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RESUMO

Objetivo: Avaliar, in vitro, o potencial de descontaminagao
do extrato aquoso de propolis a 10% e clorexidina aquosa a 2%
sobre o Streptococcus mutans em modelos de gesso tipo IV. Ma-
terial e método: Foram simulados procedimentos de moldagem
e modelagem em que se realizou a contaminagao com Steptococ-
cus mutans e desinfecgao por incorporagao das solugdes testadas
utilizando para tanto, vinte e quatro amostras para desinfec¢ao
e seis amostras para o controle. Os dados foram analisados de
forma descritiva. Resultados: A clorexidina proporcionou uma

reducao da proliferagao do microrganismo, comprovada na ana-
lise da atividade do corante resazurina. O extrato aquoso de pro-
polis a 10% nao foi eficaz para a metodologia utilizada, gerando
crescimento de Unidades Formadoras de Colonia. Conclusao: A
clorexidina foi eficaz na descontaminagao do gesso odontolégico
tipo IV, apresentando func¢ao antimicrobiana positiva contra o
Steptococcus mutans, ja a propolis mostrou-se ineficaz.

PALAVRAS-CHAVE: Desinfecg¢ao; Prépolis; Streptococcus mu-
tans; Carie dentaria.

INTRODUCAO

A carie dentaria é considerada uma das infec¢des bucais mais
comuns e apesar da reducao de sua prevaléncia, ainda afeta di-
versas populagdes no mundo, a depender da dieta, da higieni-
zacdo e do hospedeiro'. Sabe-se que o Streptococcus mutans é o
principal agente etioldgico da carie e, dessa forma, estudos con-
firmam a importancia do reconhecimento das fontes de trans-
missibilidade desse microrganismo, como forma de prevengao
da carie dental?.

Na pratica clinica, modelos e moldes odontolégicos podem
ser carreadores de cepas de microrganismos patogénicos e po-
dem ser fontes de contaminagao ou infecgao cruzada. Exposicao
a microrganismos patogénicos causadores de doengas infeccio-
sas podem ocorrer através do sangue e da saliva dos pacientes,
o que é muito frequente na pratica odontoldgica. Procedimentos
como a confecgao de préteses necessitam do envolvimento labo-
ratorial e clinico imputando a necessidade da realizagao de um
controle da presenca de microrganismos para reduzir o risco de
infec¢do cruzada®®.

Alguns estudos lidaram previamente com a utilizacao de mé-
todos de desinfeccao em matérias de moldagem e com relacao
ao gesso odontologico, evidenciaram a preocupagao quanto ao
potencial risco de contaminag¢do®*. Em 1983, Leung e Schonfeld?,
avaliaram a possibilidade da transmissao de microrganismos de
moldes nao desinfetados aos modelos de gesso, e assim deter-
minaram se o gesso dos modelos poderia ser fonte potencial de
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infecgao cruzada. Os resultados mostraram que os meios incu-
bados com pedagos dos modelos obtidos a partir do typodont
estéril se mantiveram limpos, indicando que o protocolo de es-
terilizagao foi adequado, e os meios contendo pedagos dos mo-
delos obtidos a partir do typodont contaminado se mostraram
turvos, e neles foi possivel isolar a Serratia marcescen. Os autores
concluiram que os modelos de gesso podem ser um meio de
contaminacao cruzada entre o paciente, o cirurgiao-dentista e o
técnico laboratorial.

Na maioria dos casos moldes e modelos nao passam por um
processo de desinfecgao. Ainda, nao ha padronizagao de um mé-
todo eficaz para a desinfec¢ao de moldes e modelos, que associa-
da a falta de comunicagao do cirurgiao-dentista e do laboratdrio,
gera maior duvida quanto ao método de desinfeccao a ser utili-
zado’. Isso justifica a necessidade da instituigao de um protocolo
de desinfeccao, possivelmente, através da incorporagao, imersao,
pulverizacao ou na manipulagao do gesso com agentes desinfe-
tantes®. Espera-se que a inclusao de substancias desinfetantes
nao proporcione alteragdes nas propriedades fisico-quimicas e
mecanicas dos materiais de moldagem®?®.

