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RESUMO
Os enxaguatórios bucais podem ser utilizados como complemento à higienização bucal. A atividade
antimicrobiana de seis produtos comercialmente disponíveis foi avaliada frente a Streptococcus mutans,
Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus e Candida albicans. Verificou-se a sobrevivência dos
microrganismos após 30, 60 e 90 segundos de contato com os produtos. O tempo de redução decimal
(Valor D) e a redução da população microbiana aobtida após os intervalos de contato (log UFC/mL vs
tempo) foram utilizados para comparar a atividade antimicrobiana dos produtos avaliados. Os resultados
indicaram diferenças na sobrevivência dos microrganismos e o produto composto por óleos essenciais
evidenciou a melhor atividade antimicrobiana.
Palavras-Chave. enxaguatório bucal, atividade antimicrobiana, redução logarítmica, Valor D.

ABSTRACT
Mouthwashes have been used to supplement the oral hygiene procedures.The antimicrobial activity efficacy
of six commercially available products was assessed on to Streptococcus mutans, Enterococcus faecalis,
Staphylococcus aureus and Candida albicans.  Microbial survival was evaluated after being left in contact
with the mouthwash products for 30, 60, and 90 seconds. The decimal reduction time (D-value), and the
microorganisms logarithm reduction at contact time intervals were calculated from the obtained curves
(Log CFU/mL vs time), and they were used for comparing the antimicrobial activity of analyzed products.
Differences on microbial survival were observed, and the product compounded of essential oils showed
the best antimicrobial activity.
Key Words. mouthwash, antimicrobial activity, logarithmic reduction, D-value.
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INTRODUÇÃO

O desenvolvimento de gengivites está relacionado com
a formação de placa bacteriana, sendo necessário seu controle
e prevenção na manutenção da saúde da cavidade bucal. Neste
contexto, incluem-se procedimentos mecânicos, químicos e de
controle da dieta1-5.

Os enxaguatórios bucais têm sido utilizados no controle
químico de placa bacteriana como substitutos ou adjuntos aos
procedimentos mecânicos, além de se constituírem em
facilitadores para a veiculação de compostos ativos para o
tratamento de afecções específicas1-3,5-6. Em geral, os anti-
sépticos bucais não apresentam composição complexa; o
diferencial neste tipo de produto é a sua eficácia antimicrobiana
considerando os compostos ativos presentes, associados ou não

a compostos de flúor1,6.
Os antimicrobianos dos anti-sépticos bucais rompem a

parede celular e inibem a atividade enzimática da célula
microbiana. Adicionalmente, previnem a agregação bacteriana
e diminuem a multiplicação microbiana1,7.

Entre os compostos ativos mais utilizados em anti-
sépticos bucais temos a clorexidina, cloreto de cetilpiridíneo e
triclosan, além de óleos essenciais1,5,7-8. A clorexidina, um dos
biocidas mais utilizados em formulações anti-sépticas, é uma
biguanida catiônica que age principalmente sobre bactérias
Gram-positivas, além de leveduras e dermatófitos, enquanto que
o cloreto de cetilpiridínio, sobre bactérias Gram-positivas e
leveduras. Entre os compostos fenólicos, o triclosan tem sido o
mais utilizado em formulações para controle da placa bacteriana,
apresentando ação principalmente contra bactérias Gram-
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positivas; no entanto, este ativo tem sido utilizado em associação
a copolímeros, que aumentam seu espectro de ação sobre
bactérias gram-negativas e leveduras1, 7- 8.

O enxaguatório que apresenta o maior histórico de uso é
composto por solução hidro-alcoólica dos óleos essenciais timol,
mentol e eucaliptol. Embora sejam normalmente utilizados como
flavorizantes, os óleos essenciais podem contribuir com a
propriedade antimicrobiana do produto devido à presença de
compostos fenólicos como seus principais constituintes, os quais
agem principalmente sobre bactérias Gram-positivas e
leveduras1-2,7-9.

No Brasil, os enxaguatórios bucais são categorizados
como produtos de higiene pessoal e cosméticos, sendo as
formulações que apresentam indicações específicas, como anti-
sépticos, antiplaca e de uso infantil, classificadas como produtos
de grau 2 e   demandam a comprovação da sua segurança e
eficácia antimicrobiana10.

