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APRESENTAÇÃO
A coleção “Expansão do conhecimento e inovação tecnológica no campo das ciências 

farmacêuticas” é uma obra organizada em dois volumes que tem como foco principal a 
apresentação de trabalhos científicos diversos que compõe seus 31 capítulos, relacionados 
às Ciências Farmacêuticas e Ciências da Saúde. A obra abordará de forma interdisciplinar 
trabalhos originais, relatos de caso ou de experiência e revisões com temáticas nas diversas 
áreas de atuação do profissional Farmacêutico nos diferentes níveis de atenção à saúde.

O objetivo central foi apresentar de forma sistematizada e objetivo estudos 
desenvolvidos em diversas instituições de ensino e pesquisa do país. Em todos esses 
trabalhos a linha condutora foi o aspecto relacionado à atenção e assistência farmacêutica, 
farmacologia, saúde pública, controle de qualidade, produtos naturais e fitoterápicos, 
práticas integrativas e complementares, entre outras áreas. Estudos com este perfil podem 
nortear novas pesquisas na grande área das Ciências Farmacêuticas. 

Temas diversos e interessantes são, deste modo, discutidos aqui com a proposta 
de fundamentar o conhecimento de acadêmicos, mestres e todos aqueles que de alguma 
forma se interessam pela Farmácia, pois apresenta material que apresenta estratégias, 
abordagens e experiências com dados de regiões específicas do país, o que é muito 
relevante, assim como abordar temas atuais e de interesse direto da sociedade.

Deste modo a obra “Expansão do conhecimento e inovação tecnológica no campo 
das ciências farmacêuticas” apresenta resultados obtidos pelos pesquisadores que, 
de forma qualificada desenvolveram seus trabalhos que aqui serão apresentados de 
maneira concisa e didática. Sabemos o quão importante é a divulgação científica, por isso 
evidenciamos também a estrutura da Atena Editora capaz de oferecer uma plataforma 
consolidada e confiável para estes pesquisadores exporem e divulguem seus resultados. 
Boa leitura! 

Débora Luana Ribeiro Pessoa
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RESUMO: As Infecções Relacionadas à 
Assistência à Saúde (IRAS) são consideradas 
as principais causas de mortalidade no âmbito 
hospitalar. Diante da possibilidade de micro-
organismos da cavidade bucal causarem 
infecções pulmonares, o presente estudo teve 
como objetivo identificar os micro-organismos 
que colonizam a cavidade bucal de pacientes 

idosos durante a hospitalização e determinar sua 
resistência frente aos antimicrobianos, além de 
observar a produção de biofilme nas amostras 
e avaliar a capacidade de alguns antissépticos 
bucais reduzirem a formação do biofilme bucal. 
A microbiota bucal de 34 pacientes idosos com 
idade igual ou superior a 60 anos foi estudada 
em três períodos. As amostras foram coletadas 
do dorso da língua no início do internamento 
e em intervalos de 48 horas durante os cinco 
primeiros dias de internamento, totalizando três 
coletas designadas como A, B e C. Observou-se 
que 67,6% dos pacientes estavam colonizados 
por Staphylococcus coagulase negativa; 
55,9% por Staphylococcus aureus; 29,4% por 
Enterobactérias; e 32,3% por Enterococcus 
faecalis. Os isolados de Staphylococcus 
coagulase negativa de pacientes com maior 
tempo de hospitalização apresentaram maiores 
taxas de resistência e produziram mais biofilme, 
mostrando que pode haver relação entre a 
produção do biofilme e a resistência bacteriana. 
Os antissépticos bucais testados mostraram-se 
ativos na redução da formação do biofilme, in 
vitro. O presente estudo mostrou que a higiene 
adequada da cavidade bucal de pacientes 
internados, associada ao uso de antissépticos é 
capaz de controlar a microbiota bucal, diminuindo 
o risco de infecções, beneficiando o paciente e 
reduzindo os custos hospitalares. 
PALAVRAS - CHAVE: Cavidade bucal; 
antibiograma; biofilme; antisséptico bucal.
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EVALUATION OF ANTIMICROBIAL RESISTANCE OF MICROORGANISMS 
ISOLATED FROM THE ORAL CAVITY OF HOSPITALIZED ELDERLY PATIENT

