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Avaliacao in vitro da atividade antimicrobiana da pasta CTZ e seus
componentes sobre microrganismos padroes
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Resumo: A pasta CTZ (cloranfenicol, tetraciclina, 6xido de zinco e eugenol) é utilizada para o tratamento de molares
deciduos com polpa necroética. Avaliou-se in vitro a atividade antimicrobiana (AA) de diferentes concentracdes dos
componentes da pasta CTZ contra diferentes microorganismos. Os medicamentos foram divididos em 6 grupos: P1:
250 mg de tetraciclina + 250 mg de cloranfenicol + 500 mg de éxido de zinco (OZ) + 0,6 ml de eugenol (proporcao
original), P2: 500 mg de tetraciclina + 500 mg de OZ + 0,6 ml de eugenol, P3: 500 mg de cloranfenicol + 500 mg
de OZ + 0,6 ml de eugenol, P4: 1000 mg de OZ + 0,6 ml de eugenol, P5: 0,006 ml de eugenol, P6: 1000 mg de
OZ + solucdo salina (0.85%), e avaliados contra microrganismos padrdes individualmente: Streptococcus mutans,
Lactobacillus casei, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Bacillus subtilis. Utilizou-se testes de
difusdo em agar (TDA) e exposicio direta (TED). Os dados foram submetidos 3 ANOVA e teste de Tukey (p<5). O
grupo P1 teve maior AA comparativamente aos demais grupos. Para a avaliacdo da Escherichia coli, ndo observou
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos P1 e P3. TED demonstrou efetividade antimicrobiana para
os grupos P1, P2, P3, P4 e P5 nos intervalos de tempo avaliados e inefetividade do P6 devido a auséncia do eugenol.
Conclui-se que o grupo P1 apresentou no TDA, a maior AA entre grupos. TED demonstrou AA nos grupos com
eugenol em sua composicao, o que sugere efeito bactericida desse componente.

Palavras-chave: Anti-Infecciosos; Carie Dentéria; Eugenol; Materiais Restauradores do Canal Radicular; Oxido de
Zinco.

Evaluacion in vitro de la actividad antimicrobiana de la pasta CTZ
y sus componentes sobre microorganismos estandar

Resumen: La pasta CTZ (cloranfenicol, tetraciclina, oxido de zinc y eugenol) se utiliza para tratar los molares
deciduos con pulpa necrética. Se evalud in vitro la actividad antimicrobiana (AA) de diferentes concentraciones de
los componentes de la pasta CTZ contra diferentes microorganismos. Los medicamentos se dividieron en 6 grupos:
P1: 250 mg de tetraciclina + 250 mg de cloranfenicol + 500 mg de 6xido de zinc (OZ) + 0,6 ml de eugenol (proporcion
original), P2: 500 mg de tetraciclina + 500 mg de OZ + 0,6 ml de eugenol, P3: 500 mg de cloranfenicol + 500 mg
de OZ + 0,6 ml de eugenol, P4: 1000 mg de OZ + 0,6 ml de eugenol, P5: 0,006 ml de eugenol, P6: 1000 mg de
OZ + solucién salina (0,85%) y evaluado contra microorganismos estandar individualmente: Streptococcus mutans,
Lactobacillus casei, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Bacillus subtilis. Se aplicaron pruebas
de difusion en agar (PDA) y exposicion directa (PED). Los datos fueron sometidos a ANOVA y prueba de Tukey
(p<5). El grupo P1 tenia mayor AA en comparacion con otros grupos. Para Escherichia coli, no se observé diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos P1 y P3. PED demostré AA para los grupos P1, P2, P3, P4y P5 en los
intervalos de tiempo evaluados e ineficacia para P6 debido a la ausencia de eugenol. El grupo P1 presenté el AA mas
alto entre los grupos del PDA. PED demostré AA en grupos con eugenol en su composicién, lo que sugiere efecto
bactericida.

Ralabras clave: Antiinfecciosos, Caries Dental, Eugenol, Materiales de Obturacién del Conducto Radicular,
Oxido de Zinc.