A avaliação da eficácia antimicrobiana de produtos anti-
sépticos bucais pode ser efetuada por testes in vivo ou in vitro,
sendo que estes são geralmente adaptações dos procedimentos
de difusão em ágar, de determinação da concentração inibitória
mínima (CIM) ou, ainda dos ensaios para determinação do tempo
de redução decimal2-3,7-8,11. O método de difusão em ágar pode ser
utilizado apenas para a avaliação qualitativa da atividade
antimicrobiana; como o fenômeno de difusão depende das
propriedades físico-químicas do produto e do meio de cultura
utilizado, o diâmetro da zona de inibição não pode ser considerado
como parâmetro de comparação de diferentes formulações, assim
como a ausência de halo de inibição de crescimento pode não ser
indicativo da ausência de atividade. A concentração inibitória
mínima pode ser utilizada para a avaliação quantitativa de
diferentes formulações, porém este método não fornece
informações referentes ao comportamento do produto durante o
período de uso, sendo mais interessante a utilização de
procedimentos analíticos que permitam avaliar o perfil de morte
microbiana, a exemplo dos métodos de avaliação da eficácia de
sistemas conservantes. Orth12-13 propôs a utilização do método de
regressão linear para avaliar sistemas conservantes em cosméticos,
que permite calcular o tempo de redução decimal (valor D),
equivalente ao tempo necessário para reduzir 90% da população
microbiana. Protocolos analíticos como os métodos para avaliação
da atividade germicida de sanitizantes, publicado pela AOAC14 e
para avaliação da atividade antimicrobiana de desinfetantes e anti-
sépticos da AFNOR15-16 também avaliam a capacidade de reduzir
populações microbianas utilizadas em testes de desafio,
considerando como eficazes os produtos capazes de reduzir
99,999% da população microbiana em 30 segundos de contato,
no caso do método AOAC e no tempo estabelecido de uso do
produto, no caso da AFNOR.

Por não haver no país, uma metodologia oficial para
avaliação da atividade anti-séptica de enxaguatórios bucais, este
estudo teve como objetivo, avaliar a eficácia antimicrobiana in
vitro de produtos comercialmente disponíveis frente a
microrganismos freqüentemente relacionados aos processos de
afecções bucais4,6,11: Streptococcus mutans (ATCC 25175),

Enterococcus faecalis (ATCC 19433), Staphylococcus aureus
(ATCC 6538) e Candida albicans (ATCC 10231), utilizando o
método de regressão linear para determinar o perfil de letalidade
destes produtos, considerando os modos de uso indicados em
termos de concentração e tempo de contato.

MATERIAL E MÉTODOS

Enxaguatórios bucais
O material deste estudo consistiu de seis produtos

comercialmente disponíveis em farmácias e drogarias da cidade
de São Paulo, Brasil, identificados de acordo com o seu
componente ativo. As amostras CP e CP+OE apresentaram
cloreto de cetilpiridíneo (0,5 mg/mL) como componente ativo,
sendo a segunda, associada a tinturas de camomila e de mirra e
a óleos de sálvia, melaleuca e eucalipto. OE corresponde à
amostra composta por timol (0,6 mg/mL), eucaliptol (0,92 mg/
mL), mentol (0,42 mg/mL) e salicilato de metila (0,6 mg/mL);
TCS, apresentou triclosan (0,3 mg/mL) associado a copolímero,
o produto CHX apresentou gluconato de clorexidina (1,2 mg/
mL) e o produto FL, fluoreto de sódio (equivalente a 1000 ppm
de flúor). Todos os produtos foram avaliados quanto a atividade
antimicrobiana sem diluição, conforme a indicação de uso.

Preparação da suspensão microbiana
A partir das culturas-estoque de Streptococcus mutans

(ATCC 25175), Enterococcus faecalis (ATCC 19433),
Staphylococcus aureus (ATCC 6538) e Candida albicans (ATCC
10231), foram realizados três subcultivos consecutivos em caldo
Caseína de soja (DIFCO®), incubados a (36 + 1)ºC por 24 horas,
sendo que as culturas de Streptococcus mutans e de Enterococcus
faecalis foram incubadas sob condições de microaerofilia (10%
CO2). O terceiro subcultivo foi quantificado de acordo com os
compêndios farmacopêicos17, em ágar Caseína de soja (DIFCO®),
utilizando as mesmas condições de incubação descritas
anteriormente. Após a determinação da carga microbiana, a
suspensão, mantida sob refrigeração, foi ajustada com solução
salina estéril para conter entre 7,5 x 107 e 1,2 x 108 UFC/mL13-16.

Avaliação da atividade antimicrobiana
Cada produto foi submetido à avaliação da atividade

antimicrobiana utilizando o método de regressão linear11. Para
determinar o perfil de letalidade (logUFC/mL vs tempo),
verificou-se a capacidade de cada produto em reduzir, em escala
logaritmica, as populações microbianas padronizadas após 30,
60 e 90 segundos de contato. Foi considerada como atividade
satisfatória, a redução de, no mínimo, 5 Log10 (equivalente à
redução de 99,999%) em 60 segundos.

Confirmação da capacidade de neutralização da atividade
antimicrobiana residual do anti-séptico bucal

Para garantir a validade dos resultados obtidos na
enumeração de microrganismos sobreviventes após contato com
o anti-séptico bucal, é necessário comprovar a neutralização da
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atividade antimicrobiana do resíduo do produto transferido aos
meios de cultura após o tempo de contato estabelecido.

