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Lobo CIV. Interação de Streptococcus mutans e de Candida albicans em biofilme in 
vitro [Dissertação de Mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 
2018. 

 
RESUMO 

O objetivo foi avaliar quais são os mecanismos de Streptococcus mutans e de Candida 
albicans que contribuem para aumentar a patogenicidade do biofilme misto. Biofilmes 
mistos e simples das cepas S. mutans UA159 (Sm) e C. albicans SC5314 (Ca) foram 
formados sobre discos de hidroxiapatita com película salivar, na presença de 
sacarose. O pH do meio de cultura foi aferido em diversas fases de desenvolvimento 
do biofilme. Após 43h de crescimento, foram realizadas análises bioquímicas (peso 
seco, proteinas, composição da matriz extracelular) e de população microbiana. A 
estrutura dos biofilmes foi avaliada por microscopia confocal em 19 e 43h. A expressão 
de genes de vias metabólicas de ambas espécies foi verificada em 28h. Os dados 
foram avaliados por métodos estatísticos considerando α=0,05. Verificou-se diferença 
do pH do meio para os três biofilmes nos tempos 19, 27 e 43h (p<0,001; ANOVA dois 
critérios, Tukey). Biofilmes de Sm e misto foram mais ácidos em 19 e 43h, enquanto 
biofilmes de Ca mantiveram o pH neutro (p>0,05). As quantidades do peso seco e de 
proteínas de biofilme misto foram maiores comparadas aos biofilmes simples, e 
menores para Ca (p=0,001; ANOVA um critério). Não houve diferença na quantidade 
de exopolissacarídeos solúveis entre biofilmes Sm e misto, porém o biofilme Ca 
apresentou menor quantidade (p<0,001; Kruskal-Wallis, Dunn). Houve maior 
quantidade de exopolissacarídeos insolúveis em biofilme misto (p=0,002). Verificou-
se mesmo comportamento populacional para Sm em biofilmes mistos e simples 
(p=0,404; Mann Whitney); porém, para Ca o biofilme misto apresentou maior 
população versus o simples (p<0,001; Teste t). Em 43h, a estrutura tridimensional 
demonstrou microcolônias maiores em biofilmes mistos comparado à Sm, e ausência 
dessas estruturas em biofilme simples de Ca. Em biofilmes mistos, as células de Ca 
estavam localizadas ao redor de conjuntos de células de Sm. Ainda, a distribuição de 
exopolissacarídeos insolúveis derivados de exoenzimas de Sm foi diferente em 
biofilmes mistos e simples de Sm. Em 19h, a presença de polissacarídeos derivados 
de Ca foi melhor observado em biofilme simples de Ca comparada ao biofilme misto. 
Em 28h, a expressão dos genes de Sm gtfB (síntese de exopolissacarídeos insolúveis) 
e nox1 (estresse oxidativo) foi maior em biofilme simples de Sm (p≤0,021); não houve 
diferença para a expressão de atpD (estresse ácido). Para Ca, o nível de expressão 
dos genes de BGL2 e PHR1 (síntese de polissacarídeos), SOD1 (estresse oxidativo) 
também foi maior em biofilme simples (p≤0,043); e não houve diferença para PHR2 
(estresse ácido). Assim, a fase em que a expressão gênica foi avaliada demostrou 
que biofilmes simples de ambas espécies apresentaram maior atividade metabólica 
em relação ao biofilme misto. Portanto, a associação de Sm e Ca resulta em maior 
complexidade funcional e organização tridimensional de biofilmes mistos (comparados 
à simples) via produção de exopolissacarídeos pelas duas espécies, mas 
principalmente por Sm. 
 
 
Palavras – chave: Biofilmes. Streptococcus mutans. Candida albicans. 
 
 
 



 

Lobo CIV. Interaction of Streptococcus mutans and Candida albicans in in vitro 
biofilms [Masters Dissertation]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 
2018. 
 
