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Evaluation of toothbrushes
contamination by microrganisms
and of the effectiveness

of antiseptics in its
decontamination.

ABSTRACT | Olbyective: Evaluate the
action of antiseptic solutions (Cepacol®,
Listerine®, Plax®, Periogard® and Sodinm
Hypoclorite) in the decontamination of
toothbrushes. Material and method: Were
used the indices DMF ¢ OHI ~ for assess

the activity of caries and level of dental
plague. Sample of saliva was collected. The
toothbrush was used for brushing and to
obtain the dental plagne. In the laboratory,
the toothbrushes were lanndered in tap water
and placed in each antiseptic solutions, for

24 hours. After, they were withdrawn from
solutions and ~ placed in tubes with broth
culture BHI (brain, heart, and infusion).
The samples of saliva and dental plagne
were added in 4.5 ml of buffer for dilution
(107 - 10°). Of these dilutions, it was
withdrawn aliguots of 0.05mlL., spread

in culture medinm SB,, and incubated at
37" C/24horas. 1t was made counts of the
number of colonies forming unit (ufc) of
S.mutans. Samples from dental plague were
withdrawn 1,0m1. and added in broth BHI,
incubated at 370C) 24 hours.  Results:
Through the connt of the number of forming
unit  of colonies of S.mutans in saliva and
dental plaque, it was considered carie’s risk.
Toothbrushes were considered contaminated
according turbidity of broth BHI and
decontaminated when remained in antiseptics
Jfor 24 hours and for BHI not showed growth
of microorganisms (without turbidity).
Conclusion: Data has led to the conclusion
that the antiseptics were effective

in decontamination of brushe..

Keywords | Toothbrushes; Contamination;
Monthwashes.

| Avaliagéio da contaminagéio de
escovas dentais por microrganismos
e da efetividade de antissépticos
na sua descontaminagéo

RESUMO |

Listerine®, Plax®, Petiogard® e Hipoclorito de s6dio 1,0%) na descontaminagio de

Objetivo: Avaliar a acdo de solucdes antissépticas (Cepacol®,

escovas dentais. Material e método: Foram utilizados os indices CPO e IHO-S para
avaliar a atividade de carie e nivel de placa. Amostra de saliva foi coletada. A escova
dental foi usada para a escovagio e obtenc¢ao do biofilme (placa). No laboratério,
as escovas foram lavadas em 4dgua corrente e colocadas em solucGes antissépticas,
durante 24 horas. Depois, foram retiradas das solu¢oes e colocadas em tubos com
caldo de cultura BHI (Brain, Heart, Infusion). As amostras da saliva e biofilme
foram acrescentadas em 4,5mL de solucio tampio para a diluicio(10'-107).
Dessas dilui¢bes (saliva e biofilme) foram retiradas aliquotas de 0,05ml., semeadas
em meio de cultura SB, e incubadas a 37°C/ 72 hotas. Foram feitas contagens
do numero de unidade formadora de colonias (ufc) de S. mutans. Dos tubos
com amostras remanescentes do biofilme, foi retirado 1,0mL e acrescentada em
caldo de BHI, incubada a 37°C / 24 horas. Resultados: Por meio dos indices
CPO-d ¢ IHO-s ¢ da contagem da unidade formadora de colonias de S. mutans
(saliva e biofilme) foi verificado que todos os participantes eram de risco a carie.
As escovas foram consideradas contaminadas, observando-se o turvamento do
caldo BHI, e descontaminadas quando permaneceram nos antissépticos durante
24 horas. O BHI ndo mostrou crescimento de microrganismos (sem turvagao).
Conclusao: Os dados permitiram concluir que os antissépticos foram eficientes
na sanitizagao das escovas.

Palavras-chave | HEscova dental; Contaminacio; Antissépticos.
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INTRODUGAO |

A escova dental e o fio dental asseguram a limpeza de
todas as superficies dos dentes, controlando a formacio
da placa supra e subgengival, fatores desencadeantes do

desenvolvimento da cérie e doenga periodontal'2

Agindo mecanicamente sobre as bactérias do biofilme
dentario, ¢ possivel que as escovas dentais se tornem
potencialmente contaminadas’. Pesquisas indicam que escovas
dentais podem servir de reservatérios de microrganismos
para transmissao direta de um individuo para outro, além de
fontes para inoculagio ou reintroducio de microrganismos
de locais infectados para outros nio infectados e que existe
uma correlacio direta entre escovas dentais contaminadas e a

ocorréncia de infecgdes na cavidade oral'.

