122A). Os produtos foram adquiridos em farmacias na
cidade de Cuiaba, MT.

Utilizaram-se 16 placas como meio de cultura Mueller
Hinton (MH) (Acumedia Manufacturers Inc., Baltimore,
MD, EUA) para o microrganismo P. aeruginosa (ATCC
27853) e 16 placas de Agar Sangue (AS) (Newprov Produtos
para Laboratorio, Pinhais, PR, Brasil) para o microrganismo
S. aureus (ATCC 6538). Destinaram-se 2 placas de AS ¢ 2
placas de MH para avaliag@o do crescimento dos respectivos
microorganismos, servindo como controle positivo. Para o
controle negativo, usaram-se 2 placas de AS ¢ 2 placas de
MH, nio se realizando a semeadura dos microorganismos
para avaliar a auséncia de contaminag@o dos respectivos
meios de cultura. Os microrganismos foram inoculados em
7mL de Brain Heart Infusion (BHI) (Difco Laboratories,
Detroit, MI, EUA) e levados a estufa em temperatura
constante de 37°C por 24h para replicagdo. Buscou-se
ao final desta etapa atingir uma concentragdo proxima de
3x108 cel/mL, obtendo um turvamento similar ao tubo #1
da escala MacFarland.

Para o teste de difusdo foi inoculado 0,ImL da suspensdo
com o auxilio de swabs estéreis (Rayswab Industria
Brasileira, Diadema, SP, Brasil). Discos de papel absorvente
com 5Smm de didmetro (Qualy, Sdo José dos Pinhais, PR,
Brasil), previamente esterilizados, foram embebidos por um



periodo superior a 1min em: Periogard®, Cepacol®, Plax®
¢ agua destilada (controle). A inser¢ao dos discos de papel
nas placas seguiu o exemplo de um mostrador de relogio,
sendo Plax® as 12h, Cepacol® as 15h, Periogard® as 18h e
agua destilada as 21h. As placas foram colocadas em estufa
a 37°C por 48h.

Para a mensuragdo dos halos de inibigdo, um tinico examinador
cego e calibrado utilizou uma lupa estereoscopica (Estek,
Sao Paulo, SP, Brasil) e um paquimetro digital (Mitutoyo Sul
Americana, Suzano, SP, Brasil). Os dados foram analisados
por ANOVA e teste de Bonferroni, ao nivel de significancia
de 5%. Para calibragem utilizou-se o teste t de Student para
amostras pareadas, ao nivel de significancia de 5%.

Resultados

A Figura 1 demonstra os halos de inibigdo referentes aos
microrganismos P, aeruginosa ¢ S. aureus. Para P. aeruginosa
os halos do grupo Periogard® foram significativamente
maiores (P<0,05) que os demais. O Cepacol® mostrou-se
com maior eficiéncia que Plax® e agua destilada, os quais
ndo apresentaram halos de inibi¢do. Os halos de inibigdo
referentes a S. aureus do Plax® foram significantemente
maiores (P<0,05) que os demais, sendo seguido por
Periogard®, Cepacol® e agua destilada, os quais também
diferiram entre si.

Halo de inibi¢do (mm)

Plax 4,9620,27 d
Cenacol 0,64 0,50 B
P 1634027 ¢
Periogard 4232081 C
= 2931032 b
) . 0 A
destilad
agua destilaaa 0 a
0 1 2 3 4 5 6 (mm)

W Staphylococcus aureus Pseudomonas aeruginosa

Fig. 1. Comparacdo dos halos de inibicdo (média+desvio-
padrdo) dos enxaguatérios bucais usados no estudo, para os
microrganismos S. aureus e P aeruginosa. Médias seguidas de
letras distintas s@o estatisticamente diferentes (P<0,05).

As placas de controle negativo apresentaram-se livres
de qualquer crescimento fingico ou bacteriano, e as de
controle positivo demonstraram crescimento uniforme dos
microrganismos por toda a extensdo do meio de cultura.