*Clinica de Especialidades infantiles/ Bebé Clinica de la Universidad Estadual de Londrina. Brasil.
2 Universidade Estadual de Londrina. Brasil.

e-246701 Revista de Odontopediatria Latinoamericana


https://orcid.org/0000-0003-1911-8247
https://orcid.org/0000-0002-2225-9262
https://orcid.org/0009-0003-3123-8142
https://orcid.org/0009-0002-1527-6520
https://orcid.org/0000-0002-8222-3771

Avadliacdo in vitro da atividade antimicrobiana da pasta CTZ e seus componentes sobre microrganismos padrées

In vitro evaluation of the antimicrobial activity of CTZ paste and its
components on standard microorganisms

Abstract: CTZ paste (chloramphenicol, tetracycline, zinc oxide and eugenol) is used to treat deciduous molars
with necrotic pulp. The antimicrobial activity (AA) of different concentrations of the components of the CTZ
paste against different microorganisms was evaluated in vitro. Thus, the medications were divided into 6
groups: P1: 250 mg of tetracycline + 250 mg of chloramphenicol + 500 mg of zinc oxide (ZO) + 0.6 ml of
eugenol (original proportion), P2: 500 mg of tetracycline + 500 mg of ZO + 0.6 ml eugenol, P3: 500 mg
chloramphenicol + 500 mg ZO + 0.6 ml eugenol, P4: 1000 mg ZO + 0.6 ml eugenol, P5: 0.006 ml eugenol,
P6: 1000 mg of ZO + saline solution (0.85%), and evaluated against individual standard microorganisms:
Streptococcus mutans, Lactobacillus casei, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Bacillus
subtilis. Agar diffusion tests (ADT) and direct exposure tests (DET) were applied. The data were subjected
to ANOVA and Tukey test (p<5) were applied. P1 had greater AA compared to the other groups. For the
evaluation of Escherichia coli, no statistically significant difference was observed between groups P1 and P3.
Direct exposure test demonstrated antimicrobial effectiveness for groups P1, P2, P3, P4 and P5 in the time
intervals evaluated and ineffectiveness for P6 due to the absence of eugenol. Therefore, it can be concluded
that group P1 presented the highest antimicrobial activity among groups in the ADT. DET demonstrated
antimicrobial effectiveness in groups with eugenol in its composition, which suggests a bactericidal effect of
this component.

Key words: Anti-Infective Agents, Dental Caries, Eugenol, Root Canal Filling Materials, Zinc Oxide.

A escolha e utilizacio de uma pasta
antimicrobiana para obturacdo que tenha
amplo espectro de acdo, boa difusdo e que
ndo cause danos aos tecidos periapicais e

Introducao

As terapias pulpares em dentes deciduos
representam procedimentos comumente

realizados em odontopediatria que visam
manteraintegridade, salde e funcionalidade
dos dentes e tecidos de suporte até sua
esfoliacdo natural’. As terapias pulpares
podem ser divididas em conservadoras e
invasivas, sendo o diagndstico essencial
para a escolha do tipo de tratamento a ser
realizado??.

Nos casos de necrose pulpar em molares
deciduos, desafios sao impostos ao
operador devido a complexidade anatomica
e morfoldgica desses dentes, caracterizada
pela presenca de canais acessorios,
curvaturas, grande diversidade microbiana
e rizolise irregular*é. Esses fatores
dificultam a preparacao quimico-mecanica
eficaz e o estabelecimento confidvel dos
limites apicais, e essas dificuldades afetam
a cooperacdo de criancas pequenas*®.

aos dentes permanentes, representa um dos
aspectos mais importantes para o sucesso
da terapia pulpar”2.

Embora nao haja consenso na literatura
quanto a pasta ideal para dentes deciduos
com necrose pulpar, existem varios materiais
obturadores antimicrobianos disponiveis,
como: pasta de hidroxido de célcio, éxido
de zinco e eugenol?, pastas iodoformadas! e
pasta CTZ (cloranfenicol, tetraciclina e 6xido
de zinco - proporcao 1:1:2 - associados ao
eugenol)®!l, Esta pasta foi proposta por
Cappiello em 1964, na Argentina, para
o tratamento de dentes deciduos com
polpa necrdética e pode ser utilizada para
as técnicas de Esterilizacdo de Lesdes e
Reparo Tecidual (LSTR) ou obturacdo de
canais radiculares!®'213, As propriedades
deste material endodéntico incluem um
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amplo espectro de acao, alta atividade
bacteriostatical®'14 com efeitos na sintese
de proteinas bacterianas e inibicdo do
crescimento bacteriano®!!, e resultados
clinicos e radiograficos satisfatorios!4.
A pasta CTZ pode ser encontrada
comercialmente em laboratérios
especializados em manipulacdo na forma
de céapsulas, com a proporcao solicitada.
Do ponto de vista clinico, o p6é deve ser
dispensado em uma placa de vidro estéril
e misturado com uma gota de eugenol
usando uma espatula metélica estéril, até
adquirir uma consisténcia semelhante a de
um dentifricio. Além disso, o procedimento
de insercao da pasta é simples, ndo requer
instrumentacdo ou etapas adicionais de
obturacdo do canal radicular'®!, pode ser
realizado em uma sessao'®*% promove a
estabilizacdo da reabsorcao dssea e nao
causa sensibilidade tecidual*'>. Entre as
vantagens da utilizacdo deste material
estdo a reducdo do tempo clinico, a
colaboracao da crianca e a otimizacao do
tempo gasto no cuidado a crianca®®,