O Streptococens  mutans, um patdogeno encontrado na
saliva,  possui correlagio direta com a prevaléncia
de carie na cavidade bucal’® e tem caracteristicas de
transmissibilidade. Porém, é comum encontrar S. salivarius,
8. wmifis e microrganismos anaerébios, assim como

enterobactérias e fungos (Candida albicans).

As escovas dentais mantém microrganismos viaveis
em suas cerdas, tal como o predominio de cocos Gram
positivos e bacilos Gram negativos que podem transmitir
periodontopatias aos seus usuarios'®’. Taji e Rogers®
comprovaram a predominancia de estreptococos e
estafilococos depositados em escovas dentais. Moreira
e Cavalcanti” detectaram presenca de Cdndida albicans,

Escherichia coli, S. mutans e B. subtilis.

Pot sua vez, Long ¢ al’ observaram a forma como as
escovas sio guardadas apds a escovagio. Verificaram que
o grupo de escovas colocadas no armario nao apresentou
crescimento bacteriano, o que nio ocorria com o grupo
acondicionado em caixa de acrilico ou em copo sobre a

pia do banheiro com crescimento bacteriano de 40 a 70%.

Apesar de se contraindicar o uso prolongado de escovas
dentais pela maioria dos dentistas, ¢ justificavel o uso
de solucoes desinfetantes como método para evitar a
contamina¢iao bacteriana, durante o perfodo de uso da
escova'®. Sabe-se que somente a lavagem em 4gua corrente
ainda deixa microrganismos residuais, e a presenca desses
residuos e de certa quantidade de dentifricio restante na

escova indicariam o descarte da escova!l®,

As solugbes antissépticas usadas para bochechos tém
sido indicadas para sanitizacdo de escovas dentais, por
isso pesquisas tém sido realizadas para avaliar a sua
eficicia. Meier et al.'’ testaram in vitro a eficiéncia do

cloreto de cetilpiridineo e observaram uma diminuicio
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significativa de microrganismos, principalmente para
Staphylococcus epidermidis € Candida albicans. Ja Caudry et al?,
estudando as solucdes Virkon 1%, Listerine®, Cepacol®,

®

e o Plax®), consideraram o Listetine® como

Scope

eficiente para a descontaminagio bacteriana em escovas.

Dessa forma, esta pesquisa teve objetivo de avaliar a agdo
das solucoes antissépticas (Cepacol®, Listerine®, Plax®,
Periogard® e Hipoclorito de sédio) na sanitizagio de

escovas dentais usadas por pacientes com tisco a carie.

MATERIAIS E METODOS |
Amostra

A amostra foi composta de 30 criancas com idade entre 8 ¢
12 anos, todas estudantes do Colégio Estadual de Primeiro
Grau Governador Roberto Santos, localizado no bairro do
Cabula, na cidade do Salvador, Bahia. Nenhum paciente
era usuario de aparelho ortodontico, antimicrobianos, nem

possuia sinais evidentes de distirbios sistémicos.

O projeto foi aprovado em cumprimento as normas
regulamentares da Comissio de Etica da Fundagio
Baiana para o Desenvolvimento da Ciéncia/Odontologia
e vigentes (Resolucio n°196/96), segundo o Cédigo de
Etica Profissional Odontolégico (CFO n° 179/33). Aos
responsaveis das criangas foi solicitada autorizagdo para
a participagdo na pesquisa. A diretora do colégio também
assinou um Termo de Consentimento, autorizando a

libera¢do do espago para a realiza¢do do trabalho.

Método utilizado

Foram confeccionadas fichas clinicas individuais que
continham: dados de identificagio do paciente ¢ indices
utilizados para mensurar a saude bucal da populagio em
estudo. Os indices utilizados foram: CPO-D, que analisa
o numero de dentes cariados, perdidos e obturados e o
Indice de Higiene Oral Simplificado, IHO-S, que avalia a

presenca de placa bacteriana.

O exame clinico foi executado por um examinador e um
anotador, treinados, em local com luz natural, antes do

horario da merenda.

Coleta do material

Primeiramente, foi realizada a coleta da saliva nao
estimulada, solicitando-se a crianca que cuspisse dentro de

um tubo de ensaio esterilizado, contendo cinco pérolas de
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vidro. Posteriormente, foi fornecida para cada paciente
uma escova, previamente esterilizada, contida em tubo
de ensaio, cujo cabo foi envolvido em papel aluminio.
A escovacio foi realizada por um tempo de um minuto,
em todas as faces dos dentes e supervisionada por um
unico examinador treinado. Em seguida, removido o
papel aluminio, a escova foi colocada em tubos de ensaio,
contendo cinco pérolas de vidro e 10,0mL de solucio
tampao (PBS), pH 7,0, de modo que as cerdas ficassem

posicionadas para baixo.

