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RESUMO

Avaliaram-se a efetividade antimicrobiana das solugdes de
clovexidina a 0,12% adquiridas em diferentes farmdcias de
manipulagdo sobre o microrganismo Enterococcus faecalis.
Inicialmente, solicitou-se a manipulagdo da solugao de clore-
xidina a 0,12% em cinco diferentes farmdcias da regido me-
tropolitana de Cuiabd-MT. O Periogard (Colgate-Palmolive
Industria Brasileira. Sao Bernardo do Campo. Sao Paulo.
Brasil), clorexidina a 0,12%, foi utilizado como padrao de
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comparagao. Selecionaram-se 20 placas Petri, contendo meio
de cultura dgar sangue, sendo que 4 destas foram destinadas
ao controle megativo. Inocularam-se os microrganismos em
16 placas, separando-se aleatoriamente, 4 placas como con-
trole positivo. Nas 12 placas restantes foram inseridos 5 dis-
cos de papel absorvente embebidos nas substancias lestes de
forma eqiiidistantes e codificadas com os niimeros de 1 a 5.
Um disco foi embebido com a substdncia controle codificada
com o naimero 6. Apds o término desta etapa as placas foram
mantidas em estufa com temperatura constante de 36°C. A
andlise dos halos de inibigao foi realizada apés 72 horas, por
meto de lupa esterioscopica e paquimetro digital. Os dados
foram submetidos a andlise estatistica (ANOVA, Bonferroni,
p<0,05). As substancias 1, 4 ¢ 5 apresentaram os menores
halos de inibigdo. As substancias 6 e 3 ndo tiveram dife-
rengas entre si, porém apresentaram halos de inibigao maio-
res que as substancias 1, 4 ¢ 5. A substincia 2 apresentou
maior halo de inibigio, demonstrando diferengas estatisticas
em relagao a todas as substancias testadas. Todas as solugoes
de clorexidina adquiridas em farmdcias de manipulagio da
regiao metropolitana de Cuiabd foram efetivas contra o mi-
crorganismo Enterococcus faecalis.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the antimicrobial effec-
tiveness of 0.12% chlorhexidine acquired at different manip-
ulations pharmacies in the metropolitan region of Cuiabd-
MT on the Enterococcus faecalis. At first, it was requested
the handling of the 0.12% chlorhexidine solution in 5 dif-
ferent manipulation pharmacies and Periogard (Colgate-
Palmolive Industria e Comércio Ltda- Sdo Bernardo dos
Campos-SP- Brasil) was used as standard of comparison. 20
petri plates with blood agar culture medium were selected, 4
of these were intended to negative control. The microorgan-
isms were inoculated on 16 plates with Swabs and 4 plates
were randomly separated as positive control. In the 12 plates
remaining were inserted 5 discs of paper towels soaked in
substances tests arranged uniformly in the plates numbered
1 to 5. The disk soaked with the substance control was codi-
fied with the number 6. Upon this stage, the petri plates were
kept in the laboratory drying oven with constant temperature
of 36 °C. The halos of inhibition were analyzed after 72
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hours, through digitalis calibrator and stereoscopic magni-
fying glass. The data were subjected to statistical analysis
(ANOVA, Bonferroni, p <0.05). The substances 1, 4 and
5 presented the smallest halos of inhibition. The substances
6 and 3 had no differences between them, but had halos of
inhibition larger than substances 1, 4 and 5. The substance
2 showed the largest halos of inhibition demonstrating sta-
tistical differences regarding all substances tested. Despite
the statistical differences of inhibition zones, all solutions of
chlorhexidine purchased in pharmacies in metropolitan area
of Cutabd-MT were effective against Enterococcus faecalis.

KEYWORDS

antimicrobial effects, chlorhexidine, Enterococcus faecalis

Introducao

O gluconato de clorexidina é um composto cationico, de
atuacdo na membrana citoplasmatica dos microrganismos, cau-
sando perda do controle osmoético e conseqiiente quebra do
material intracelular . Ela também se liga a hidroxiapatita e aos
tecidos moles, mudando a carga elétrica, para corglpetlr com 08
mlcrorganlsmos Seu gran7de espectro microbiano , substantivi-
dade” e baixa toxicidade , associados a establhdade do agente
em diversas condigoes, tém auxiliado na utilizagdo desta subs-
tancia em diversas dreas da saude, como por exemPlo em uni-
dades de terapia intensiva de alta complexidade . Seu uso
na Odontologia intensificou-se por volta da década de 70, sendo
atualmente utilizada devido a sua agio sobre os microrganismos
presentes na cavidade bucal """