Considerando a escassa literatura sobre o
uso da pasta de CTZ em dentes deciduos

com necrose pulpar, o presente estudo
teve como objetivo avaliar in vitro a
atividade antimicrobiana e a eficacia dos
componentes da pasta de CTZ, utilizados
individualmente ou em diferentes
combinacdes e concentracoes, contra seis
microrganismos previamente selecionados
para Teste de Difusao e Teste de Exposicao
Direta.

Metodologia
Desenho do estudo - primeira fase

Todas as cepas foram isoladas, identificadas,
cultivadas e mantidas viaveis no laboratorio
da Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, Parana, Brasil. Paraarealizacaodos
testes na primeira e segunda etapas, a pasta
CTZ e seus componentes foram divididos
em seis grupos de medicamentos conforme
o0 quadro 1. A atividade antimicrobiana de
cada grupo foi avaliada individualmente
contra seis microrganismos padroes de
diferentes espécies da American Type
Culture Collection (ATCC), morfologicamente
distintos, com predominancia de bactérias

Quadro 1. Composicdo dos seis grupos de medicamentos avaliados.

Grupos Antibiéticos Oxido de zinco Solucédo salina (0.85%) Eugenol
250 mg de tetraciclina +
Pl 250 mg de cloranfenicol 200 mg 0.6 m|
P2 500 mg de tetraciclina 500mg =0 ——— 0,6 mi
P3 500 mg de cloranfenicol 500mg 0 —n————= 0,6 ml
P4 ————— ic00mg @ ————— 0,6 mi
P5 @ ———— m——— m————— 0,006 ml
p6 @ 1000 mg x  ————
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anaerdbias facultativas (Quadro 2). Esses
microrganismos foram selecionados por
serem comumente encontrados em casos
de necrose pulpar em dentes deciduos’¢Y,

Os meios de cultura liquidos e soélidos
utilizados no desenvolvimento da pesquisa
estdo descritos no quadro 3. O processo

Quadro 2. Microrganismos utilizados no estudo.

Microrganismos

- Siglas Caracteristicas

padroes

Streptococcus M1 Cocos Gram-positivos, ndo

mutans esporulados, anaerdbios

(INCQS 0054-CCT facultativos. Sdo encontrados

3440) predominantemente na

(ATCC 25175) cavidade bucal e atuam
como agente etioldgico da
carie dentdria.

Lactobacillus casei M2 Bastonetes Gram-

(CT) INCQS 0006 positivos, ndo esporulados,

(ATCC 7469) anaerdbios facultativos (as
vezes microaerdfilos). Sdo
encontrados na cavidade
bucal e desempenham
importante participacdo na
etiologia da cérie dentaria.

Staphylococcus M3 Cocos Gram-positivos, ndo

aureus esporulados, anaerébios

facultativos, presente

em infecgdes como
traumatismos, abcessos
dentérios, quadros de
faringite, amigdalite, sinusite
e osteomielite da face.

(INCQS 00039)

Enterococcus M4 Cocos Gram-positivos, ndo

faecalis esporulados, anaerdbios

(ATCC 23212) facultativos. Sdo encontrados
em baixa concentracdo na
cavidade bucal e podem
estar associados a processos
infecciosos, principalmente
nos canais radiculares
dentdrios.