ABSTRACT: Healthcare associated infections (HAI) are considered the leading causes of 
mortality in hospital environment. Faced with the possibility that oral-cavity microorganisms 
cause lung infections, this study aimed to identify the microorganisms that colonize the 
oral cavity of elderly patients during admittance and determine their resistance against 
antimicrobials, in addition to observing the biofilm production in the samples and evaluate 
the efficiency of mouthwashes to reduce dental plaque formation. The oral microbiota of 34 
elderly patients aged 60 and higher were studied in three periods. The samples were collected 
from the back of the tongue at the beginning of the admittance and in 48-hour intervals 
during the first five days of admittance, coming to a total of three collections designated as 
A, B and C. It was observed that 67.6% of patients were colonized by Coagulase-negative 
Staphylococcus;  55.9% by Staphylococcus aureus; 29.4% by Enterobacteria and 32.3% by 
Enterococcus faecalis. Isolates of Staphylococcus sp. in patients with higher admittance time 
presented higher resistance rates and produced more biofilm, then, showing that there may 
be relationship between the production of biofilm and bacterial resistance. The mouthwashes 
tested in the study proved to be active in the reduction of biofilm formation, in vitro. This study 
showed that proper hygiene of the oral cavity of admitted patients, associated with the use 
of antiseptics, makes it possible to control the oral microbiota, reducing the risk of infection, 
benefiting the patient and reducing hospital expenses.
KEYWORDS: Oral cavity; resistance; biofilm; mouthwash.

1 |  INTRODUÇÃO
As infecções hospitalares são consideradas importantes problemas de saúde 

pública. Essas infecções são adquiridas após 48 horas de internamento e geram aumento 
considerável de custos, além de ser uma das principais causas da elevação do índice de 
mortalidade (BRASIL, 2004; RODRIGUES; RICHTMANN, 2010).  

No ambiente hospitalar, encontram-se pacientes idosos e/ou imunologicamente 
comprometidos constituindo um grupo de risco para o desenvolvimento de outras doenças. 
O uso indiscriminado de antibióticos é um problema reconhecido no mundo todo, pois as 
bactérias estão cada vez mais resistentes a antibióticos e com isso, as infecções estão com 
o tratamento dificultado (BARBOSA, 2015). No meio hospitalar no Brasil, há aumento na 
prevalência de Streptococcus pneumoniae resistente à penicilina, Enterococcus resistente 
à vancomicina, bacilos Gram-negativos produtores de beta-lactamases e Staphylococcus 
aureus resistente à meticilina (MIRANDA et al., 2006).

Naturalmente, grupos de bactérias se aderem à superfície dental, formando uma 
comunidade microbiana embebida em uma matriz de polímeros extracelulares derivada do 
metabolismo das células e do meio ambiente (saliva). Essa comunidade microbiana que 
cresce aderida às superfícies dentais recebe o nome de biofilme dental (SPOLIDORIO; 
DUQUE, 2013). 
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O biofilme dental serve de reservatório permanente de micro-organismos, podendo 
determinar infecções a distância. A quantidade de biofilme aumenta com o tempo de 
internação e os patógenos de sítios respiratórios que se estabelecem são os mais difíceis 
de serem eliminados devido à proteção que o biofilme propicia às bactérias, tornando-as 
mais resistentes (AMARAL et al., 2009). 

Com a possibilidade de micro-organismos da cavidade bucal causarem infecções, há 
necessidade de promover uma higienização adequada da boca nos pacientes internados. 
Existem várias formas de remover o biofilme dental e seus micro-organismos associados, 
dentre elas, o uso de antissépticos bucais, escovação dentária e o uso de medicamentos. 
Muitos pacientes internados têm dificuldade para fazer controle mecânico da placa através 
da escovação, sendo bastante benéfica a utilização de substâncias como os antissépticos 
bucais. Várias substâncias antimicrobianas são utilizadas sob a forma de enxaguatórios: 
fluoreto de sódio, cloreto de cetilpiridínio, triclosan, timol, clorexidina, tirotricina, dentre 
outras (MOREIRA et al., 2009).

Diante do exposto, o presente trabalho teve como finalidade observar a produção 
do biofilme dos micro-organismos encontrados na cavidade bucal de pacientes idosos 
internados na UTI e na Clínica Médica de um hospital público de ensino e avaliar a 
capacidade de alguns enxaguatórios bucais reduzirem o biofilme dental, in vitro. 

