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RESUMO

Este artigo avaliou a sensibilidade in vitro de 52 cepas bacterianas de diferentes espécies de
Lactobacillus isoladas de amostras de saliva de estudantes da Faculdade de Odontologia da Pontificia
Universidade Catélica de Campinas. Foram utilizados cinco diferentes anti-sépticos orais empregando-
-se 0s métodos da difusdo e da gota com o objetivo de identificar a eficiéncia dos mesmos como uma
segura medida preventiva e promotora da saude bucal. Demonstrou-se que os anti-sépticos Periogar@,
Malvona® Wach® e Malvatricin® foram eficazes sobre os Lactobacillus e menor grau de agdo foi
encontrado em relagdo ao Flogoral®.

Unitermos: anti-sépticos bucais, lactobacillus, higiene bucal.

ABSTRACT

The present research evaluated the sensibility in vitro of fifty-two bacillus from different species of
Lactobacillus, which were isolated from samples of Pontificia Universidade Catélica de Campinas
(University of Odontology) students saliva. Five different mouthwashes were used in the bacillus by
diffusion or by the drop method. The aim of this research was to analyze the mouthwashes efficacy as
a helper of oral health and a fundamental instrument in the preventive medicine. The result showed
that the mouthwashes Periogard®, Malvona®, Wach® and Malvatricin® had a considerable efficacy
against the Lactobacillus species. Meanwhile, Flogoral® was the powerless mouthwash in this
experiment.
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INTRODUCAO

Varios trabalhos de pesquisa vieram provar a
eficacia dos anti-sépticos bucais como método de
prevengdo de carie, mas néo sdo citadas na literatura as
suas agdes sobre certas bactérias, como o0s
Lactobacillus***.

A cérie esta na dependéncia da especificidade
microbiana da placa dental, da dieta e higiene bucal do
hospedeiro. Esses fatores sdo interdependentes em

conseqiiéncia da agdo deletéria dos acidos formados
pelos microorganismos a partir de uma alimentagdorica
em hidratos de carbono fermentaveis®'%?3%7,

Logo, a prevencdo da carie e da doenga
periodontal estdo condicionadas ao combate a placa
bacteriana!?!%25,

A placa dentaria ou placa bacteriana é formada
por camadas microbianas, organizadas em microcoldnias
emuma forma gelatinosa, aderida ao dente ou a superficie
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de restaura¢do’®. Entre os microorganismos presentes
na placa bacteriana, os estreptococos do grupo
Streptococcus mutans, Lactobacillus e alguns bacilos
filamentosos Gram-positivos exercem um papel
preponderante na formag¢édo da carie dentaria'”’-'>27,

Lactobacillus sao grupos caracteristicos de
bactérias orais cujo numero varia de acordo com as
circunstancias. Parecem terrelagdo com a carie dentéria,
mas € provavel que alguns estejam presentes em todas
as cavidades orais do homem, do nascimento até a
morte’*. Segundo Lehner'8, a boca do recém-nascido €
estéril, mas a coloniza¢do microbiana comeca algumas
horas apds o nascimento do bebé e entre eles ha
Streptococcus salivarius, os Lactobacillus e as
Veillonella alcalescens.

Segundo Burnett ef al. (1978)°, as numerosas
investigagdes sobre carie e Lactobacillus permitem as
seguintes conclusdes: raramente estdo ausentes de
bocas de adultos portadores de dentes; aumentam em
numero nas superficies de esmaltes e nas placas, antes
do aparecimento da carie; o aumento do numero de
Lactobacillus da saliva precede de 3-6 meses o
aparecimento de lesdes de carie; aumentam na saliva,
quando ha aumento da predisposicdo a carie; a ingestdo
de quantidades maiores de carboidratos refinados
aumenta a populagdo de lactobacilos na saliva e a
atividade da carie.