Discussdo

Uma vez estabelecidos os microrganismos como agentes
etiologicos da doenca periodontal e da carie dentaria, os
agentes quimicos ¢ mecanicos que evitam ou auxiliam no
controle mecanico de higiene bucal tornaram-se de grande
importancia na Odontologia. Os microrganismos investigados
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neste estudo ndo sdo periodonto-patogénicos diretos (17);
entretanto, em recente estudo, foram correlacionados ao
periodonto doente (10). Outra questdo relevante ¢ o albergue
de microorganismos encontrados no meio bucal. Sabe-se que
o ambiente bucal tem por volta de 215cm? de area, podendo
abrigar mais de 700 espécies de microrganismos capazes
de colonizar este ambiente, o que o torna um local propicio
para sua disseminagdo nos proprios locais da boca como
o dorso da lingua, a saliva, o sulco gengival ¢ os dentes,
auxiliando na manutengao do biofilme aderido aos dentes ou
contribuindo para infec¢do de lesdes agudas (13,18).

A utilizagdo dos enxaguatdrios bucais deve seguir caracte-
risticas importantes, como a substantividade, ou seja,
capacidade de manter-se dentro da cavidade bucal, a eficiéncia
contra microrganismos, a garantia contra a formagao de
biofilme e a inocuidade quando utilizados pos seres huma-
nos (19), além de boa relagdo custo-beneficio. Os enxa-
guatérios bucais selecionados para o estudo sdo amplamente
utilizados pela populacdo e descritos na literatura.

Os resultados do presente estudo mostraram maior eficacia
antimicrobiana do Periogard® para o microrganismo
Pseudomonas aeruginosa, seguido pelo Cepacol®, em menor
proporg¢do. Possivelmente esses resultados sdo explicados
pelas caracteristicas fisico-quimicas catidnicas dos seus
componentes, o que leva a adsor¢ao da parede bacteriana,
conduzindo a uma desestabiliza¢do de sua membrana celular,
nos componentes lipidicos e aquosos, € a um colapso em
sua permeabilidade (20). Resultados clinicos anteriores
também demonstraram que a clorexidina manteve bom
controle microbiano no periodo de 12h; os resultados foram
similares somente quando o cloreto de cetildipiridineo foi
utilizado quatro vezes por dia, o que demonstra sua menor
substantividade (20). Em um ensaio clinico randomizado,
Moran et al. (21) testaram trés diferentes enxaguatorios,
dentre eles o cloreto de cetildipiridineo e a clorexidina
a 0,12%, e relataram a mesma eficiéncia antimicrobiana
apresentada no presente estudo.

Os resultados em relagdo ao microrganismo Staphylococcus
aureus surpreendem pela melhor eficiéncia antimicrobiana
do Plax® sobre o Periogard®. Em estudo in vitro e in vivo
utilizando o triclosan, principal componente do Plax®,
associado ou ndo ao lauril sulfato de sddio, observou-se uma
melhor agdo in vitro, o que pode ter sido semelhante a este
estudo (9). Arweiler et al. (22) observaram a superioridade da
clorexidina sobre o triclosan tanto para diminuir a formagao
do biofilme como de provocar lise dos microrganismos.
Estas divergéncias de resultados podem ocorrer por variagao
nas técnicas de avaliagdo da efetividade antimicrobiana in
vitro, sendo que as mais utilizadas sdo contato direto, dose
inibitoria minima e difus@o em placa. Optou-se pela difusao
em agar, com mensuragao do halo, por ser bem utilizada na
atualidade (23) e por usar o processo de difusdo entre os
microrganismos, um dos componentes mais importantes para
o relacionamento ¢ a interagdo do biofilme. Apesar disso,
devido a variabilidade nas técnicas, e da substantividade
da clorexidina, deve-se ter uma cautelosa interpretacdo dos
resultados (24).
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O resultado do Plax® frente ao Periogard® para o microrga-
nismo Staphylococcus aureus levanta algumas duvidas; no
entanto, isto pode se constituir em um achado interessante
para controle de infecgdes de origem ndo-odontogénica. Esta
bactéria esta fortemente ligada a complicagdes hospitalares e
infecgdes resistentes (11,12), e, assim, talvez o Plax® possa
ser uma alternativa em casos de riscos de contaminagao por
este microrganismo.

Outro aspecto metodoldgico importante foi a caracteristica
liquida de todas as substancias, sendo que um veiculo em
gel poderia levar a diferentes resultados para a formagao de
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Conclusoes

Dentro das limitagdes deste estudo, pode-se concluir que
Periogard®, Cepacol® e Plax® apresentam diferente potencial
de inibigdo para o crescimento de Staphylococcus aureus e
Pseudomonas aeruginosa.
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