2 |  MATERIAL E MÉTODO
A coleta da amostra microbiológica foi realizada no início do internamento e em 

intervalos de 48 horas durante os cinco primeiros dias, totalizando no máximo três coletas 
designadas como A, B e C. No estudo, foram incluídos pacientes idosos (com idade igual 
ou superior a 60 anos); internados na UTI ou Clínica Médica do Hospital Universitário 
Regional dos Campos Gerais – Ponta Grossa – Paraná. As coletas foram realizadas antes 
da higienização bucal do dia. Para tanto, foi friccionada a escova citológica no dorso 
de língua e após a coleta, foi introduzida no tubo com 3,0 mL de salina tamponada e 
armazenada em bolsa térmica com gelo. A pesquisa foi aprovada pela COEP (Comitê de 
Ética em Pesquisa) número 1.055.799 de 08/05/2015. 

2.1 Isolamento, identificação das bactérias e antibiograma
No Laboratório de Microbiologia da UEPG foi investigada a presença dos micro-

organismos: Staphylococcus coagulase negativa, Staphylococcus aureus, Enterobactérias, 
Enterococcus faecalis e Pseudomonas aeruginosa. Para o isolamento dos micro-
organismos, 100 microlitros da amostra foram inoculadas em meios de cultura, adequado ao 
grupo bacteriano em estudo, sendo: Agar MacConkey para Enterobactérias, Agar Cetrimide 
para Pseudomonas, Agar Manitol-salgado para Staphylococcus e Agar Bile-esculina para 
Enterococcus. Em seguida, as placas foram incubadas em estufa por 24-48 horas a 35 
ºC. Todas as amostras foram semeadas em duplicata. Para identificação das bactérias 
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isoladas foram utilizadas provas fenotípicas segundo Winn et al. (2008). Para cada bactéria 
isolada e identificada foi determinada sua sensibilidade frente aos antimicrobianos através 
do método de disco difusão, em Agar Mueller-Hinton, segundo os critérios do Clinical and 
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2016).

2.2 Pesquisa do biofilme
O teste para verificar a capacidade das bactérias produzirem biofilme foi realizado 

pela técnica da microplaca corada com cristal violeta a 0,5% (STEPANOVIC et al., 2007).  
Para cada placa utilizou-se um controle positivo contendo Staphylococcus aureus ATCC 
25923 e controle negativo não contendo inóculo. Para avaliação do biofilme foi feita a 
leitura no equipamento Synergy H1, marca Biotek, determinada por espectrofotometria em 
comprimento de onda de 570 nanômetros. 
2.3 Ação de enxaguatórios ou antissépticos bucais

Os isolados foram testados quanto à capacidade de reduzir a formação do biofilme 
frente a diferentes antissépticos veiculados em diferentes formulações comerciais de 
enxaguatórios bucais sendo: EX1 – gluconato de clorexidina 0,12%; EX2 – peróxido de 
hidrogênio; EX3 – triclosan e cloreto de cetilpiridínio; EX4 – óleos essenciais; EX5 – solução 
contendo quinosol, extrato de malva e tirotricina. O teste foi realizado de forma semelhante 
à pesquisa do biofilme. 
2.4 Análise estatística

A análise estatística dos resultados foi realizada utilizando-se o software GraphPad 
Prism®. Foram feitos os testes de Análise de Variância (ANOVA) e os testes de Tukey-
Kramer, com níveis de significância de *p<0,05. 

3 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO

3.1 Perfil bacteriano da microbiota bucal de pacientes hospitalizados
A microbiota bucal de 34 pacientes foi estudada em três diferentes períodos de 