Neste estudo, o caldo Letheen (DIFCO®) foi utilizado
como meio de cultura neutralizante da ação antimicrobiana
residual dos anti-sépticos bucais e para confirmar esta capacidade
neutralizante, alíquotas de 1,0 mL do produto foram adicionadas
a três tubos contendo 9,0 mL de caldo Letheen (DIFCO®). Em
seguida, alíquotas de 0,5 mL de suspensão microbiana contendo
1000 UFC/mL foram adicionadas a cada um dos tubos. Após
homogeneização manual, alíquotas de 1,0 mL e de 0,1 mL foram
transferidas para placas de Petri, em duplicata, homogeneizadas
com 20 mL de ágar Caseína de soja (DIFCO®) e incubadas por
48 horas sob as mesmas condições de incubação utilizadas na
preparação da suspensão microbiana. Após o período de
incubação, foi realizada a enumeração da população microbiana
sobrevivente e calculada a taxa de recuperação microbiana obtida.

Enumeração da população microbiana após contato com o
produto.

Tubo contendo 9,0 mL do produto, na concentração de
uso indicada na rotulagem, foi mantido em banho-maria a (22 +
2)ºC por aproximadamente 10 minutos. Em seguida, alíquota
de 1,0 mL da suspensão microbiana ajustada (contendo
aproximadamente 108 UFC/mL) foi transferida ao tubo e após
homogeneização manual o tubo foi recolocado em banho. 30
segundos após a adição do inóculo, alíquota de 1,0 mL da mistura
foi transferida para tubo contendo 9,0 mL de caldo Letheen
(DIFCO®), meio de cultura utilizado para neutralizar a ação
antimicrobiana residual do produto. Em seguida, procedeu-se à
enumeração de microrganismos17, sendo as diluições decimais
seriadas efetuadas em caldo Letheen (DIFCO®); alíquotas de
1,0 mL foram transferidas para placas de Petri, em duplicata,
homogeneizadas com 20 mL de ágar Caseína de soja (DIFCO®)
e incubadas por 48 horas sob as mesmas condições de incubação
utilizadas na preparação da suspensão microbiana. O mesmo
procedimento foi realizado após 60 segundos e após 90 segundos
da adição da suspensão microbiana.

Teste controle
Tubo contendo 9,0 mL de solução salina estéril foi

mantido em banho a (22 + 2)ºC por aproximadamente 10

minutos. Em seguida, alíquota de 1,0 mL da suspensão
microbiana ajustada (contendo aproximadamente 108 UFC/mL)
foi transferida ao tubo e após homogeneização manual o tubo
foi recolocado em banho. Após 30 segundos da adição do
inóculo, alíquota de 1,0 mL da mistura foi transferida para tubo
contendo 9,0 mL de caldo Letheen (DIFCO®). Em seguida,
procedeu-se à enumeração de microrganismos17, sendo as
diluições decimais seriadas efetuadas em caldo Letheen
(DIFCO®); alíquotas de 1,0 mL foram transferidas para placas
de Petri, em duplicata, homogeneizadas com 20 mL de ágar
Caseína de soja (DIFCO®) e incubadas por 48 horas sob as
mesmas condições de incubação utilizadas na preparação da
suspensão microbiana. O mesmo procedimento foi realizado
após 60 segundos e 90 minutos da adição da suspensão
microbiana.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

A Tabela 1 apresenta os resultados obtidos na avaliação
da capacidade do meio de cultura utilizado de neutralizar a
ação residual do anti-séptico bucal. De acordo com
compêndios oficiais18, a ausência de atividade antimicrobiana
é indicada por taxas de recuperação microbiana superiores a
70%. A avaliação dos resultados obtidos indica que o meio de
cultura selecionado para neutralizar a atividade antimicrobiana
dos resíduos dos produtos após período do contato, caldo
Letheen (DIFCO®), foi satisfatório. A enumeração de
microrganismos sobreviventes após o período de contato com
o anti-séptico bucal, apresentada na Tabela 1, indica que não
houve atividade antimicrobiana dos resíduos dos produtos em
teste nas condições experimentais.

Na avaliação da atividade antimicrobiana dos anti-sépticos
bucais, todos os ensaios foram realizados em triplicata. Foram
calculados os valores médios obtidos na enumeração das
populações microbianas, antes e após o contato com o produto e
a  partir destes dados, foi construído gráfico do Log10UFC/mL
em função do tempo de contato (perfil de letalidade) para cada
produto analisado (Figura 1). Os resultados indicam atividade
antimicrobiana diferenciada entre os produtos frentes aos
microrganismos estudados.