 
ABSTRACT 
The objective was to evaluate the mechanisms of Streptococcus mutans and Candida 
albicans that contribute to increasing the pathogenicity of the mixed-species biofilm. 
Mixed and single-species biofilms of the strains S. mutans UA159 (Sm) and C. albicans 
SC5314 (Ca) were formed on saliva-coated hydroxyapatite discs in the presence of 
sucrose. The pH values of the culture media were verified at distinct developmental 
phases of biofilms. After 43h of growth, the biofilms were subjected to distinct assays 
biochemical (dry weight, proteins, the composition of extracellular matrix) and 
microbiological (colony forming units), analyzes. The biofilm´s structure was verified 
via confocal microscopy at 19 and 43h. Gene expression of metabolic ways from both 
species was evaluated at 28h. The data were assessed by statistical methods 
(α=0,05). There was a difference in the media pH for the three biofilms at times 19, 27 
and 43h (p<0,001; two-way ANOVA, Tukey). Sm and mixed-species biofilms were 
acidic at 19 and 43h, while Ca biofilms maintained a neutral pH (p>0,05). The amounts 
of dry weight and proteins were higher for mixed-species biofilm compared to single-
species biofilms, being lower for Ca (p=0,001; one-way ANOVA). The quantity of 
soluble exopolysaccharides was similar for Sm and mixed-species biofilms but Ca 
presented a lower amount than those biofilms (p<0,001; Kruskal-Wallis, Dunn). There 
was a higher amount of insoluble exopolysaccharides in mixed-species biofilm 
(p=0,002). There was no difference in Sm population in single- and mixed-species 
biofilms (p=0,404; Mann Whitney); however, the mixed-species biofilm presents a 
higher population of Ca versus the single-species biofilm (p<0,001; t-Test). The three-
dimensional structure analysis showed larger microcolonies in mixed-species biofilms 
versus Sm biofilm, and absence of these structures in Ca biofilm. In mixed-species 
biofilms, Ca cells were located around clusters of Sm cells. Also, distribution of 
exopolysaccharides was different in mixed-species and Sm biofilms, but this 
component was not present in Ca biofilms. The presence of Ca-derived 
polysaccharides was better observed in single-species biofilms (versus mixed-species 
biofilms). In 28h gene expression levels of Sm, gtfB (insoluble exopolysaccharides) 
and nox1 (tolerance to oxidative stress) were higher for Sm single-species biofilm 
(p=0,021; p<0,001); while there was no difference for atpD (tolerance to acid stress). 
The expression level of Ca genes BGL2 and PHR1(polysaccharides), and SOD1 
(tolerance to oxidative stress) were also higher for Ca single-species biofilm (p=0,043; 
p=0,005; p<0,005); while PHR2 (tolerance to acid stress) was similar for both biofilms. 
Thus, the gene expression phase evaluated indicates lower metabolic activity in both 
single-species biofilms in comparison with the mixed-species biofilm, which presents 
higher amounts of metabolic products (e.g., insoluble exopolysaccharides). Therefore, 
the association of Sm and Ca results in greater functional complexity and three-
dimensional organization of mixed-species biofilms (versus single-species biofilms) via 
production of exopolysaccharides by both species, primarily by Sm. 

 
Keywords:  Biofilms. Streptococcus mutans. Candida albicans. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A cárie dentária é uma doença infecciosa e de natureza biofilme-dieta-

dependente, caracterizada pela desmineralização dos dentes por ação de ácidos 

produzidos por microrganismos via metabolização de carboidratos da dieta e 

associada à higiene deficiente1. Os biofilmes são comunidades de células microbianas 

altamente dinâmicas, estruturadas e organizadas; as células estão cobertas e imersas 

em uma matriz extracelular (MEC) tridimensional (3D) de substâncias poliméricas tais 

como exopolissacarídeos (EPS), proteínas e ácidos nucléicos2. EPS são os principais 

componentes da matriz de biofilmes cariogênicos, sendo reconhecidos como fatores 

de virulência essenciais para o desenvolvimento da cárie3-5. Porém, outros 

constituintes como DNA extracelular (eDNA) e ácidos lipoteicóicos (ALT) 

extracelulares são detectados em quantidades elevadas em biofilmes cariogênicos6,7. 