Escherichia coli M5
(INCQS 00032)

Bastonetes Gram-negativos,
nao esporulados; aerébios
ou anaerdbios facultativos.
Seu habitat natural é o trato
intestinal de seres humanos

e animais.
Bacillus subtilis Mé Bacilos Gram-positivos,
(CT) INCQS esporulados aerdbios.
000349 Consistem em
(ATCC 9372) microrganismos saprofitas

que prevalecem no solo, na
4gua, no ar e na vegetacao.

de preparo e esterilizacio a que foram
submetidos (121°C/15 min), foram
realizados de acordo com as instrucdes do
fabricante.

Os microrganismos padrdes, que se
encontravam liofilizados ou em agar
estoque foram inicialmente recuperados
em 3 ml de caldo BHI ou meio especifico
e incubados a 37°C/ 24h. A suspensao
obtida foi ajustada ao tubo #1 da Escala
de MacFarland, até obter concentracao
microbiana final aproximada de 3 X 108
bactérias/ml, considerada ideal para o
desenvolvimento da pesquisa. A partir
desta amostra, foi semeado o volume de
0,1 ml desta suspensdo (indculo), em seis
tubos com 3 ml de caldo BHI ou meio
especifico, para cada microorganismo
padrao avaliado.

Quadro 3. Relacdo dos meios de cultura selecionados
para o cultivo dos diferentes tipos de microrganismos
padrées.

Meios de cultura Microorganismos padroes

Escherichia coli;
Enterococcus faecalis;
Staphylococcus aureus;
Bacillus subtilis

Caldo BHI (Brain Heart
Infusion- Acumedia®

Escherichia coli;
Enterococcus faecalis;
Staphylococcus aureus;
Bacillus subtilis

BHI Agar (Brain Heart
Infusion- Acumedia®

Caldo Mitis salivarius * Streptococcus mutans

Agar Mitis salivarius

(Acumedia®) Streptococcus mutans

Caldo jugo de tomate* Lactobacillus casei

Agar jugo de tomate

(Acumedia®) Lactobacillus casei

** O caldo mitis salivarius e o caldo suco de tomate foram
manipulados.
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A técnica de semeadura escolhida para
a realizacdo do teste de difusdo em agar
foi o “pour plate”. Nesta pesquisa, os
microrganismos padroes foram avaliados
individualmente, em todos os experimentos
realizados. Foram inoculados em 18 tubos
para cada microorganismo padrao, o volume
de 0,1 ml da suspensao microbiana, contendo
20 ml de agar BHI ou meio especifico,
dissolvidos a temperatura de 40-45°C. Na
sequéncia, os meios foram vertidos em
Placas de Petri, e submetidos a movimentos
rotatérios suaves, para misturar a suspensao
microbiana (indculo) no agar, a fim de se
obter crescimento confluente de col6nias
no meio de cultura. Para a avaliacdo de M5
foi necessario ajuste no volume do inéculo
de 0,1 ml para 5 ml em 20 ml de agar mitis
salivarius.

Apdés a semeadura das placas foram
confeccionadas no agar cinco cavidades,
com 4 mm de didmetro e 4mm de
profundidade (espessura correspondente
a camada do meio de cultura em questio),
com o auxilio de perfurador metalico
esterilizado, visando a deposicao dos
grupos de pastas de forma padronizada.

As pastas foram obtidas por meio da
homogeneizacdo dos componentes do
pé (Laboratéorio OdontoFarma, Londrina,
Parand, Brasil), em uma placa de vidro com
espatula metalica 24F (SSWhite Duflex, Juiz
de Fora, MG, Brasil), ambas esterilizadas,
seguida da incorporacdo ao eugenol
(Biodindmica Quimica e Farmacéutica Ltda,
Ibipora, PR, Brasil). Estes foram espatulados
durante 1min, até adquirir consisténcia de
dentifricio.

Os grupos P1, P2, P3, P4 e P5 foram
depositados nas cavidades previamente
preparadas, com o auxilio de palitos de
madeira estéreis, até o limite de seu
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preenchimento. Para avaliacao do eugenal,
correspondente ao grupo Pé, foi realizada
em discos de papel de filtro, com 6 mm de
didametro, depositados sob o agar com o
auxilio de pinca clinica para algodao 317
(Golgran, Sao Caetano do Sul, Sdo Paulo,
Brasil). Neste experimento, foi realizado
controle negativo para cada microorganismo
padrao.