Os tubos contendo as amostras de saliva e escovas de
dente foram identificados, armazenados em um recipiente
com gelo e imediatamente conduzidos ao Laboratério de

Microbiologia.

Procedimentos laboratoriais:

Determinagdo do nimero de unidades formadoras de
coldnias

No laboratério, a amostra de saliva foi homogeneizada
em um mixer (agitador de tubos), por dois minutos. Apds
a homogeneizacdo, uma aliquota de 0,5mL de saliva foi
transferida para um tubo contendo 4,5mL de PBS, pH 7,0,
quando foi iniciado o processo de dilui¢io na ordem de
10-'a 10-.

As escovas foram retiradas da solu¢do tampao, lavadas
em agua corrente e depois friccionadas, levemente, com
os dedos, removendo-se um pouco a umidade, simulando
a pratica didria usada apés higienizagao bucal. Depois
foram recolocadas em tubos de ensaio (esterilizados)
contendo 10,0mL do antisséptico usado para o teste de

descontaminacio.

As amostras de placa (biofilme) das escovas foram
homogeneizadas em um mixer, durante dois minutos e, em
seguida, uma aliquota de 0,5ml. foi retirada e acrescentada
em 4,5ml de PBS (pH 7,0) e iniciado o processo de

diluicio (10'-10°).

Aliquotas de 0,05ml de cada amostra de saliva e placa
(biofilme) foram depositadas no centro de uma placa de Petri
de 12x60mm, contendo Agar sacarose bacitracina (SB,)°.
O material depositado foi distribuido, uniformemente
sobre a superficie do meio de cultura, com auxilio de
uma alca de vidro. As placas foram colocadas em jarra de
anaerobiose, onde uma vela foi acesa. Depois de fechada a
jarra, hermeticamente, ¢ a vela apagada (produgio de CO?)
foram incubadas a 37°C por um tempo de 72 horas.

Decorrido o periodo de incubagio, por meio de um
microscopio estereoscopico, foi realizada a contagem
do nimero de unidades formadoras de colonias (ufc) de

estreptococos do grupo mutans.

Teste de contaminagio das escovas

Com o auxilio de uma pipeta, foi retirado 1,0mlL da
amostra da placa (biofilme) e colocado em tubo de ensaio
(duplicata) contendo 9,0ml. de caldo BHI para avaliagao
do crescimento microbiano. Os tubos de ensaio contendo
caldo BHI + amostra ¢ o tubo de ensaio com BHI sem
amostra (controle negativo) foram incubados a 37°C/24h
em jarra de anaerobiose (método da vela). As culturas que
apresentaram turvagao, indicando crescimento microbiano
foram analisadas pela técnica de coloragao de Gram para

observagiao dos morfotipos microbianos.

Teste de descontaminagio das escovas

De forma aleatéria, as escovas foram agrupadas em seis
grupos de acordo com o agente sanitizante utilizado para
descontaminagio e um grupo controle: gl- Cepacol®
(cloreto de cetilpiridinio e fluoreto 1, 6, 12, 18, 24); g2-
Listerine® (6leos essenciais 2, 7, 13, 19, 25); ¢3- Plax®
(Triclosan e fluoretos 3, 8, 14, 20, 206); g4- Periogard
(clorexidine 4, 9, 15, 21, 27); g5- hipoclorito de sédio 1.0%
(5, 10, 16, 22, 28); g6- agua de torneira-controle (11, 17, 23,
29, 30) (Tabelal).

A permanéncia das escovas imersas nos produtos testados
foi de 24 horas em temperatura ambiente. Posteriormente,
as escovas eram retiradas dos tubos com auxilio de uma
pinga, colocadas em caldo BHI e incubadas a 37°C, por um
periodo de 24 horas .

RESULTADOS |

Com os dados dos indices CPO-D e IHO-S e contagem
de unidades formadoras de colonia (ufc) de estreptococos
do grupo mutans (Tabela 1 e 2), foram efetuadas as médias

e determinada a atividade de carie do paciente.