 A bactéria Streptococcus mutans é o principal microrganismo associado a 

presença de cárie, pois coordena a construção do biofilme cariogênico controlando a 

formação da MEC rica em EPS insolúveis8, além de ser acidogênico (produtor de 

ácido) e acidúrico (sobrevive me ambiente ácido)9,10. EPS insolúveis dificultam a 

neutralização pela saliva dos ácidos produzidos pelos microrganismos, levando a 

desmineralização do esmalte e da dentina11. Ainda, o fungo Candida albicans também 

tem sido encontrado frequentemente em números elevados de unidades formadoras 

de colônia (UFC / mL) em biofilmes cariogênicos (por exemplo em biofilmes de cárie 

precoce da infância)12-15. Esta espécie de fungo também é acidogênica (produz ácido 

pirúvico, ácido acético, ácido málico) e acidúrica, o que pode contribuir para a 

cariogenicidade do biofilme16. 

 Uma associação bactéria-fungo pode ser de comensalismo cooperativa ou 

antagonista. É cooperativa quando os microrganismos fornecem substratos e/ou 

metabólitos ou estimulam o crescimento um do outro. Por exemplo, C. albicans não 

metaboliza a sacarose com eficiência, sendo beneficiada por produtos degradados da 

sacarose por S. mutans (glicose e frutose); por outro lado, a presença de C. albicans 

no biofilme, altera o ambiente físico do mesmo, propiciando o aumento de EPS e 

consequentemente, o acúmulo e formação de microcolônias por S. mutans17. S. 

mutans produz exoenzimas glicosiltransferases (Gtfs) que são responsáveis por 

produzir EPS. Na presença de sacarose, existe aumento de EPS produzido por Gtfs 

sobre as superfícies dentárias e microbianas, promovendo ligações fortes com 
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diversos microrganismos garantindo a formação e coesão do biofilme18. Essas 

ligações entre EPS e S. mutans são mais fortes porque essa espécie possui proteínas 

responsáveis pela organização estrutural de EPS – as proteínas ligantes de glicano 

ou glucan binding proteins: GBPs)8. 

 C. albicans e S. mutans tem interação simbiótica mediada pelas exoenzimas 

Gtfs, principalmente GtfB, além disso, a presença da C. albicans em biofilmes mistos 

induz a expressão de genes gtfs de S. mutans18,19. Esta interação única aumenta a 

capacidade de ambos os organismos colonizarem os dentes, aumentando 

drasticamente a quantidade de EPS na matriz do biofilme, e sinergisticamente 

potencializando a virulência e a ocorrência de lesões de cárie severa (similares às 

lesões em cárie precoce da infância) em um modelo animal da doença20. É conhecida 

a participação de C. albicans na formação e patogenicidade do biofilme, no entanto, 

existe a necessidade de um entendimento mais avançado da patogênese dessa 

doença, quando esse fungo está presente, para o desenvolvimento de novas terapias 

efetivas. 

 Por outro lado, um estudo in vitro sugeriu que C. albicans poderia prevenir a 

cárie dentária ao aumentar pH do meio (reduzindo a perda de minerais da estrutura 

dentária). Isso ocorre porque ao metabolizar sacarose, este fungo produz etanol (que 

não influencia no pH do meio), e em períodos de escassez/hipóxia é forçado a utilizar 

o ácido lático como fonte de carbono (energia), corroborando com a eliminação de 

ácidos em biofilmes mistos e consequente redução da desmineralização dentária21. 

Entretanto, este estudo é o único a propor uma relação antagonista entre S. mutans e 

C. albicans, e essa discrepância pode ser devida aos modelos in vitro utilizados. 

 Assim, este estudo objetivou investigar os mecanismos pelos quais a matriz 

EPS e outras vias metabólicas induzidas quando estas duas espécies estão juntas, 

visando fornecer informações adicionais no processo da doença (i.e., patogenicidade). 

Este conhecimento é importante para o desenvolvimento de estratégias preventivas e 

terapêuticas.
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7 CONCLUSÃO 
 

A associação de S. mutans e C. albicans resulta em maior complexidade 

funcional e organização 3D de biofilmes mistos via produção de exopolissacarídeos 

pelas duas espécies, mas principalmente por S. mutans. 
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