Apbs a insercao das pastas nas cavidades,
as placas foram pré-incubadas por 01
hora a temperatura ambiente, seguida de
incubacao em estufa bacteriolégica a 37° C,
por um periodo de 24 a 48 horas, de acordo
com o microorganismo padrao avaliado. Os
experimentos foram conduzidos de forma
asséptica e em triplicata. Ao total, foram
avaliadas 108 placas de Petri.

Avaliacao das amostras e analise estatistica

Decorrido este periodo, a leitura dos
resultados foi realizada pela mensuracao
dos didmetros dos halos de inibicdo de
crescimento microbiano, formados ao
redor de cada cavidade, com o auxilio de
régua milimetrada (Tilibra®, Bauru, Sao
Paulo, Brasil) e boa fonte de luz refletida.
Foram anotados somente os diametros
correspondentes as bordas mais nitidas dos
halos.

Os dados obtidos na avaliacdo de cada
microorganismo padrao foram submetidos
a andlise estatistica por meio da Analise de
Variancia (ANOVA) e teste de Tukey com
nivel de significancia de 5% (IBM SPSS
Statistics for Windows Software, version 25
(IBM, Armonk, NY, USA).

Segunda etapa

Na segunda etapa, a efetividade da acao
antimicrobiana desses grupos foi realizada
pelo teste de exposicao direta. Esse teste
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consistiu na imersdao de cones de papel
contaminados com 0Ss microrganismos
padroes em Placas de Petri contendo os
medicamentos avaliados, onde permaneceram
em contato direto com os mesmos durante
5 min, 10 min, 15 min, 30 min, 1 h e 24 h.
Decorrido esse intervalo, os cones foram
inseridos individualmente em tubos de 5ml
de BHI ou meios especificos e incubados a
37°C/ 120h. A interpretacao dos resultados
foi realizada pela observacao da turvacao no
meio de cultura.

Resultados

A partir dos resultados dos diametros
dos halos, em milimetros, decorrentes do
periodo de 24 e 48 horas, pode-se observar
qgue o grupo P1 (correspondente a pasta
completa), apresentou os maiores valores
(em mm) das médias dos didmetros dos
halos de inibicdo, comparativamente aos
cinco microrganismos padroes avaliados
no experimento. Em ordem decrescente,
os grupos P3, P2, P4, P5 e P6 apresentaram
0s maiores halos de inibicao (Figura 1).

Considerando que a proposta deste estudo
nao foi de realizar uma comparacao entre
0s microrganismos avaliados, e sim, apenas
entre os grupos de medicamentos, foi
verificadoqueosresultadosesquematizados
neste grafico pouco se diferenciaram
entre os microrganismos. O grupo P1
apresentou, em todos os experimentos,
maior atividade antimicrobiana em relacao
aos demais grupos, com excecao a avaliacao
da Escherichia coli, em que nao houve,
estatisticamente, diferenca significativa
entre as médias dos grupos P1 e P3. A
mesma observacao foi feita para as médias
dos grupos P4 e P5, que nao apresentaram
diferenca significativa (5%), em todos os
microrganismos padroes avaliados.

Os quadros 4 e 5 descrevem os resultados
obtidos na avaliacdo da efetividade da
acao antimicrobiana dos 6 grupos de
medicamentos contra os microrganismos
padroes, por exposicao direta, nos periodos
de 5 min, 10 min, 15 min, 30 min, 1 h, 24 h.
Os grupos controle deste experimento nao
foram expressos nos quadros. O controle
negativo, representado pelos tubos de
ensaio contendo apenas o caldo estéril,

Figura 1. Grdfico das médias dos didmetros dos halos de inibi¢do
apresentados pelos cinco microrganismos padrées avaliados.
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Quadro 4. Representacdo dos resultados obtidos no teste de exposicdo direta para
os grupos de medicamentos: P1, P2, P3, P4 e P5, em diferentes intervalos de tempo.

Microrganismos padrdes

Intervalos de tempo

5 min

10 min

15 min

30 min

1h

24 h

Staphylococcus aureus

Enterococcus faecalis

Escherichia coli

Bacillus subtilis

Streptococcus mutans

Lactobacillus casei

Atividade da pasta

EB

EB

EB

EB

EB

EB

(
(
(EB) = Efeito bactericida.
(

Quadro 5. Teste de exposicdo direta aplicado ao P6

---) = Os sinais representam a avaliacdo em triplicata das pontas de papel.