Recentemente, a propolis tem sido apontada como um ex-
celente agente antimicrobiano, com comprovada a¢do sobre o
Streptococcus mutans’. Entretanto, ndo hd na literatura informa-
¢ao disponivel a respeito de seu possivel efeito sobre o gesso
de uso odontoldgico, seja através da sua utilizacdo como agente
para imersao, seja através da técnica alternativa de utilizagao de
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desinfetantes durante a espatulacdo do gesso. Diante disso, o
objetivo deste estudo foi analisar o potencial antimicrobiano das
solugdes de propolis e clorexidina incorporadas ao gesso tipo IV
avaliando sua possivel eficdcia na redugao do risco de infeccao
cruzada.

MATERIAL E METODO

PREPARACAO DO MATERIAL EXPERIMENTAL

A presente pesquisa tratou-se de um estudo experimental do
tipo microbioldgico, laboratorial e descritivo em que foi avaliada
a atividade antimicrobiana do extrato aquoso de prépolis a 10%
(Propomax®, Jodo Pessoa, PB, Brasil) e da solugdo aquosa de
clorexidina a 2% (Sigma-Aldrich® - Steinheim, Alemanha).

Para a confecgao dos modelos de gesso foi selecionado um
dente de manequim (Manequins Odontoldgicos Sem Limites,
Sao Paulo, SP, Brasil), correspondente ao elemento 24 (1° pré-
-molar superior esquerdo). O mesmo foi preparado com pontas
diamantadas 4138 (KG Sorensen Ind e Com, Jardim da Gloria,
Cotia, SP, Brasil), simulando-se um desgaste de coroa total me-
taloceramica, com reducao de 1,5 mm em todas as faces, término
em chanfro, e convergéncia aproximada de 8% no sentido cér-
vico-oclusal. Para obten¢dao dos moldes, foram confeccionadas
moldeiras individuais a partir de um tubo de PVC com 25 mm
de didmetro (Tigre, Rio Claro, SP, Brasil). A seguir foi feita a
manipulacao da silicona por adigao (Adsil Putty Soft — Vigodent/
Coltene, Porto Alegre,RS, Brasil), consisténcia densa, conforme
as recomendacdes do fabricante. As moldeiras foram entao pre-
enchidas com a silicona, e foi feita a insercao da matriz-padrao
preparada, aguardando-se a polimerizagao completa do material
de moldagem (Figura 1A).

Os moldes obtidos foram esterilizados em autoclave, por tem-
peratura e pressao, por 134°C por 30 minutos (Ideal_Clave, Dabi
Atlante, Ribeirao Preto, SP, Brasil) juntamente com os parafusos
e todos os demais instrumentais utilizados na manipulagao e
vazamento do gesso (pingas clinicas, cubetas de borracha, espa-
tulas para gesso).

OBTENCAO DO STREPTOCOCCUS MUTANS ISOLADOS
CLINICAMENTE

Placas foram semeadas com Streptococcus mutans (ATCC
251A75) no meio Infusao Cérebro Coracao (BHI) agar e incuba-
das por 24 horas em estufa bacterioldgica (ELETROlab®, Ribeirao
Preto, SP, Brasil) a 37°C. Ap0s esse periodo, 6 a 8 Unidades For-
madoras de Colonia (UFCs) tipicas foram selecionadas com uma
alga esterilizada e colocadas em 5 mL de caldo Infusdao Cérebro
Coragao (BHI) e incubadas por 4 h a 37°C na estufa bacteriold-
gica (ELETROlab®) para atingir fase exponencial de crescimento
(Figura 1B).

