4. MATERIAL E MTODOS

4.1 MATERIAL

Os materiais descritos foram preparados de acordo com a orienta 20 dos
fabricantes, no Laborat rio de Microbiologia Cl nic a da Universidade Paranaense
UNIPAR Campus Sede Umuarama - Paran/£, bem como toda a parte

experimental deste estudo.

4.2 AMOSTRAS BACTERIANAS

Foram utllizadas cepas de cole @0 internacional de culturas bacterianas
provenientes do Instituto Adolpho Lutz (S2o Paulo):

- Streptococcus mutans ATCC (American Type Culture Collection) 25175

- Streptococcus sobrinus (ATCC 27609)

- Lactobacillus acidophilus (ATCC IAL 523)

- Actinomyces viscosus (T 14 V-IAL-5)

As cepas bacterianas foram conservadas liofilizadas em ampolas, sob
refrigera 20, aproximadamente a 4C, e ap s abertas  foram recuperadas em
caldo Triptona- Soja de acordo com as orienta les d o fornecedor. Com t@dcnica
ass@ptica e com pipeta foi transferido 0,3 a 0,5 mldo caldo Triptona-Soja para o
interior das ampolas. Ap s homogeneiza @o, al quota s destas suspensies foram
transferidas para tubos com meio Flu do Tioglicol ato e incubadas a 37C em

estufas bacteriol gicas at@ verifica 20 de crescime nto.

4.3 MEIOS DE CULTURA

4.3.1 Caldo Triptona Soja TSB

4.3.2 Meio Fluido de Tioglicolato
4.3.3 "gar Mueller- Hinton



4.4 MATERIAIS ODONTOL GICOS AVALIADOS:
4.4.1 MATERIAL A hidr xido de c/Z&lcio P.A .emp

Hidr xido de calcio:( Biodin mica)
Fab.02/03 val. 02/05

4.4.2 MATERIAL B dentifr cio

Close up: (IGL Industrial Ltda)
Fab. 08/04 val. 08/07

Composi 2o:
Monofluorfosfato de s dio(1500 ppm)
Carbonato de cZlcio
Sorbitol

Lauril sulfato de s dio
S lica

Goma de celulose
Sabor

Fosfato triss dico
Sacarina s dica
Formalde do

Corante azul Cl- 74160

4.4.3 MATERIAL C dentifr cio

Sorriso: (Colgate- Palmolive Ind. e Com. Ltda)
Fab. 10/02/04 val.10/02/07

Composi 2o:
Monofluorfosfato de s dio(1500 ppm)
Sorbitol

Carbonato de c/Zlcio
Carboximeticelulose
Lauril sulfato de s dio
Sacarina s dica
Pirofosfato tetrass dico
Silicato de s dico
Composi 20 arom/tica
Formalde do
Metilparabeno
Propilparabeno

‘gua



4.4.4 MATERIAL D dentifr cio

Colgate:( Colgate- Palmolive Ind.e Com. Ltda)
Fab. 10/02/04 val.10/02/07

Composi 2o:
Monofluorfosfato de s dio(1500 ppm)
Carbonato de cZlcio
‘gua

Sorbitol

Lauril sulfato de s dio
Aroma
Carboximetilcelulose
Goma xantana
Sacarina s dica

Silicato de s dio
Triclosan
Metilparabeno
Propilparabeno
Bicarbonato de s dio
Corante azul CI-74160
Corante verdeCl-74260

445 OUTROS MATERIAS UTILIZADOS NOS ENSAIOS:

Autoclave

Balan a de precis@o

Centr fuga

Jarra de anaerobiose
Balan a eletr nica

Frascos Erlenmeyer 100 ml e 500 ml
Al a Drigaski

EspAtula n”24

Estufa ajustada para 37"C
Pipeta de 1 ml, 5ml e 10 ml
Tubos de ensaio

Placas de Petri estdreis
‘gua deionizada

Canetas marca textos



FIGURA 1- DENTIFR"CIOS

FIGURA 2- HIDR XIDO DE C'LCIO P.A.
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4.4.6 M TODOS

Para o preparo das solu ies foram utilizados 10ml de Agua deionizada
est@ril para 3 gramas de cada amostra de dentifrcbo e 1 grama de hidr xido de
c/lcio P. A para 1 ml de A£gua deionizada em tubosstédreis.