(Oxido de Zinco e Solucdo Salina) em diferentes intervalos de tempo.

-) Resultado negativo = Auséncia de turvacdo = Auséncia de crescimento microbiano = Efetividade do medicamento.
+) Resultado positivo = Presenca de turvacao = Presenca de crescimento microbiano = Inefetividade do medicamento.

Microrganismos padroes

Intervalos de Tempo

5 min 10 min 15 min 30 min 1h 24 h
Staphylococcus aureus +++ +++ +++ +++ +++ +++
Enterococcus faecalis +++ +++ +++ +++ +++ +++
Escherichia coli +++ +++ +4++ +++ +++ +++
Bacillus subtilis +++ +++ +++ +++ +++ +++
Streptococcus mutans +++ +++ +++ +++ +++ +++
Lactobacillus casei +++ +++ +4++ +++ +++ +++
Atividade da pasta IN IN IN IN IN IN

(-) Resultado negativo = Auséncia de turvacdo = Auséncia de crescimento microbiano = Efetividade do medicamento.
(+) Resultado positivo = Presenca de turvacio = Presenca de crescimento microbiano = Inefetividade do medicamento.

(IN) = Inefetividade do medicamento no intervalo de tempo avaliado.

(+++) = Os sinais representam a avaliacdo em triplicata das pontas de papel.

Revista de Odontopediatria Latinoamericana
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evidenciou auséncia de turvacdao no meio
de cultura. O controle positivo indicou
presenca de turvacao, na leitura 24h
para todos os microrganismos padrdes
avaliados. A andlise desse resultado foi
macroscoépica e microscopica, pelo Método
de Coloracdode Gram (MCG). Osresultados
apresentados nos quadros, correspondem
a leitura 120h do experimento.

Discussao

O presente estudo teve como objetivo

avaliar componentes isolados e
combinados da pasta CTZ contra
diferentes microrganismos padroes,

e quais tiveram os maiores impactos.
A alta prevaléncia de caries dentarias
nao tratadas e traumas dentarios em
dentes deciduos frequentemente podem
progredir para danos irreversiveis a polpa,
levando a abscessos e fistulas. Em casos de
necrose pulpar, a infeccao polimicrobiana
dos canais radiculares tipicamente mostra
uma predominancia de Streptococcus e
microrganismos  anaerébicos'®?.  Este
fato suporta o uso dos microrganismos
selecionados no presente estudo, com
base em suas caracteristicas delineadas
no quadro 2. Neste contexto, selecionar
uma pasta como CTZ, que contém dois
antibidticos, é um fator-chave para alcancar
0 sucesso no tratamento proposto. Além
disso, é essencial que o clinico entenda
suas caracteristicas, limitacoes, efeito
antimicrobiano, bem como a conveniéncia
clinica que a pasta CTZ proporciona.

Sabe-se que os halos de inibicio do
crescimento microbiano expressam a
capacidade de difusdo do farmaco avaliado
em meio de cultura sélido e o tamanho

depende da solubilidade e difusibilidade do
farmaco testado. Por esse motivo, os halos
podem nao expressar efetivamente todo
o potencial do agente antimicrobiano?°2?,
Avelocidade de difusaonoagareotamanho
da zona de inibicio do crescimento
dependem de fatores como: concentracao
do agar, temperatura, pH, caracteristicas
nutricionais, concentracoes de ions no
meio de cultura, espessura da camada
de agar e concentracdo do indculo?0??,
Para minimizar possiveis interferéncias
nos resultados, os procedimentos foram
realizados por dois operadores, de forma
asséptica e em triplicata.

Uma consideracao deste estudo refere-se
a avaliacido da atividade antimicrobiana
da pasta de CTZ e seus componentes
sobre Lactobacillus casei usando o teste
de difusao em agar. Uma das dificuldades
encontradas nestes experimentos foi a
aplicacao da técnica de semeadura pour-
plate nesta avaliacido. Foi observado
em 6 placas semeadas com volume de
1 ml de in6culo em 20 ml de agar suco
de tomate, crescimento confluente de
colénias bacterianas no agar, apos 48h
de incubacdao em estufa bacteriolégica a
37°C. Entretanto, a formacao de halos de
inibicdo ou halos de difusao ao redor das
cavidades preenchidas com o farmaco
teste nao foi observada nestes resultados.
A razao pela qual isso impediu a difusao
livre do medicamento sob o agar nao foi
esclarecida neste estudo. A confirmacao
da presenca de crescimento microbiano
foi realizada por meio de observacao
microscopica do meio de cultura, usando
MCG como parametro.