Nos desdentados os locais de retengdo de placa
nio existem e a contagem de Lactobacillus ¢é
extremamente baixa ou zero. Logo apos a erupgdo dos
dentes em criangas, ou colocagdo de proteses em adultos
que condicionam locais de retencdo de carboidratos,
aumenta a sua contagem. Em bocas com caries dentarias
acontagem éalta. Apds aremogao das caries, a prevengao
¢ feita com aplicagdo topicade fluor, dieta de carboidra-
toscontrolada e rigorosa higiene oral com uso de anti-
-sépticos?*3!.

O unico trabalho encontrado na literatura
especificamente sobre a acdo de anti-sépticos em
Lactobacillus foi de Juliano et al.'® em 1992, que
realizaram um estudo in vitro daatividade antibacteriana
de anti-sépticos contra lactobacilos vaginais.
Demonstraram que os anti-sépticos analisados inibiam
o crescimento de lactobacilos mesmo em tempo curto de
exposic¢ao, e dilui¢des altas e freqiientes podem causar
mudangas na microbiota presente na vagina.

Ha wvarios anti-sépticos bucais sendo
comercializados no Brasil. Foram selecionados alguns
anti-sépticos por serem pouco onerosos para o paciente
e de facil aplicag¢do: Periogard®, Malvona®, Wach®,
Malvatricin® e Flogoral®. Desta forma, neste trabalho

propos-se a isolar e identificar os Lactobacillus da
cavidade bucal e testar a sensibilidade in vitro destas
bactérias a agentes anti-sépticos orais.

CASUISTICA E METODOS

A populagdo-alvo estudada foi constituida por
52 alunos da Faculdade de Odontologia da Pontificia
Universidade Catolica de Campinas com idade média de
19 anos, examinados conforme ficha clinica e avaliados
em rela¢do a dentes cariados, perdidos e obturados
(CPO-D). Todos os participantes ndo efetuaram higiene
oral antes da coleta. Os dados foram identificados e
analisados com autorizagdo dos mesmos.

O material empregado foi 5 mL de saliva de cada
individuo coletada em um tubo de ensaio que continha
10 mL de meio de cultura tioglicolato de sédio. Rotulou-
-se cada tubo e foram incubados por 24-72 horas a
35-37°C emjarrade microaerofilia. Apos este periodo
foi observado crescimento bacteriano caracterizado por
turvacdo e sedimento em cada tubo estudado; entdo
procedeu-se a identificacdo das cepas bacterianas
realizando-se bacterioscopia e inoculagdo em meio
seletivo para bactérias acidogénicas e aciduricas
Tomato Juice. Foram incubados por 24-72 horasa
35-37°C em jarra de microaerofilia?*. Em seguida houve
a caracterizagdo de coldnias tipicas de Lactobacillus as
quais sd3o pequenas, circulares, convexas baixas, bordos
uniformes, podendo ter a superficie lisa ou rugosa
(dependendo da espécie)*'”. A partir da coldnia isolada
foi realizada aidentificagdo da cepa, segundo Bergey’s?,
inoculando-as na série bioquimica: fermentacdo da
glicose, sacarose, lactose, arabinose, galactose, maltose,
rafinose e manitol, hidrélise da arginina e esculina.
Incubadas em microaerofilia por 24-72h a35-37°.

As cepas identificadas foram entdo inoculadas
em 5 mL de tioglicolato de sddio, incubadas a 35-37°C
em microaerofilia até padronizar o nimero de células,
tendo uma densidade e turbidez (padrao de Kirby &
Bawer) equivalente a obtida pela adi¢do de 0,5 mL de
solugdo de cloreto de bario em 99,5 mL de acido sulfurico,
o que significa o padrdo 5 na escala de MacFaland, isto
¢,1.500.000 bactérias/mL****. Em seguida foirealizado o
método de difusdo segundo Kirby Bawer** e o método da
gota conforme Ribeiro Soares??, para verificar a inibigdo
ou ndo de crescimento bacteriano frente a cada tipo de
anti-séptico utilizado no presente trabalho.