coleta (amostras A, B e C). Após coleta e análise do material, foram isolados 111 micro-
organismos que foram classificados em cinco grupos (Tabela 01). A principal Enterobactéria 
isolada foi Klebsiella pneumoniae (6,3%). Enterobacter sakazakii, Klebsiella aerogenes, 
Klebsiella oxytoca e Serratia marcescens foram isoladas após a hospitalização (amostras 
B e C), essas não foram isoladas na amostra A, então a colonização ocorreu após a 
hospitalização. 
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Ao separar os isolados por paciente, verificou-se que o grupo de bactérias mais 
frequente foi Staphylococcus coagulase negativa que foi isolado em 67,6% dos pacientes, 
seguido por Staphylococcus aureus 55,9%, Enterococcus faecalis 32,3%, Enterobactérias 
29,4%, e Pseudomonas aeruginosa 8,8%. No início da hospitalização, as amostras (A) 
foram coletadas de todos os 34 pacientes. Na segunda coleta (B) foram 24 pacientes e 
na terceira coleta (C) 16 pacientes. Foi observado que com relação aos Staphylococcus 
coagulase negativa a colonização permaneceu estável da primeira (A) para a segunda 
(B) coleta, e diminuiu da segunda (B) para a terceira (C). Os Staphylococcus aureus 
aumentaram em relação ao tempo de internação. As Enterobactérias e os Enterococcus 
faecalis diminuíram na segunda coleta e aumentaram na terceira coleta. O baixo número de 
pacientes colonizados por Pseudomonas aeruginosa dificultou maiores estudos.  Oliveira 
et al. (2007) relataram percentuais diferentes, sendo para Pseudomonas aeruginosa 20%, 
Staphylococcus aureus 13,3%, Klebsiella pneumoniae 13,3% e Staph0ylococcus spp 6,6%.

3.2 Perfil de resistência das bactérias isoladas
O resultado das taxas de resistência observadas para Staphylococcus coagulase 

negativa podem ser observados na Tabela 02. As maiores taxas de resistência geral 
(G) foram observadas para penicilina 75% e houve aumento da amostra A (55%) para B 
(93%) e C (100%). Em relação à resistência para oxacilina (Staphylococcus spp meticilina 
resistente – MRS), a taxa de resistência geral foi de 40% e houve um aumento da amostra 
A (30%) para as amostras B (50%) e C (50%). Em um estudo realizado por Fernandes et 
al. (2014) a resistência de Staphylococcus spp para penicilina e oxacilina foram 62,5% 
e 50%, respectivamente. Resultado semelhante ao encontrado no nosso trabalho. Para 
Staphylococcus coagulase negativa a análise estatística comparando a resistência entre 
as amostras mostrou: A vs B *p<0,05; B vs C p>0,05; e A vs C *p<0,05. Os resultados 
mostraram aumento significante nas taxas de resistência em decorrência do tempo de 
hospitalização (Figura 01A).
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A Tabela 03 mostra a taxa de resistência observada para Staphylococcus aureus. A 
análise estatística comparando a resistência entre as amostras A vs B p>0,05; B vs C *p<0,05; 
e A vs C *p<0,05 mostrou aumento significante na resistência com o aumento no tempo 
de hospitalização (Figura 01B). As maiores taxas de resistência geral foram observadas 
para penicilina 59% e eritromicina 34%. Resultados semelhantes foram encontrados por 
Kobayashi et al. (2009). Em relação à resistência para a oxacilina (Staphylococcus aureus 
meticilina resistente – MRSA), a taxa de resistência geral foi de 14% e houve um aumento 
da amostra A (8%) para a amostra C (28%). Essa resistência foi menor nos Staphylococcus 
aureus do que nos Staphylococcus coagulase negativa. 
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A Tabela 04 mostra as taxas de resistência para Enterobactérias. A análise estatística 
comparando a resistência entre as amostras mostrou: A vs B *p<0,05; B vs C *p<0,05; e A 
vs C p>0,05. Com as Enterobactérias observou-se que ocorreu um aumento significante, 
porém transitório, na resistência entre as amostras A e B, e depois na terceira (amostra 
C), as taxas de resistência voltaram para os níveis iniciais (Figura 01C). Em um estudo 
realizado por Santos e Jorge (1999) com Enterobactérias isoladas da cavidade bucal de 
51 pacientes, a ciprofloxacina foi o antimicrobiano mais eficaz.  Resultado semelhante foi 
observado na nossa pesquisa onde a sensibilidade foi de 81%. 
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O perfil de resistência de Enterococcus faecalis pode ser observado na Tabela 05. 
A análise estatística mostrou: A vs B *p<0,05; B vs C *p<0,05; e A vs C p>0,05. Observou-
se que a resistência aumentou da primeira para a segunda amostra, e depois, na terceira 
amostra as taxas de resistência voltaram para os níveis iniciais (Figura 01D). Não houve 
resistência para vancomicina, concordando com os estudos realizados por Al-Badah et al. 
(2015), com 21 isolados de Enterococcus faecalis da cavidade bucal. 
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3.3 Produção de biofilme pelos micro-organismos isolados
A produção do biofilme entre os isolados de Staphylococcus coagulase negativa foi 

