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Oliveira RVD. Interacdo microbiana entre bactérias cariogénicas [Tese de Doutorado].
Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2016.

RESUMO

A proximidade entre micro-organismos presentes no biofilme dentéario determina a
existéncia de interacdes entre eles, que podem beneficiar ou antagonizar as espécies envolvidas.
Os objetivos deste estudo foram: 1) apresentar uma revisdo de literatura sobre interagdes entre
espécies bacterianas cariogénicas no biofilme oral; 2) validar o uso do reator ‘‘drip-flow’
(DFR) para desenvolver biofilmes dentérios e testar agentes antimicrobianos; 3) avaliar o
crescimento e a suscetibilidade a clorexidina de biofilmes compostos por Streptococccus
mutans ATCC 25175 e Lactobacillus acidophilus ATCC 4356, usando o DFR; 4) avaliar o
crescimento e a suscetibilidade a clorexidina de biofilmes compostos por Streptococccus
mutans e Actinomyces naeslundii ATCC 12104, usando o DFR. Biofilmes cresceram sobre
laminas de vidro cobertas com hidroxiapatita e caldo BHI suplementado com sacarose 0.2% ou
0.5%, dependendo das espécies e um fluxo de 10 mL/h foi usado. O DFR foi incubado por 24
h a 37 °C /5% CO.. Biofilmes foram tratados com clorexidina 0.2% (CHX) ou NaCl 0.9% por
2 min. Crescimento e efeito dos tratamentos foram determinados por contagem de unidades
formadoras de colénias (UFC). Biofilmes foram marcados com o kit de Viabilidade Live/Dead
e analisados por microscopia confocal de varredura a laser para diferenciar células com
membranas integras das lesadas pela acdo da CHX. A validacdo do DFR foi analisada por teste
t (@=0.05). Avaliagédo da interacdo foi analisada por ANOVA dois fatores e teste de Tukey
(0=0.05). A revisdo de literatura mostrou o papel das interacdes microbianas no balango
competicédo/ coexisténcia. Na validagdo do DFR, resultados mostraram que, apesar da diferenca
inicial das concentracfes de mono-culturas de S. mutans, o tratamento com clorexidina afetou
ambos os biofilmes na mesma propor¢do. N&o foi observada interacdo entre solucdo de
tratamento e condicdo de cultura em biofilmes de S. mutans e L. acidophilus. Entretanto, a
viabilidade foi significativamente reduzida ap6s o tratamento com CHX. Mono-culturas de L.
acidophilus cresceram significativamente menos que ambas mono- culturas e culturas mistas
de S. mutans. S. mutans e A. naeslundii cresceram similarmente em ambas condicdes de cultura,
dentro do grupo NaCl 0.9%. A viabilidade bacteriana foi significativamente reduzida em todos
0s grupos tratados com clorexidina, exceto para culturas mistas de S. mutans. Mono-culturas de
A. naeslundii foram as mais suscetiveis, enquanto culturas mistas de S. mutans forma as menos
suscetiveis 8 CHX. Em concluséo, relagdes entre os micro-organismos podem influenciar a
ocorréncia de carie dentaria. O presente estudo mostrou a aplicabilidade do DFR para crescer
biofilmes orais e testar 0 uso de agentes antimicrobianos. Foram encontradas interagoes
significantes entre S. mutans e A. naeslundii, mas néo entre S. mutans e L. acidophilus.

Palavras-chave: Streptococcus mutans. Lactobacillus acidophilus. Actinomyces. Clorexidina.
Cérie dentaria. Biofilmes.



Oliveira RVD. Interactions among cariogenic bacteria [Tese de Doutorado]. Araraquara:
Faculdade de Odontologia da UNESP; 2016.