RESULTADOS

Na denti¢do permanente o indice de dentes
cariados, perdidos e obturados (CPO-D) médio
encontrado nos 52 pacientes, com idade em torno de
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Tabela 1. Relagdo das cepas identificadas e a sua sensibilidade aos anti-sépticos, empregando o método da Difusdo (D) e da Gota (G).

Cepas Cepas Identificadas Periogrd® Malvona® Wash® ) ) MalvaL(jgip@_ ~ Flogoral®
Identificadas o 117 D G D G D G 5 & 5 o
L.plantarium 26 22 21 21 22 20 18 18 15 2 3
L.salivarius 18 16 16 12 15 12 15 13 9 | |
L.brevis 4 4 4 4 3 4 B 4 4 0 0

3 b
L.acidophilus 3 2 3 2 3 2 3 3 5 0 |
L.casei 1 I I ! I I I 0 | 0 0
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Figura 1. Sensibilidade das diferentes espécies de Lactobacillus aos anti-sépticos utilizados.

19 anos foi 5,77. Foram identificadas 52 cepas do
género Lactobacillus, sendo 26 L. plantarium, 18 L.
salivarius, 4 L. brevis, 3 L. acidophilus e 1 L. casei
(Tabela 1), relacionando com atividade anti-microbiana
dos anti-sépticos quanto adiferentes espécies do género
Lactobacillus (Figura 1).

DISCUSSAO

Esta pesquisa demonstra que o indice de dentes
cariados, perdidos e obturados médio (CPO-D)
encontrado nos 52 pacientes com idade em torno de 19
anos foi de 5,77 o que esta pouco abaixo dos dados
levantados pelo Ministério da Saide em 1996(5,83%)
estando mais de duas vezes abaixo em relagio ao indice
na época. Segundo levantamento efetuado dez anos

depois, houve umaredugdo médiano Brasil de 53,98% no
indice de CPO-D 12 anos®.

O Periogard®(concentragdo comercial de 0,12%)
mostrou ser um eficiente agente antimicrobiano em
90,96% das cepas de diferentes espécies de
Lactobacillus identificados (Figura 1). Quando
comparado com outros autores'®'"'3!% que
pesquisaram a a¢cao do Periogard®sobre a microbiota
bucal, estes dados sdo coerentes, pois também destaca-
se sua a¢do microbicida, por ter como principio ativo a
Clorexidina (que consiste de duas cadeias simétricas de
4-cloro fenil e dois grupos de biguanidas conectados
pelo hexametileno). Relatos de outros pesquisadores
confirmam que este anti-séptico possui atividade
bacteriostatica, bactericida e fungicida dependendo de
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sua concentragdo, em solugdes relativamente fracas®.
Como detergente de atividade catiGnica, tem agdo
tensoativa provocando o rompimento da membrana
celular causando a saida de enzimas e metabolitos
essenciais®. Segundo Trabulsi et al. (1999)%, os
detergentes mais eficazes contra os microorganismos
sd0 os catidnicos, isto €, aqueles que possuem carga
positiva quando em solug@o. Sdo geralmente compostos
quaternarios de amonio onde o 4tomo de nitrogénio esta
ligado a quatro radicais, geralmente organicos, sendo
pelo menos um deles um composto de cadeia longa. Sdo
bacteriostaticos e bastante estaveis. Sdo usados como
desinfetantes e anti-sépticos.

O borato de sddio presente apenas na solugdo de
Malvona® ¢ um anti-séptico fraco mas eficiente no
tratamento de estomatites aftosas e lesdes provocadas
pela Candida albicans e atua como agente tensoativo
alterando a permeabilidade da membrana celular®’. Neste
trabalho demonstrou ter uma eficiéncia em 85,70% das
cepas identificadas de Lactobacillus quase semelhante
ao Wash® que demonstra ser microbicidaem 81,28% das
cepas estudadas (Figura 1) o qual ¢ um anti-séptico que
tem o cloreto de cetilpiridinico com principio ativo, é um
composto monovalente catiénico o qual esta dentro do
grupo dos compostos quaternarios de amoénio'®. Atua
diminuindo a tensdo superficial da agua, tratando-se de
um detergente catidnico cujo modo de agdo sobre as
bactérias da placa é similar ao da clorexidina'.