Na andlise da contaminacio das escovas, foram
analisadas as amostras do biofilme apés o perfodo de
incubagio (37°C/24 horas) no caldo BHI. Vetificou-se,
entdo, turvamento no caldo BHI, indicando que houve
crescimento bacteriano. Portanto, foram feitos esfregagos

e coloracio de GRAM para observa¢iao dos morfotipos.
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Tabela 1 - Distribuicio da amostra segundo a idade, sexo, histéria de cirie (CPO-D e ceo-d), Indice de Higiene

Oral Simplificado e antissépticos (sanitizagio das escovas)

Idade Histéria

Antisséptico

FEEEIE (ST (anos) de Carie IieRs (sanitizante para escova dental)

1 F 11 2 1,16 Cepacol

2 M 12 1 0.83 Listerine

3 M 1 3 1.2 Plax

4 M 12 4 1,0 Periogard

5 M 9 4 0,83 Hipoclorito de sédio 1%
6 F 10 4 1,16 Cepacol

7 M 1 0 1,0 Listerine

8 M 9 2 1,0 Plax

9 M 10 7 1,16 Periogard

10 F 9 4 0,83 Hipoclorito de sddio 1%
11 M 8 2 13 Agua de torneira
12 F 1 0 1,0 Cepacol

13 F 10 1 1,16 Listerine

14 F 10 4 1,0 Plax

15 F 10 1 0,83 Periogard

16 M 12 0 0,83 Hipoclorito
17 M 9 3 15 Agua de torneira
18 F 8 0 1,0 Cepacol

19 F 12 0 0,83 Listerine
20 M 10 0 1,0 Plax
21 M 10 5 1,0 Periogard
22 F 9 1 0,83 Hipoclorito
23 M 9 6 1,16 Agua de torneira
24 F 10 1 1,0 Cepacol
25 F 1 0 0,83 Listerine
26 F 1 4 1,16 Plax
27 F 9 2 1,0 Periogard
28 F 10 0 1,0 Hipoclorito
29 F 1 6 1,0 Agua de torneira
30 M 10 3 1,0 Agua de torneira

Na leitura das ldminas, foram detectados cocos GRAM ~ DISCUSSAO |

positivos, cocos GRAM negativos, bacilos GRAM

positivos e bacilos GRAM negativos. Nao se encontrou

nenhum caso de filamentos.

25

permaneceram nos antissépticos por 24 horas. Depois

Para a avaliacio da descontaminacio, escovas
foram retiradas dos agentes em estudo, colocadas no
caldo BHI e incubadas a 37°C/24 horas. Decorrido
esse tempo, pode-se examinar que o caldo BHI nio
apresentava turvamento, ao contrario do que ocorreu com
as cinco escovas que permaneceram na 4agua de torneira

(crescimento bacteriano).

Esses resultados mostraram que os antissépticos testados
(Cepacol® , Listerine® ,Plax® , Periogard®, hipoclorito
de sédio 1.0%) foram eficazes na sanitizagdo das escovas

no periodo de 24 horas.
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A escova ¢ uma importante fonte de depdsito de

microrganismos e, quando  acondicionadas em

locais inadequados, pode promover o crescimento
de microrganismos como Céndida albicans (fungos),
enterobacterias e bactérias que causam carie e doenga

petiodontal .

As Tabela 1 e 2 mostram que a unido dos dados clinicos
e laboratoriais facilitou a avaliacio do risco a doenca
carie de cada participante. Observou-se que nem sempre
pacientes com CPO-D igual a zero estdo relacionados
com o reduzido risco de possuir a doenca carie. Esses
dados foram também observados por Catlsson ef a/’, que
constataram a predomindncia de S. wmutans em pacientes

com baixa prevaléncia de carie.

No estudo, foram realizadas coletas de saliva em 30

participantes, entretanto pode-se observar, na Tabela 2, au-
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séncia do dado n° 14. Durante o procedimento da leitura,
as placas (triplicata) com meio de cultura SB, foram
descartadas por apresentarem contaminacio, dificultando
a contagem da unidade formadora de colonias de S.
mutans. Essa contaminacdo foi atribuida ao manuseio da
amostra durante a coleta ou durante os procedimentos no

laboratério.

Tabela 2 - Distribuicao da nnidade formadora de colonias
de estreptococos mutans na saliva e na placa das escovas

S. mutans
Paciente Saliva Placa
1 9,4 x10° 2,4 x107
2 8,4 x 100 3,4x10°
3 8,4 x10° 2,07 x 107
4 1,02 x 107 2,15 x 107
5 1,03 x 107 2,04 x 107
6 1,07 x 107 9,24 x 108
7 2,0x10* 7,1 %108
8 2,7 x104 7,8x108
9 5,0x10* 1,5x107
10 8,5x10° 7,5x%x 108
11 6,4 x 10° 1,12 x 107
12 2,5x 104 9,2x 108
13 8,1x 108 7,9x108
14 - 1,87 x 107
15 1,4 x 108 1,0 x 108
16 3,8x10° 6,0 x 10°
17 4,2 x108 7,3x 108
18 2,5x 104 6,0 x 10*
19 1,2 x 104 7,8x10°
20 2,4 x107 13,7 x 107
21 1,1 x107 7,0x 104
22 8,2x10* 2,0x10°
23 79x108 1,08 x 107
24 49x10* 59 x10°
25 9,5x 108 16,0 x 107
26 1,3x107 2,4 x10°
27 7,8x108 49x10°
28 50x10* 3,0x10°
29 1,9x 104 2,6 x10°
30 1,5x10* 2,4 x10°