PADRONIZACAO DO MICROORGANISMO STREPTO-
COCCUS MUTANS E INOCULACAO NOS MOLDES

Apos o periodo de anaerofilia pré-determinado, o tubo tipo
Falcon contendo o microrganismo “grow up” foi retirado da es-
tufa bacterioldgica e foi realizado a centrifugagao durante 10 min
a 4°C. O volume bacteriano foi observado e removido o sobrena-
dante. Solugao salina foi adicionada ao tubo de ensaio e foram
feitas leituras espectrofotométricas utilizando-se comprimento
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de onda de 640 nm. O valor de absorbancia de 0,135 foi equiva-
lente a 0,5 da escala de McFarland (aproximadamente 108 UFC/
mL). Volumes de 10ul foram distribuidos nos diferentes moldes
experimentais estéreis, exceto para o grupo controle negativo
(Figura 1C).

GRUPOS

Foram realizados trés ensaios experimentais, totalizando 4
grupos, sendo o controle positivo (G+), controle negativo (G-)
e grupos testes (G1 e G2). Os grupos foram assim designados:

G1. Grupo onde ocorreu o vazamento do molde apés a ma-
nipulagao do gesso com extrato aquoso de propolis a 10%, por
1 minuto;

G2. Grupo onde ocorreu o vazamento do molde apés a ma-
nipulagao do gesso com a solucao aquosa de clorexidina a 2%
(Sigma-Aldrich® - Steinheim, Alemanha), por 1 minuto;

G+. Grupo controle positivo onde ocorreu o vazamento do
molde ap6s a manipulagao do gesso com agua destilada estéril,
por 1 minuto;

G-. Grupo controle negativo onde ocorreu o vazamento do
molde apos a manipulagao com agua destilada estéril, por 1 mi-
nuto; sem contaminagdo do molde.

Para a realizagao de cada ensaio de descontaminagao foram
confeccionadas trés amostras independentes para os grupos G1
e G2 e duas amostras independentes para o grupo G+ e G-. Ao
total, nos 3 ensaios, obtiveram-se 24 amostras pra desinfeccao e
6 amostras para os grupos controles negativo e positivo.

VAZAMENTO DO GESSO E OBTENCAO DOS MODELOS

Quarenta gramas do gesso tipo IV (Elite Dental Stones - Zher-
mack® - Itapeva, MG, Brasil), previamente pesado, foram des-
pejados no interior de cubas de borracha estéreis, e a eles foram
adicionados 10 mL da solucao teste. O gesso foi manipulado
manualmente, por 1 minuto, e vazado sob vibra¢ao dentro dos
moldes obtidos, com a ajuda de um vibrador para gesso (Vision
Scientific Co. Ita — kme — 1300v, Araraquara, SP, Brasil) .

Apds o vazamento do gesso, foi posicionado um parafuso es-
téril de 4 mm, através de pinga clinica também estéril, no interior
da mistura, para possibilitar a remogao dos modelos vazados do
interior dos moldes. Ap6s a presa do gesso (1 hora), os modelos
foram removidos com auxilio de uma pinga e colocados em tu-
bos de ensaio contendo 1 mL de caldo Infusdao Cérebro Coragao
(BHI) para crescimento por 24 horas em estufa a 37°C (Figura
1D, EeF).