Este resultado foi analogo ao de alguns
autores'+!%242%30 que estudaram estes anti-sépticos sobre
a microbiota bucal e preconizam o uso de anti-sépticos
abase de cloreto de cetilpiridinio vérias vezes ao dia para
que resultados de eficacia sejam comprovados.

Em relagdo a Malvatricin®, observa-se na sua
composigdo tirotricina, malva e quinosol. A tirotricina é
o principio ativo, o qual ¢ um antibiético oriundo do
Bacillus brevis, composto pela gramicidina (em torno de
20 a 25%) e aproximadamente de 60% pela tirocidina,
usualmente presente como hidrocloreto. E insoluvel em
4gua, mas soltvel em alcool e propilenoglicol’. Possui
acdo bacteriostatica ou bactericida dependendo da
concentragdo. Atua sobre bactérias Gram-positivas,
sendo largamente utilizada cm uso local devido & suas
caracteristicas de ac¢do topica duradoura®.

Quanto a sua atuagdo, 68,24% das cepas foram
sensiveis auma concentracdo 0,25%. Esta porcentagem
reduzida frente a4 agdo do Periogard® estd em
concordancia com a seletividade da tirotricina, pois ela
tem atuagido melhorem bactérias Gram-negativas'’, e
os lactobacilos sdo bactérias Gram-positivas. Matula
et al. (1988)?'", demonstraram redugdo de 54,50% na

contagem de microorganismos anaerobios nasalivaapds
utilizagdo de tirotricina.

OFlogoral®, tem como o principio ativo cloridrato
de benzidamida, um derivado do indazol, que foi
sintetizado em 1964 por Palazzo & Strani (1964)* e atuaria
através dareducdo da permeabilidade capilar, bem como
da acdo da histamina, serotonina e bradicidina. Sua
féormula quimica ¢ C H ,,N,OHCL, tendo sido
introduzida no mercado da Alemanha em 1966 com o
nome de Tantum® Atua como analgésico e
antiinflamatorio, estimula a cicatrizacdo e acelera a
recuperagdo dos tecidos lesados localizados na boca e
garganta’.

E usado topicamente na pele, numa concentragio
de 3 a 5%, para bochechos ou sob a forma de spray na
cavidade bucal numa concentragdo de 0,15% e em
concentragdes de 0,1% para irrigagdo vaginal®.
Obtivemos 6,63% das cepas sensiveis a uma
concentragdo de 0,15%. Este resultado esta intimamente
relacionado a concentrag@o e o modo de agdo deste anti-
-séptico.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos sd@o semelhantes quando
compara-se a metodologia de difusdo classicamente
utilizada por Kirby Bawer'™** com ametodologia da gota
de Ribeiro & Soares (1998)°? a qual apresenta uma técnica
mais facil e mais rapida, portanto mais acessivel aos
laboratoristas. Em relac¢do ao indice CPO-D encontrado
neste trabalho, quando comparado ao levantamento de
carie dental do Ministério da Satude de 1996%, esta dentro
do parametro médio.

A sensibilidade aos anti-sépticos revelou-se
maior ao Periogard®, Malvona®, Wash® e Malvatricin®
em grau decrescente em relagdo ao Flogoral® que mostrou
ndo ser eficaz na reducio dos Lactobacillus da saliva.
Neste sentido verificou-se que os agentes tensoativos
do Periogard®, Malvona®, Wash® demonstraram ser
redutores de um dos grupos de microorganismos
cariogénicos, portanto, agentes eficientes na redugio
da atividade de carie, com melhor atuacdo que o
Malvatricin®. Sendo que a Malvona® e Wash®
apresentaram resultados aproximados por conterem o
mesmo principio ativo.
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