Dessa forma, optou-se por realizar a
semeadura por espalhamento. Utilizando
essa técnica, distribuiu-se um volume de
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0,1 ml de in6culo sobre toda a superficie
do agar tomate, com auxilio de uma alca
de Drigalski. Apés o periodo de incubacao
correspondente a 48 horas, observou-
se a formacdo de halos ao redor dos
farmacos avaliados. Esses halos nao
eram completamente translicidos, como
frequentemente é observado em zonas
de inibicido do crescimento microbiano.
Embora o caldo de suco de tomate tenha
sido cuidadosamente manipulado pelos
operadores para preparar a suspensao
microbiana, também foi observada a
existéncia de residuos de polpa de tomate,
que, depositados no agar, dificultaram a
interpretacdo dos resultados na regiao
interna dos halos formados.

Dessa forma, foi necessario entao averiguar
a presenca de colbnias bacterianas nesta
regido por meio da coleta de uma porcao
deste residuo localizado préoximo ao
medicamento avaliado, com o auxilio
de alca de platina em um movimento de
arraste. Este material foi corado pelo
MCG e analisado microscopicamente. A
averiguacao foi realizada em trés placas,
para os 6 grupos de medicamentos.
Como todo o experimento foi realizado
em triplicata, no total foram avaliadas 18
laminas, sendo confirmado a presenca de
colénias do microrganismo testado no
interior dos halos.

Com base nessas observacbes, foram
avaliados seis discos de papel contendo
os antimicrobianos tetraciclina (30mcg)
e cloranfenicol (30mcg), com o intuito
de conhecer a susceptibilidade desses
antimicrobianos (dissociados da pasta)
sobre os Lactobacillus casei, pelométodode
disco-difusao. O experimento foi realizado
em trés placas de Petri, semeadas por
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espalhamento em agar tomate, com volume
de 0,1 ml de in6culo. Os discos contendo
os antibioticos a serem testados (3 para
cada antimicrobiano), foram depositados
sobre o agar e incubados por 48h a 37°C,
seguindo a leitura e a medida dos halos
de inibicao com régua milimetrada, a qual
foi comparada com as medidas fornecidas
pelos produtores dos discos.

Por meio deste teste, observou-se que
Lactobacillus casei foram resistentes
ao cloranfenicol e intermediariamente
sensiveis a tetraciclina. A presenca de
colénias dentro do halo formado ao
redor das cavidades preenchidas com
o medicamento pode estar relacionada
a resisténcia apresentada por este
microrganismo aos antimicrobianos
avaliados. Além disso, a tetraciclina e
o cloranfenicol, quando combinados,
conferiram a pasta maior atividade
antimicrobiana em relacdo aos seus
componentes avaliados separadamente,
conforme proposto por Cappiello (1964)°.
A presenca de sinergismo nessa interacao
entre dois antibiéticos bacteriostaticos foi
observada para todos os microrganismos
avaliados, com excecao da avaliacao
de Escherichia coli, na qual ndo houve
diferenca significativa entre as médias dos
grupos P1 e P3. Os dados coletados na
avaliacao de Lactobacillus casei nao foram
submetidos a analise estatistica, pois nao
houve formacao de halos de inibicao.

O grupo Pé6 (6xido de zinco e solucao salina)
nao apresentouatividade antimicrobianana
avaliacao de Enterococcus faecalis, Bacillus
subtilis e Streptococcus mutans. Neste caso,
observou-se apenas a formacao de halo
de difusdo do proprio medicamento. Para
obter uma confirmacao mais fidedigna
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sobre se haveria ou nao crescimento
microbiano,uma porcaodo agarfoicoletada
da zona interna deste halo, que foi entao
introduzida em meio de cultura liquido
(caldo BHI ou meio especifico) e levada
para incubacao em estufa bacteriologica
a 37°C/48h. Apos MCG, o material foi
analisado em microscopia O6ptica para
visualizacao de coldnias bacterianas.