ABSORBANCIA, RESAZURINA, DILUICAO SERIADA E
PLAQUEAMENTO

Apds o periodo de 24 horas, 100 uL do indculo dos tubos
de ensaio foram semeados em microplacas de fundo chato para
andlise da absorbancia no espectofotdmetro e em seguida foram
utilizados 35 pL do corante resazurina (Sigma, Steiheim, Ale-
manha) para observar a mudanca ou nao da coloragao, o que ca-
racterizaria a presenca ou nao do crescimento bacteriano. Apo6s
a analise espectrofotométrica, foi escolhido um dos tubos da tri-
plicata (G1 e G2) e um dos tubos da duplicata (G+ e G-), para a
diluicao seriada, a depender dos resultados mais aproximados
do valor zero na analise espectrofotométrica. Dilui¢des seriadas
em tubos tipo Eppendorf a 107102, 107, 10 e 10° em solugdo
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salina (90 uL de solugao salina e 10 uL do indculo) foram feitas
e 30 pL de cada dilui¢ao foram semeados em placas de petri
(90 x15mm) com Agar Infusdo Cérebro Coracao (BHI), sendo
feito o plaqueamento (Figura 2A, B e C). As placas foram acon-
dicionadas em estufa bacteriologica também por a 37°C por 48
horas, para permitir o crescimento bacteriano. Apds o periodo
pré-determinado, as UFC tipicas foram contadas e foi feita uma
andlise qualitativa e quantitativa dos resultados.

ANALISE ESTATISTICA
Os dados foram tabulados e submetidos a avaliagao estatistica
descritiva (IBM SPSS Statistics — Versao 22).

RESULTADOS

A avaliagao qualitativa por meio da coloragao com resazuri-
na evidenciou que, apds 9 repeti¢des por grupo teste avaliado,
a eficacia da desinfeccao por prépolis a 10% foi praticamente
ausente em comparagao a clorexidina a 2%, porém nao houve
relevancia estatisticamente significante para os resultados obti-
dos (Tabela 1).

Os valores médios com seus respectivos desvios padroes com
relacdo a absorbancia evidenciaram valores maiores para os gru-
pos das solugdes (clorexidina e propolis) quando comparados
com 0s grupos controle positivo e negativo (Figura 3).

Quanto aos resultados do plaqueamento, utilizando como
padrao o ensaio 3, foi observado o crescimento de UFC para o
grupo propolis a 10% e para o grupo controle positivo (Figuras
4 e 5). Para os grupos solugao aquosa de clorexidina a 2% e o
controle negativo nao houve crescimento (Figura 6 A e B).

O crescimento bacteriano foi entao, calculado e quantificada
a formagao de UFC/mL, apds o periodo de 24h na estufa. Isso
pode ser obtido a partir da diluigao seriada com consequente
formacao de UFC’s em meio BHI - Agar (Tabela 2). Pode-se ob-
servar a auséncia e a presenga de UFC’s para o grupo clorexidina
e propolis respectivamente; salientando maior valor de UFC’s
para uma menor dilui¢do seriada, para o grupo propolis. Para
o grupo controle positivo, houve crescimento, como era espera-
do. O controle da esterilizagdo se mostrou eficaz, apresentando
auséncia de UFC’s.

DISCUSSAO

Os resultados mostraram que a clorexidina foi satisfatéria
quanto a desinfecgao do modelo de gesso, o que ja era esperado,
devido a sua caracteristica antibacteriana, que é tida como refe-
réncia no controle de infec¢des'. Fato este que vai ao encontro do
estudo de Silva e Jorge' (2002), que avaliaram a agdo de desin-
fetantes usados em odontologia e observaram que a clorexidina
foi o desinfetante mais eficaz contra bactérias Gram-positivas,
principalmente contra o Streptococcus.

Figura1- A: Moldes de silicona de adigao; B: UFCs de S.mutans cultivado em BHI
caldo sendo transferido com auxilio de uma alga esterilizada; C: Indculo do micro-
organismo sendo depositado no molde; D: Os moldes sendo vazados; E: obtengao
do modelo de gesso; F: tubos tipo Falcon contendo BHI caldo com o modelo dentro
Ppara crescimento em anaerobiose

10l 10u 10yl 10u 10yl

TN TN
A J

Figura 2A e B - Microdiluigao seriada (10-1 a 10-5 ) em tubos tipo Ependorffs; C:
placa de dgar BHI com dilui¢bes para crescimento
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Figura 3 - Média e desvio padrao dos grupos estudados relacionados aos valores
de absorbancia