Durante a leitura das liminas com as amostras do
biofilme (esfregacos) e coloragio de Gram, foram
analisados os morfotipos para se confirmar a presenga de
microrganismos caracteristicos da cavidade bucal. Pode-se
notar, pela disposicdao dos cocos, a provavel presenca do
estreptococos do grupo mutans. Esses resultados devem
ser acrescentados aos de Pinto, Paiva e Pimenta'®, que
encontraram predominio de cocos Gram positivos e bacilos
Gram negativos. Também Taji e Rogers'” observaram a

presenca de estreptococos e estafilococos nas escovas.

O conhecimento da transmissibilidade bacteriana é uma
informacdo importante em pafses como o Brasil, onde
é comum o uso coletivo de escovas e o armazenamento
em locais inapropriados, onde ha contato direto entre as
diversas escovas, como em creches e em familias extensas,
que residem em condi¢oes precarias de saneamento basico
e de moradia®. Pocker e 4l descreveram o cariter de
transmissibilidade intrafamiliar de microrganismos nas

cerdas de escovas.

Por ser uma via direta de transmissao de bactérias

cariogénicas e periodontopatogénicas aos seus usuarios,

16 caracterizaram a necessidade

Pinto, Paiva e Pimenta
da introducio de medidas preventivas para controlar os
microrganismos depositados sobre as cerdas de escovas

apos o uso.

A permanéncia das escovas dental em contato com
as solucdes Cepacol®, Listerine®, Plax®, Periogard® e
Hipoclorito de sédio 1,0% foi de 24 horas em temperatura
ambiente. Prosseguindo, foram retiradas e colocadas em
tubos contendo caldo BHI. Apés o periodo de incubagio,
verificou-se que nao havia crescimento bacteriano
(comparando-se ao controle negativo (BHI sem amostra).
Porém os tubos cujos resultados foram negativos
permaneceram na estufa, em observagao, durante sete
dias para comprovacdo dos resultados. Por outro lado, as
escovas do grupo dgua de torneira mostraram resultados
positivos com turvamento do caldo BHI. Esses dados
foram corroborados por Nelson Filho e a/*, que também
encontraram crescimento microbiano  com o uso de
agua de torneira para limpeza das escovas, em relagio a
efetividade do gluconato de clorexidina como sanitizante
de escovas dentais. Meier e a/'* observaram diminuigio
de bactérias e fungos em escovas apds o uso do cloreto
de cetilpitidineo. Ja Caudry ef a/® consideraram que o

Listerine® tem grande capacidade de desinfecgio.

Chibebe e Pallos' relataram que existem meios mais
praticos e eficientes que podem ser usados para sanitizagao
de escova dental. Em seu estudo, usaram o forno micro-
ondas, observando que, por um periodo de sete a dez
minutos, houve elimina¢do total dos microrganismos

testados.

O trabalho assim assume um cunho social, quando
considera a importancia da sanitizacio de escova dental
como medida preventiva no ciclo de transmissibilidade de
doencas da cavidade bucal. F importante relatar que este
estudo ndo tem como objetivo orientar 0s usuarios o uso
de escovas dentais por um tempo muito prolongado, mas

mostrar que elas podem ser mantidas limpas e descontamina-
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das por meio de antissépticos. E preciso lembrar que se deve
levar em conta, para descarte e troca da escova, a efetividade

de suas cerdas.

A descontaminacao deve ser usada como método para evitar
transmissdo microbiana entre individuos de uma mesma
familia ou entre pessoas que compartilham o mesmo espaco

para armazenamento das suas escovas.

A utilizagio do hipoclorito de sédio 1,0%, como agente
sanitizante para descontaminagio de escova ¢ discutivel,
quando usado de forma prolongada, por nao se conhecer ao
certo seu efeito residual sobre as cerdas'.

CONCLUSAO |

No teste, os antissepticos Cepacol®, Listerine®, Plax®,
Periogard® e hipoclotito de sédio 1,0% mostraram-se

eficientes como agentes sanitizantes das escovas dentais.
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