Para todos os microrganismos avaliados,
o grupo P3 apresentou maior atividade
antimicrobiana em relacdo ao grupo P2.
Apenas na avaliacdo do Streptococcus
mutans nao foi observada diferenca
estatisticamente significativa entre as
médias desses grupos. Considerando
esses resultados, vale destacar que
a auséncia de algum componente da
pasta pode influenciar na atividade
antimicrobiana, como evidenciado neste
estudo. O cloranfenicol, por exemplo, tem
amplo espectro contra bactérias como
Staphylococcus aureus e Escherichia coli
e seu mecanismo de acdo ocorre pela
inibicdo do processo de sintese proteica
bacteriana?223, A tetraciclina, por sua vez,
€ um agente bacteriostatico de amplo
espectro que também inibe a sintese de
proteinas bacterianas. Por outro lado,
a tetraciclina apresenta desvantagens
relacionadas ao potencial de pigmentacao
da coroa e desenvolvimento de hipoplasia
do esmalte no pré-molar sucessor
devido a sua alta afinidade por tecidos
calcificados!>?*, Além disso, a coloracao
amarelada inerente e consequente
escurecimento dos dentes, fato que pode
ser desvantajoso e desestimular seu uso em
areas estéticas, como incisivos superiores.
Para amenizar essas desvantagens, a
remocao, substituicio ou reducido da
proporcao de tetraciclina pode ser uma
alternativa interessante e viavel. Para isso,

estudos adicionais in vitro e clinicos sao
necessarios para avaliar as propriedades
antimicrobianas e a eficacia do tratamento
endodontico com o uso de uma pasta
modificada.

Os resultados obtidos mostraram que
os grupos P1, P2, P3, P4 e P5 foram
eficazes contra os seis microrganismos
padroes, em todos os intervalos de tempo
avaliados. Em relacdo as pastas controle
sem antibioticos (P4, P5 e Pé), o grupo
P6 foi o unico a demonstrar ineficacia
contra os microrganismos testados, pois
o meio de cultura apresentou turbidez em
5 minutos, o que nos levou a considerar que
esse resultado poderia estar relacionado a
auséncia de eugenol em sua composicao.

Outro resultado derivado deste estudo
refere-se ao fato de que os grupos P4 e
P5 apresentaram médias com valores
muito proximos, estatisticamente nao
significativos, mesmo com a discrepancia
observada no volume de eugenol entre
esses grupos (0,6 ml no P4 e 0,0006 ml no
P5). Dessa forma, a eficacia antimicrobiana
observada no grupo P4 foi atribuida a
presenca do eugenol em sua composicao,
uma vez que o 6xido de zinco avaliado
separadamente (P6) nao apresentou
eficicia sobre os  microrganismos
padroes testados. O eugenol possui acao
bactericida, devido a sua alta afinidade pela
membrana plasmatica (lipossolubilidade) e
sua capacidade de inibir a respiracao e a
divisdo celular bacteriana?>2¢,

Em Jultima analise, embora este estudo
in vitro tenha apresentado resultados
interessantes, algumas limitacoes
metodolégicas devem ser mencionadas.
Entre elas, uma limitacdo consideravel
se refere ao fato de que as bactérias nao
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sao encontradas isoladas, mas sim em
consorcios. Portanto, os achados devem
ser interpretados com cautela, pois nao
sabemos se os resultados da exposicao in
vitro a cepas individuais serdo os mesmos
gue a resposta da reacdo do sistema de
canal necrético. Além disso, a resposta de
cada organismo pode variar e influenciar o
progndésticodentario. De formageral, novos
estudos clinicos devem ser realizados com
base em nossos achados para confirmar as
implicacoes clinicas.

Conclusion

Com base nos resultados do presente
estudo, pode-se concluir que a combinacao
de todos os componentes da pasta de
CTZ (cloranfenicol, tetraciclina e éxido de

zinco - proporcdo 1:1:2, respectivamente)
e o eugenol como veiculo de manipulacao,
apresentou  atividade antimicrobiana
contra microrganismos in vitro. Entretanto,
guando os componentes da pasta
CTZ foram avaliados separadamente,
eles apresentaram menores didmetros
médios de halos de inibicdo em relacao
a combinacdo de todos os farmacos.
Adicionalmente,ousoindividualdoeugenol
apresentou eficacia antimicrobiana,
enquanto a auséncia deste produto testado
isoladamente nao apresentou eficicia
contra microrganismos.
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