Tabela 1 - Escala de coloragao dos pogos ap6s o uso do corante resazurina (n= 18 repeti¢des)

Clorexidina Total de pogos/%  Propolis Total de pogos/%
Escala Ensaio | Ensaio Il Ensaio llI Ensaio | Ensaio Il Ensaio Il
1 3 3 3 9/100(%) 0 0 1 1111(%)
2 0 0 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 3 3 2 8/88(%)

Escala 1: cor azul semelhante ao controle negativo; escala 2: cor intermedidria; escala 3: cor laranja semelhante ao controle positivo.
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Figura 4 - Plaqueamento do grupo teste propolis. A: da esquerda pra direita em
sentido horario: 10-1, 10-2, 10-3, 10-4; B: plaqueamento a 10-5

Figura 5 - Plaqueamento do grupo controle positivo. A: da esquerda pra direita em
sentido horario: 107, 102 10?, 10%; B: plaqueamento a 10°

Figura 6 - A: Plaqueamento da clorexidina; B: Plaqueamento do grupo controle
negativo

Tabela 2 - Resultado do plaqueamento para o ensaio III. Quantificagdo das UFC/ml

SESﬁIIFICAQAO CLOREXIDINA  PROPOLIS ~ CONTROLE + CONTROLE -
X/3.40.10° 0 664 240 0
X/3.40.10* 0 52 26,4 0

Ja com relagao a propolis, esta é bastante complexa em sua
composicao e sua eficicia depende de variados fatores como a
época da coleta, a estagdo do ano, a flora da drea e da regidao’".
Assim, fatores como estes podem interferir no seu efeito anti-
microbiano, o que justifica sua ineficacia de agao observada no
presente estudo.
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Ainda com relacdo a a¢ao antimicrobiana da prépolis, Yildi-
rin®® et al. (2004) e Hu'® et al. (2005) afirmaram que sua eficacia
difere quanto a sua composi¢ao em relacao ao extrato aquoso e
extrato alcodlico. Segundo eles, ambos tém propriedades seme-
lIhantes, porém agao distinta a depender da quantidade de flavo-
noides na composigao.

Oextrato de propolis utilizado na presente pesquisa foi o extrato
aquoso a 10%, o que sugere uma deficiéncia na eficdcia de sua agao
devido asua composi¢ao aquosa, por apresentar pouca quantidade
de flavondides, assim como a concentragao utilizada, o que diverge
do estudo de Bianchini e Bedendo'” (1998) que avaliaram a agdo do
extrato aquoso de propolis também a 10% e obtiveram resultado
satisfatério quando ainibicao de bactérias fitopatogénicas. Estudos
mais detalhados sobre a agao da prépolis em relacao ao tipo de
bactéria sao necessarios para melhor entendimento de sua eficacia.

Segundo os resultados do presente estudo, S. mutans que é
um Gram-positivo, nao foi inibido pela prépolis a 10%, o que
diverge de Vargas'® et al. (2004), que observaram a agdo positiva
da propolis em relacdo ao tipo de bactéria estudada, indepen-
dente desta ser Gram-positiva ou nao. Os autores, ainda des-
consideraram que a eficacia da propolis, relacionava-se com sua
composicao e local de coleta, referindo-se apenas a acao da pro-
polis ao tipo de bactéria estudada. Porém, pelo que ja foi visto,
nao podemos analisar a agao do extrato de prépolis, apenas pelo
tipo de patdgeno, mas abordar todas as possiveis interferéncias
e caracteristicas do extrato em questao.

Na Figura 3, é observado o aumento da absorbancia para os
grupos testes, o que indica substancias mais concentradas, seja
por microrganismos, seja pela dissolucao do gesso no meio, en-
tre outros fatores. A forca vital da espectrofotometria estd fun-
damentada na lei de Lambert-Beer, que estabelece que a absor-
bancia é diretamente proporcional a concentragao da solugao da
amostra analisada. Talvez a elevagdo dos resultados de absor-
bancia para os grupos testes, seja pela interagao das substancias
desinfetantes com o gesso, em que este se dissolve e promove
uma solugdo mais concentrada com seus constituintes®.