Consideravel quantldade de espécies de bactérias tem sido
identificada na cavidade oral . Especificamente, na Endodontia,
em algumas situacoes, altas quantidades de E faecalis sao freqtien-
temente encontradas nos sistemas de canais radiculares . Estudos
in vivo e i vitro tém comprovado a eficiéncia da clorexidina na
redugao ou eliminagao do E. faecalis do canal radicular e tdbulos
dentinarios . Na Periodontia, essa substancia tem sido amplamen—
te usada como agente anti-séptico, para controle da placa dental .
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A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) re-
gulamenta a comercializacao destes produtos, determinando cri-
térios de controle de qualidade, aquisi¢io, armazenamento, con-
servacao e dispersdo. Os comerciantes sao obrigados a cu%prir
suas determinagoes, a fim de evitar prejuizo aos usuarios . As
diferentes condigbes de armazenamento e de transporte podem
interferir na composicido dos farmacos. Em recente publicacdo,
Semenoff et al. (2008) demonstraram a estabilidade da clorexi-
dina 0,12% e clorexidina 2%, mesmo em condig¢des desfavoraveis
de temperatura e armazenamento. Foi objetivo desse trabalho
avaliar a efetividade antimicrobiana das solugbes de clorexidina
a 0,12% adquiridas em diferentes farméacias de manipulagao, na
regiao de Cuiabd, sobre o microrganismo Enterococcus faecalis.

Metodologia

Inicialmente foi solicitado que cinco diferentes farmacias
de manipulagdo da regido metropolitana de Cuiaba-MT pro-
duzissem solucdo de clorexidina a 0,12% (Figura 1), de forma
a constituir as substancias testes desse estudo. Utilizou-se o Pe-
riogard® (Colgate— Palmolive Industria e Comércio Ltda— Sao
Bernardo dos Campos —SP - Brasil), clorexidina a 0,12%, como
padrdo ouro de comparagao.

Figura 1 — Solugoes de clorexidina a 0,12% produzidas em
cinco diferentes farmacias de manipulagdo da regido metropoli-
tana de Cuiabd-MT
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Foram separadas 20 placas Petri contendo meio de cultura
agar sangue (Newprov, produtos médicos e hospitalares, Pinhais,
Parani, Brasil). Destas, foram separadas quatro placas sem qual-
quer procedimento realizado que serviram de controle negativo.

O preparo da cepa do microrganismo Enterococcus faecalis
com registro ATCC 10231 foi realizado inoculando-a em 7ml de
BHI (Brain Heart Infusion - Difco Laboratories, Detroit, Michi-
gan, USA) e levada a estufa em temperatura constante de 37° C,
por 24 horas para replicagio. Em seguida, a mesma foi suspensa
em solugdo salina, atingindo a concentragao préxima de 3x 10
cels/ ml, com turvamento similar ao tubo #1 da escala McFarland.

Seguiu-se, entdo, a inoculagio uniforme e padronizada
dos microrganismos nas 16 placas restantes por meio de Swabs
(Rayswab industria Brasileira — Diadema- SP — Brasil). Separa-
ram-se aleatoriamente quatro placas para que servissem de con-
trole positivo.

Nas 12 placas restantes, além da semeadura dos micror-
ganismos foram inseridos seis discos de filtro de papel (Melita,
Guaiba - RS - Brasil) perfurados com 5mm de didmetro e devida-
mente esterilizados (Figura 2). Doze discos foram embebidos em
cada uma das cinco solu¢des manipuladas de clorexidina a 0,12%
e no Periogard®.

Figura 2- Seqiiéncia da semeadura dos microrganismos in-
seridos nos discos de filtro de papel perfurados, de acordo com
a substancia testada.
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Ap6s o término desta etapa, todas as placas foram mantidas
emestufacomtemperaturaconstantede36°Cpor24horas. Aanalise
dos halos de inibigao (Figura 3) foi realizada por uma examinado-
ra calibrada e cega as substancias por meio de paquimetro digital
(Mitutoyo Sul Americana Ltda modelo 500144B. Suzano. SP. Bra-
sil) (Figura 4) e lupa esterioscopica (Estek — Sao Paulo. SP. Brasil).

Figura 3- Halos de inibigdo referente a substancia testada.

Figura 4- Medicao, em milimetros, dos halos de inibi¢ao
por meio de paquimetro digital
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Os halos foram medidos, em milimetros e, entao realizadas
as médias dos grupos, constituidos pelas diferentes substancias,
no tempo experimental de 24 horas. As médias foram submeti-
das ao teste estatistico ANOVA (andlise de variancia), com teste
corretivo de Bonferroni, para nivel de significancia de 5%.