de 76,5%, Staphylococcus aureus 54,3%, Enterobactérias 87,0% e Enterococcus faecalis 
85%. A Figura 02 mostra a produção do biofilme dos micro-organismos nas amostras. Nos 
Staphylococcus spp (coagulase negativa), Enterobactérias e Enterococcus faecalis, os 
biofilmes aumentaram na amostra C em relação a amostra inicial (A).  Para Staphylococcus 
aures, o aumento ocorreu na amostra B.
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As bactérias produtoras de biofilme impedem a penetração do antimicrobiano, 
dificultando o tratamento dos pacientes. Rosa et al. (2017) relataram que os isolados de 
Staphylococcus spp produtores de biofilme apresentaram valores maiores de resistência 
quando comparados aos não produtores. A Figura 03 mostra o que ocorreu com a formação 
do biofilme e a resistência bacteriana com os diferentes micro-organismos nas amostras. 
No geral, os biofilmes aumentaram entre as amostras. A resistência bacteriana aumentou 
da primeira (A) para segunda amostra (B) e ficou mais alta na terceira (C) em relação 
à primeira. A análise estatística entre resistência vs biofilme não foi possível, por serem 
valores diferentemente expressos.

3.4 Efeito inibitório dos enxaguatórios bucais sobre a formação do biofilme
Pequenas diferenças foram observadas quanto aos micro-organismos (Figura 

04). Para Staphylococcus aureus o gluconato de clorexidina (EX1) teve um menor efeito. 
Para as Enterobactérias teve menor efeito os óleos essenciais (EX4) e para Enterococcus 
faecalis o menor efeito foi com o triclosan (EX3). Semenoff et al. (2008) testaram um 
enxaguatório contendo gluconato de clorexidina 0,12% (EX1) e um contendo triclosan 
(EX3) e observou-se maior efetividade do triclosan sobre o gluconato de clorexidina 0,12%, 
fato semelhante foi encontrado no nosso trabalho para Staphylococcus aureus.  Moreira 
et al. (2009) encontraram boa atividade do enxaguatório contendo peróxido de hidrogênio, 
concordando também com o nosso estudo. Gonçalves e Pinto (2013) constataram que o 
enxaguatório bucal contendo gluconato de clorexidina 0,12% (EX1), apresentou inibição 
maior que triclosan (EX3) para E. faecalis e fato semelhante foi também observado na 
nossa pesquisa.

Os resultados mostraram que todos os enxaguatórios reduziram a produção de 
biofilme em comparação com a produção inicial, como pode ser observado na Figura 04. 
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A análise estatística comparando a produção do biofilme com a ação dos enxaguatórios 
(Biofilme vs EX1, EX2, EX3, EX4 e EX5) mostrou diferença estatisticamente significante 
(*p<0,05).  A comparação entre os enxaguatórios não mostrou diferença entre eles (p>0,05). 
Esses resultados mostraram que todos os enxaguatórios inibem a formação do biofilme e 
estatisticamente possuem a mesma ação. 

4 |  CONCLUSÃO
Analisados os resultados, observaram-se diferentes grupos de bactérias 

epidemiologicamente importantes presentes na microbiota bucal dos pacientes idosos. O 
tempo de hospitalização aumentou as taxas de colonização em três dos quatros grupos 
de micro-organismos em estudo. Ao avaliar as taxas de resistência bacteriana observou-
se que aumentaram em todos os grupos; sendo que em dois, os aumentos ocorreram na 
segunda amostra e nos outros dois, na terceira. Com o passar dos dias de internação foi 
observado que em todos os grupos de micro-organismos ocorreram aumento na formação 
do biofilme, na segunda ou na terceira amostra. Os resultados mostraram uma alteração 
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dinâmica na microbiota bucal podendo haver relação entre a produção de biofilme e uma 
resistência bacteriana aumentada. Entretanto, são necessários mais estudos para o 
entendimento dessa relação. 

De modo geral, foi significativa a ação dos antissépticos em reduzir a formação do 
biofilme in vitro e podem ser utilizados com a finalidade de diminuir a formação da placa 
bacteriana. Portanto, a higiene bucal e o uso de enxaguatórios ou antissépticos bucais é 
de extrema importância para a saúde dos pacientes e para o controle da microbiota bucal, 
levando à prevenção de infecções secundárias, como a pneumonia nosocomial.
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