Tabela 1. Porcentagem de recuperação (R) de Streptococcus mutans, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis e Candida
albicans obtida durante a avaliação da capacidade do caldo Letheen (DIFCO®) para neutralizar ação residual dos anti-sépticos bucais
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A partir dos gráficos de letalidade obtidos para cada
produto analisado, foram determinadas as equações da reta,
calculados o tempo de redução decimal (Valor D) e o tempo
necessário para reduzir cinco ciclos logarítmicos (T99,999%)
(Tabela 2).

Observando-se os valores D calculados a partir da
equação de reta obtida, verificou-se que a amostra OE apresentou
a melhor atividade antimicrobiana sobre todos os
microrganismos estudados, enquanto a amostra FL apresentou
a menor atividade antimicrobiana. A amostra TCS apresentou a
segunda melhor atividade antibacteriana, enquanto a amostra
CHX, a segunda melhor atividade antifúngica. Quanto aos
produtos a base de cloreto de cetipiridíneo, a amostra CP+OE
apresentou atividade antimicrobiana melhor em relação à

amostra CP, provavelmente devido à associação com óleos
essenciais.

Considerando como eficaz o produto capaz de reduzir
99,999% da população microbiana após um minuto de contato,
verificou-se que apenas a amostra OE reduziu mais de cinco
ciclos logarítmicos de todos os microrganismos estudados. Os
produtos TCS e CP+OE foram eficazes contra Streptococcus
mutans e Enterococcus faecalis, enquanto que o produto CHX
foi eficaz somente contra Candida albicans.

Os resultados obtidos neste estudo mostraram-se
compatíveis com os estudos realizados por outros pesquisadores,
embora estes tenham determinado a concentração inibitória
mínima (CIM) na avaliação da atividade antimicrobiana.
McDonnell e Russel7 e McBain et al19 verificaram que triclosan

Figura 1. Redução decimal de microrganismos causada por anti-sépticos bucais
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e clorexidina apresentaram alto potencial antimicrobiano frente
a bactérias orais, sendo o valor da CIM para o triclosan menor
que a obtida para clorexidina. Meiller et al20, que avaliaram a
eficácia antifúngica de três formulações contendo óleos
essenciais e uma contendo digluconato de clorexidina,
verificaram que todos os produtos apresentavam atividade
antifúngica na concentração comercialmente disponível, sendo
que as formulações contendo óleos essenciais apresentaram os
melhores resultados. Giuliana et al21,22 investigaram a atividade
antifúngica de enxaguatórios bucais contendo cloreto de
cetilpiridíneo, digluconato de clorexidina, hexetina, sanguinária
e triclosan e verificaram que os produtos contendo cloreto de
cetilpiridíneo foram os mais efetivos, enquanto digluconato de
clorexidina foi mais efetivo que o triclosan.

Pan et al23, Riep et al24, assim como Pitten e Kramer25,
avaliaram a taxa de redução de populações microbianas após
contato com antissépticos e verificaram que produtos contendo
óleos essenciais foram mais efetivos que aqueles a base de
fluoretos. Pitten e Kramer26 também verificaram que produtos a
base de cloreto de cetilpiridíneo reduzem entre 2 e 2,5 ciclos
logarítmicos as contagens microbianas na saliva.

Alguns estudos sugerem que a atividade antimicrobiana
in vitro pode não estar altamente correlacionada à atividade
clínica11, como, por exemplo, Renton-Harper et al27, que
verificaram que formulações contendo clorexidina
apresentaram atividade antimicrobiana altamente superior ao
cloreto de cetilpiridíneo e triclosan, e Monfrin e Ribeiro28,
que também verificaram que produtos contendo clorexidina
foram os mais eficientes na redução das populações
microbianas presentes na saliva de voluntários, enquanto
produtos contendo triclosan apresentaram pouca redução e
produtos contendo óleos essenciais não reduziram a população
microbiana.

As diferenças verificadas entre os métodos de avaliação
in vivo e in vitro podem estar relacionadas às características de
adsorção dos agentes antimicrobianos e à menor sensibilidade
aos antimicrobianos observada em biofilmes em comparação a
situações em que os microrganismos estão em suspensão11.
Apesar de eventuais diferenças, os testes in vitro, utilizando
culturas em suspensão, são de extrema importância como método
preliminar para avaliar a atividade antimicrobiana de
enxaguatórios bucais.

Tabela 2. Equação da reta, Valor D e o tempo para redução de 5 Log10 de Streptococcus mutans (A), Staphylococcus aureus (B),
Enterococcus faecalis (C) e Candida albicans (D).
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CONCLUSÃO

Com relação à atividade antibacteriana, o produto OE
apresentou a melhor atividade antimicrobiana, seguido do
produto TCS. Com relação à atividade antifúngica, também o
produto OE apresentou a melhor atividade antimicrobiana,
seguido do produto CHX.
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