Ivanosvilki® ef al. (1995) observaram que a incorporagao de
substancias desinfetantes (glutaraldeido a 2%, povidone-uiodine
a 10%, clorexidina a 0,2% e hipoclorito de s6dio a 1%) na mani-
pulacdo do gesso resultou na reducao significativa do nimero
de bactérias presentes 1 hora e apds 24 horas da contaminagao. O
que corrobora com esse estudo para a clorexidina, ja para a subs-
tancia propolis, os resultados mostraram que, quando usado na
manipulagdo do gesso, este apresentou uma quantidade maior
de unidades formadoras de colénia em comparagao com o grupo
controle positivo, o que sugere algum agente externo que favo-
receu esse crescimento, como por exemplo, fatores ambientais,
o gesso odontoldgico, a temperatura da substancia desinfetante,
entre outros (Figura 4 e 5; Tabela 2).

Na Tabela 1, foi possivel observar visualmente que houve mu-
danca na coloracao para 88% dos pocos do ensaio com prépolis,
mostrando a presenga de S.mutans, devido ao uso do corante
resazurina. Ja para a clorexidina, os resultados mostraram 100%
de coloragao azul, sendo observada a eficacia da substancia de-
sinfetante contra o microrganismo em questao.

Porém, nao foram encontrados estudos na literatura, que
relacionem fatores externos com a interferéncia do crescimen-
to bacteriano em moldes e modelos de gesso quando utilizadas
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substancias desinfetantes na sua manipulagao, nem como se ex-
plica a relagao entre os compostos da gipsita com o a eficacia da
propolis. Ivanosviki® et al. (1995), ressaltaram que a eficacia do
método de desinfec¢ao depende do tipo do desinfetante usado e
da concentragao da substancia a ser utilizada.

Diante do exposto, nota-se a dificuldade da padronizagao da
propolis com efeito antimicrobiano e a comparagao de resulta-
dos obtidos em estudos com diferentes metodologias. E sabido
que a propolis possui muitas varidveis que podem interferir na
sua acao, e no presente estudo, além das caracteristicas inerentes
ao tipo de propolis estudada, sugere-se alguma interferéncia do
gesso nas suas propriedades e eficicia antimicrobiana. Fazem-se
necessarios estudos complementares que possibilitem a deter-
minacao da concentragao ideal da propolis para a inibigao do
microrganismo estudado e que permita sinergismo com o tipo
gesso empregado.

CONCLUSOES

De acordo com a metodologia utilizada em fungao das pro-
posicoes deste estudo, pdde-se concluir que a clorexidina 2% se
mostrou eficaz como substancia desinfetante na incorporagao do
gesso tipo IV contra o S. mutans.
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ABSTRACT

Purpose: To evaluate, in vitro, the potential for decontami-
nation of 10% aqueous extract of propolis and 2% aqueous
chlorhexidine on Streptococcus mutans in type IV plaster models.
Material and Method: Molding and modeling procedures were
simulated and carried out with Streptococcus mutans contamina-
tion and disinfection by incorporation of the solutions tested, us-
ing for this twenty-four samples for disinfection and six samples
for control. The information was analyzed descriptively. Results:
The chlorhexidine provided a reduction in the proliferation of

the microorganism, proved in the analysis of the activity of re-
sazurin dye. The 10% aqueous propolis extract was not effec-
tive for the methodology applied, generating growth of Colony
Forming Units. Conclusion: The chlorhexidine was effective in
decontamination of dental plaster type IV, with positive antimi-
crobial function against Streptococcus mutans, in the other hand,
propolis showed up ineffective.

KEYWORDS: Disinfection; Propolis; Streptococcus mutans;
Dental caries.
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