ABSTRACT

The proximity between microorganisms present in dental biofilm determines the existence of
interaction between them, which can benefit or antagonize the involved species. The aims of
this study were: 1) to present a review about interactions among cariogenic bacterial species
within oral biofilm; 2) to show the applicability of the drip flow reactor (DFR) for developing
oral biofilms and testing antimicrobial agents; 3) to evaluate the growth and chlorhexidine
susceptibility of biofilms comprised by Streptococcus mutans ATCC 25175 and Lactobacillus
acidophilus ATCC 4356, using DFR; 3) to assess the growth and chlorhexidine susceptibility
of biofilms comprised by Streptococcus mutans ATCC 25175 and Actinomyces naeslundii
ATCC 12104, using DFR. Biofilms grew on hydroxyapatite coated glass slides, with BHI broth
at 10 mL/h flow rate supplemented with 0.2 or 0.5% sucrose depending on the species used.
DFR was incubated for 24 h at 37 °C / 5% CO2. Biofilms were treated with 0.2% chlorhexidine
(CHX) or 0.9% NaCl for 2 min. Growth and effect of treatments were determined by colony
forming units (CFU) counts. Biofilms were stained using the Live/Dead Viability kit and
analyzed by confocal laser scanning microscopy (CLSM) to differentiate bacterial cells without
damage and damaged by the action of CHX. DFR validation was analyzed by unpaired t test
(0=0.05). Interaction evaluation was analyzed by two-way ANOVA and Tukey test (a=0.05).
Literature review showed the role of microbial interactions in balancing
competition/coexistence. For DFR validation, results showed that despite distinct initial
concentrations of S. mutans mono-cultures, chlorhexidine treatment affected both biofilms at
the same proportion. No interaction between treatment solution and culture condition was found
in S. mutans and L. acidophilus biofilms. However, viability was significantly reduced by CHX
treatment. L. acidophilus in mono-culture grew significantly less than S. mutans in either mono
or mixed-culture. S. mutans and A. naeslundii grew similarly in both culture conditions within
NaCl group. Bacterial viability was significantly reduced in all groups treated with
chlorhexidine, except for S. mutans in mixed-cultures. A. naeslundii in mono-culture was the
most susceptible group, whereas S. mutans in mixed-cultures was the least susceptible. In
conclusion, relationships among microorganisms may influence the occurrence of dental caries.
The present study showed the applicability of the DFR for growing oral biofilms and testing
antimicrobial agents. Significant interactions were found between S. mutans and A. naeslundii
but not between S. mutans and L. acidophilus.

Keywords: Streptococcus mutans. Lactobacillus acidophilus. Actinomyces. Chlorhexidine.
Dental caries. Biofilms.
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1 INTRODUCAO

Biofilmes séo definidos como uma comunidade de micro-organismos metabolicamente
integrada, espacialmente organizada, delimitada por uma matriz extracelular produzida pelos
proprios co-habitantes (Davey®, 2000). O processo de formagéo do biofilme dentério inicia-se
com os colonizadores primarios aderindo a pelicula adquirida (Kolenbrander e London.?®,
1993). Eles agem como uma superficie de reconhecimento para adesdo dos colonizadores
secundarios (Nobbs et al.?®, 2011). Diante de condigBes favoraveis, esses micro-organismos
comecam a se multiplicar, desenvolvendo uma comunidade composta por multiplas espécies
(Rickard et al.*, 2003). A proximidade entre eles facilita a ocorréncia de interagdes que podem
tanto beneficiar quanto antagonizar os envolvidos (Marsh, Devine2!, 2011), assim como
influenciar na composigéo da comunidade (Kolenbrander et al.*8, 2006).

Actinomyces naeslundii € um colonizador primario do biofilme que coadere/coagrega
com outras espécies, especialmente estreptococos do grupo mutans (Al-Ahmad et al., 2007;
Kneist et al.4, 2012). Foi sugerido que este micro-organismo estaria associado com a baixa
prevaléncia de carie (Stenudd et al.®2, 2001; Levine et al.*®, 2005), devido a sua capacidade de
reduzir o potencial acidogénico do biofilme através da degradagdo do lactato produzido por
outros micro-organismos a acidos fracos (Takahashi, Nyvad?®, 2008; Takahashi, Yamada?®,
1999). Entretanto, a medida que o biofilme se torna maduro e o meio, anaerébio, A. naeslundii
passa a metabolizar exclusivamente carboidratos em acidos, cujo acimulo ocasiona redugdo no
pH do ambiente (Takahashi, Yamada?’, 1999). Essa queda no pH do biofilme poderia promover
a proliferacdo de bactérias acidogénicas e acido-tolerantes, como Streptococcus mutans
(Takahashi, Nyvad?®, 2011). Isso explicaria a associacio de espécies do género Actinomyces
com o desenvolvimento de manchas brancas (Aas et al.%, 2008) e caries radiculares (Brailsford

etal.?, 2001).
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O papel de Streptococcus mutans no desenvolvimento de cérie dentaria, por sua vez, ja
esta bem estabelecido (Loesche?®, 1986). S. mutans é capaz de metabolizar diferentes tipos de
carboidratos em &cidos, desmineralizando o esmalte dentério (Moye et al.?4, 2014). Ele também
produz trés diferentes glicosiltransferases (Bowen, Koo®, 2011; Koo et al.}’, 2013),
relacionadas com a sintese de polissacarideos extracelulares (Forssten et al.®, 2010).