FIGURA 3 3 GRAMAS DE CADA AMOSTRA DE DENT IFR"CIO
E 1 GRAMA DE HIDR XIDO DE C'LCIOP.A..

FIGURA 4 "GUA DEIONIZADA
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Em seguida, a mistura foi vigorosamente agitada por 30 segundos em um
homogeinizador. As suspensies resultantes de cada a mostra foram ent?o
centrifugadas em centr fuga a 6000 RPM durante 15 minutos para precipitar as
partculas slidas dos dentifrcios. Logo aps, for am retirados 5 ml do
sobrenadante concentrado de cada extrato aquoso das amostras dos dentifr cios.
Com este volume foi iniciada uma seq (Encia de diluiles seriadas na raz®o de 1:2

preparadas com 5 ml de Agua deionizada pura at@ a ppor 2o de 1:32.

FIGURA 6 SUSPENS ES CENTRIFUGADAS
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Foram obtidas culturas recentes desses microrganismos atravdds da
inocula 20 em 5 ml de meio de cultura com incuba@ a 37°C, por 72 horas em
condi les de microaerofilia pela tdcnica da vela e de anaerobiose atravds de
envelopes geradores de anaerobiose (OXOID). Aps o perodo de incuba 2o foi
feita uma padroniza 20 da cultura (0,5 da escala de Mc Farland) para utiliza 2o
como in culo teste.

As placas de Petri com Agar Mueller Hinton foram ilmculadas com 0,1 ml de
cultura de cada microrganismo com aux lio da al a D rigaski e ap s a absor 2o foi
adicionado 10 ml de sobrenadante concentrado dos dentifr cios em quest®o as
guais as diluiles s?0 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32 do sobrenadante concentrado do
dentifr cio.Os testes foram realizados em duplicata em microaerofilia e na
anaerobiose. Como controle negativo foi utilizado 10 ml de Agua destilada, aldm

de hidr xido de c/4lcio PA na forma de suspens?o e solu 2o.

FIGURA 7- PLACA DE PETRI COM "GAR MUELLER HINT ON
INOCULADAS COM 0,1 ML DE CULTURA DE CADA
MICRORGANISMO COM AUX'LIO DA AL A DE DRIGASKI
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Foram utilizadas 20 placas de Petri para cada microrganismo(20 para
Actinomyces viscosus, sendo 10 placas na microaerofila e 10 placas na
anaerobiose; 20 para Streptococus mutans, sendo 10 placas na microaerofila e 10
placas na anaerobiose; 20 para Streptococus sobrinus, sendo 10 placas na
microaerofila e 10 placas na anaerobiose e 20 para Lactobacillus acidophilus,
sendo 10 placas na microaerofila e 10 placas na anaerobiose; totalizando a

utiliza 2o de 80 placas.

FIGURA 8- JARRA DE MICROAERO- FIGURA 9- JARRA DE ANAERO-
BIOSE BIOSE

Aps o perodo de incuba?o a leitura foi realizada verificando-se a
ausEncia ou presen a de halo de inibi20. Os halos de inibi2o do crescimento
bacteriano foram lidos por dois observadores, devidamente calibrado e experiente

em medi 1es para o teste da concentra 2o inibitria  m nima.
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FIGURA 10 — HALO DE INIBICAO DO STREPTOCOCUS MUTANS NA
ANAEROBIOSE

FIGURA 11 — HALO DE INIBICAO DO STREPTOCOCCUS SOBRINUS NA
ANAEROBIOSE

FIGURA 12 — HALO DE INIBICAO DO ACTINOMYCES VISCOSUS NA
MICROAEROFILIA

FIGURA 13 — AUSENCIA DE HALO DE INIBICAO DO LACTOBACILLUS
ACIDOPHILUS NA MICROAEROFILIA