Resultados

Atabela 1 demonstra as médias e desvios padroes dos halos
de inibicao provocados pelas substancias testadas, sendo possivel
observar que as substancias 1, 4 e 5 tém auséncia de diferencgas
estatisticas entre si e apresentam halos de inibi¢ao estatistica-
mente menores em relacio as solucoes 2, 3 e 6. A substiancia 2
apresenta maior halo de inibi¢ao que a substancia 6 (p<0,05) e a
substancia 3 assemelha-se estatisticamente a elas.

Tabela 1 — Médias e desvios padroes dos halos de inibigao
formados (em milimetros) pelas substancias testadas.

Mestadas Média | Desvio Padrio
1 1,69 0,36 A
2 3,47 0,52 B
3 3,32 0,20 BC
4 2,12 0,34 A
5 1.87 0,36 A
0 2,85 0,62 C

Letras iguais representam médias estatisticamente iguais e
letras diferentes representam diferengas estatisticas.

Discussao

Na vida clinica do Cirurgido-Dentista, o uso de agentes ma-
nipulados é uma necessidade. O padrao de qualidade é exigido
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das farmicias pela ANVISA na manipulacao dessas substancias
Neste trabalho optou- se_por testar a clorexidina, de indicagao
ampla na odontologia , € comumente adquirida pelos con-
sumidores e profissionais nas farmacias de mampulagao O En-
terococcus faecalis foi escolhido para esse estudo por ser tratar de
microrganismo bem estabelecido na literatura no que se refere a
comphcagao na area da saude, hgado a problemas na Odontolo-
gia . A solugao do Perlogard (Colgate — Palmolive Indtstria
e Comércio Ltda — Sao Bernardo dos Campos-SP — Brasil) foi
selecionada como padrio-ouro, por manter-se estavel mesmo em
condigoes de armazenamento inadequadas, fato comprovado an-
teriormente por metodologias semelhantes

Os resultados deste estudo demonstram as diferencas de
ac¢do antimicrobiana, por meio da medigido do halo de inibicao,
da clorexidina adquirida em diferentes farmacias de manipula-
¢ao na regiao metropolitana de Cuiaba-MT. Comparativamen-
te, o diametro do halo de inibicao é diretamente proporcional
a quantidade de agente antimicrobiano presente no disco, a
solubilidade do agente e a eficacia global do agente antimicro-
biano . Sendo possivel notar menores halos de inibi¢ido para as
substanaas 1, 4 e 5 e maiores halos para as substancias 2, 3 e 6
(Perlogard -Colgate —Palmolive Industria e Comércio Ltda— Sao
Bernardo dos Campos-SP — Brasil). Alids, a substanaa 3 apre-
sentou-se estatisticamente semelhante ao do Perlogard (Colgate
— Palmolive Industria e Comércio Ltda — Sao Bernardo dos Cam-
pos-SP -Brasil) (p>0,05) e a substancia 2 demonstrou halos esta-
tisticamente maiores que estes (p<0,05).

Embora as substiancias 1, 4 e 5 niao tenham mostrado o
mesmo padrdo de efetividade do Periogard® (Colgate — Palmo-
live Indtstria e Comércio Ltda— Sao Bernardo dos Campos-SP-
Brasil), todas as solugbes apresentaram halos de inibi¢ao para
o microrganismo utilizado. Estas variacoes geram duvidas da
forma de manipulagio dos agentes, ou seja, alguns tém halos
de inibigio menores e outros maiores. E provavel que diferengas
nas concentragoes da clorexidina possam ter ocorrido durante
a manipulacdo dos farmacos. Todavia, este estudo nao teve por

188



UNICiéncias, v.13, 2009

finalidade a avaliagdo do controle de qualidade das farmacias
envolvidas, apesar de suscitar a necessidade de maiores estudos
para este tipo de andlise.

A despeito de suas limitagoes, os estudos in vitro ainda tém
seu espago garantido. Mesmo com técnicas de diagndstico mi-
crobiol6gicas mais modernas, as descobertas de novos microrga-
nismos ainda dependem desta metodologla O mecanismo de
organizagao do biofilme dental e principalmente a difusao entre
as comunidades assemelha-se em parte ao método da cultura,
assim a metodologia emEregada parece ser uma opg¢ao adequada
para a analise proposta

Além disso, as analises in vitro sao interessantes por abor-
darem questdes clinicas que suscitam dividas como as que foram
abordadas neste trabalho, entretanto os resultados deste traba-
lho, que se utilizou de apenas um microrganismo, devem ser con-
siderados com cautela

Conclusao

Apesar das diferencas estatisticas dos halos de inibicao, to-
das as solugoes de clorexidina adquiridas em farmécias de mani-
pulacao da regido metropolitana de Cuiabd foram efetivas contra
o microrganismo Enterococcus faecalis.
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