Lactobacillus spp. sdo espécies fortemente acidogénicas e capazes de sobreviver e
proliferar em pH baixo (Badet et al.#, 2008; Takahashi, Nyvad?®, 2011). Espécies desse género
estdo associadas com a progressdo de lesdes cariosas (Simark-Mattsson et al.3, 2007). L.
acidophillus pode ser encontrado tanto em céries superficiais quanto profundas (Mei et al.??,
2015), porém necessita de nichos retentivos para colonizar a superficie dentaria (Badet et al.?,
2008). Polissacarideos extracelulares produzidos por outros micro-organismos, tais como S.
mutans poderiam também melhorar a adesdo de lactobacilli ao biofilme (Badet et al.%, 2008;
Wen et al.34, 2010).

Relacdes de colaboracdo e oposicdo entre espécies podem influenciar a viruléncia e
cariogenicidade do biofilme dentario (Kara et al.*2, 2006; Luppens et al.2°, 2008). Entretanto,
poucos estudos foram realizados para verificar como essas interacoes interferem na resisténcia
a antimicrobianos. Grande parte dos estudos in vitro disponiveis fizeram uso de sistemas
estaticos para formar e tratar os biofilmes (Kara et al.3, 2007; Guggenheim, Meier!!, 2011;
Ruiz-Linares et al.3!, 2014). Entretanto, a metodologia ideal para testar a tolerancia a
antimicrobianos seria usar um modelo capaz de simular o ambiente no qual biofilmes s&o
formados in vivo. Assim, uma abordagem eficiente seria a utilizacdo de reatores de fluxo, nos
quais biofilmes crescem sob a influéncia de um fluxo constante de meio de cultura (Goeres et
al.1°, 2009).

Em 2002, um estudo sugeriu que o reator ‘‘drip flow’’ seria capaz de mimetizar o

ambiente da cavidade bucal (Adams et al.?, 2002), provavelmente devido & possibilidade de



14

gerar um fluxo lento e continuo de meio de cultura, semelhante ao fluxo salivar na cavidade
bucal. Seu uso ja foi validado para o desenvolvimento de biofilmes de Pseudomonas aeruginosa
(Method E2647-13 Standard test method??) e mais recentemente, o reator *“drip flow’’ foi
empregado para formar biofilmes de S. mutans e testar o potencial antimicrobiano de
dentifricios (Brambilla et al.’, 2014). Entretanto esse modelo ainda ndo foi efetivamente
validado para o desenvolvimento de biofilmes envolvendo micro-organismos orais utilizando
um agente antimicrobiano padrao-ouro como a clorexidina.

Desse modo, os objetivos desse estudo foram: 1) apresentar uma revisao de literatura
sobre interacOes entre bactérias cariogénicas no biofilme dentario; 2) discutir a aplicabilidade
do reator ‘‘drip-flow’’ (DFR) para a formacdo de biofilmes dentdrio e teste de agentes
antimicrobianos; 3) avaliar o crescimento e a suscetibilidade a clorexidina de biofilmes
compostos por Streptococccus mutans e Lactobacillus acidophilus, usando DFR; 3) avaliar o
crescimento e a suscetibilidade a clorexidina de biofilmes compostos por Streptococccus

mutans e Actinomyces naeslundii, usando DFR.
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5 CONCLUSAO

Diante dos estudos aqui apresentados, concluimos que:

e InteracOes entre micro-organismos podem influenciar a composicao, viruléncia e
cariogenicidade do biofilme oral, bem como a ocorréncia de carie dentaria;

e O reator ‘“drip-flow’” demonstrou ser uma ferramenta adequada para desenvolver
biofilmes orais e testar a eficacia de agentes antimicrobianos;

e N&o foi observada interacdo significante entre Streptococcus mutans e
Lactobacillus acidophilus

e A presenca de Actinomyces naeslundii afetou a resisténcia de Streptococcus

mutans a clorexidina.
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