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RESUMO

Probiéticos s&o microrganismos vivos que quando administrados em
quantidades adequadas conferem beneficios a saude do hospedeiro. Um numero
crescente de produtos contendo probidticos esta disponivel no mercado e vem
sendo utilizado pelos consumidores. Por essa razdo o objetivo deste trabalho foi
investigar a capacidade de 2 leites fermentados contendo probidticos afim de
promover alteracdes na microbiota bucal. Dez voluntarios realizaram, em 2 fases, a
ingestdo de 1 frasco do leite fermentado por dia durante 14 dias. As amostras de
saliva, coletadas no inicio e no final de cada fase, foram obtidas por meio da
realizacdo de bochecho com solugao fisiologica estéril. As amostras foram
centrifugadas e o precipitado ressuspendido em PBS, produzindo a suspensao de
concentracao final que foi sequencialmente diluida e semeada nos seguintes meios:
BHI (Microrganismos Totais), Mitis Salivarius (Streptococcus totais), Mitis Salivarius
Bacitracina Sacarose (Streptococcus do grupo mutans) e Rogosa (Lactobacillus). Os
dados foram expressos em unidades formadoras de colénia em 1 ml de saliva
(UFC/mL). Apdés o consumo do Yakult® pode ser observado que a quantidade de
Microrganismos Totais permaneceu praticamente a mesma e a quantidade de
Streptococcus totais, Streptococcus do grupo mutans e Lactobacillus aumentaram
na saliva, mas para nenhum dos dados houve diferenca estatistica significante. Para
o grupo do Batavito® foi observado que a quantidade de todos os microrganismos
avaliados diminuiram e esta diminuigdo foi estatisticamente significante para todos
0s microrganismos. Pode-se concluir que apenas um dos leites fermentados

testados foi capaz de provocar alteragdao na microbiota bucal.

Palavra — chave: probidticos; saliva; carie dentaria; Streptococcus mutans;

Lactobacillus.



Oliveira, L.V. Evaluation of the oral microbiota after ingestion of fermented milk
containing probiotic. Trabalho de Conclusdo de Curso. 2012. 24 f. Faculdade de
Odontologia de Aracatuba, Universidade Estadual Paulista, Aragatuba, 2012.

ABSTRACT

Probiotics are live microorganisms and when administered in adequate
amounts confer health benefits to the host. A growing number of products containing
probiotics are commercially available and have been used by consumers. Therefore
the objective of this study was to investigate the ability of two fermented milks
containing probiotic in order to promote changes in the oral microbiota. Ten
volunteers performed in two stages. They intake a bottle of fermented milk per day
during 14 days. Saliva samples were collected at the beginning and end of each
phase and it was obtained by carrying out rinsing with sterile saline. The samples
were centrifuged and the pellet resuspended in PBS, yielding final concentration of
the suspension which was sequentially diluted and plated in the following: BHI (Total
microorganism), Mitis Salivarius (Total streptococos), Mitis Salivarius Bacitracin
Sucrose (mutans streptococos) and Rogosa (Lactobacilus). Data were expressed as
colony forming units in 1 ml saliva (CFU / ml). After intake of Yakult ® it was seen
that the total quantity of microorganisms remained the same and the total amount of
Streptococcus, Streptococcus mutans and Lactobacillus in saliva increased, but the
data there was no statistical difference. For Batavito® group there was found that the
amount of all tested microorganisms decreased and this decrease was statistically
significant for all microorganisms. It can be concluded that only one of fermented

milks tested was able to induce changes in the oral microbiota.

Key words: probiotics; saliva; dental caries; mutans streptococos;

Lactobacilus.



Lista de Tabelas

Tabela 1 - Quantidade de microrganismos totais (MT), Streptococcus totais (ST),
Streptococcus do grupo mutans e Lactobacillus (UFC-Log 10) na saliva antes e apés
cada tratamento.
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UFC Unidade Formadora de Colbdnia
SM Streptococcus Mutans

ST Streptococcus totais
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Mm Micrémetro
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1 Introducgao e Revisao de Literatura

Probidticos s&o definidos pela Organizagcdo Mundial de Saude como
organismos vivos que quando administrados em quantidades adequadas conferem
beneficios a saude do hospedeiro [Souza et al. 2011]. A literatura tem mostrado que
o principal campo de pesquisa de probidticos é o trato gastrointestinal, uma vez que
possuem a capacidade de modificar a flora bacteriana mediante a exclusao
competitiva de bactérias patdgenas, e exercem sua agdo através de multiplos
mecanismos como a fagocitose, inibigdo do crescimento bacteriano, modulagao local
da resposta imune e inibicdo competitiva. Devido a essas caracteristicas houve um
crescente interesse da pesquisa odontologica pelos beneficios dos probidticos na
cavidade oral [Pinto, G. S et al. 2011]. Deve-se ressaltar que estes mecanismos
provém de estudos realizados no trato gastrointestinal e sua aplicagdo na cavidade
oral necessita de investigacdes futuras. Porém, considerando-se que a cavidade oral
representa a primeira parte do trato gastrointestinal, existem razdes para acreditar
que alguns destes mecanismos também podem acontecer na cavidade oral [
Meurman, 2007].

O que se tem visto € que o veiculo mais estudado, utilizado e
amplamente difundido para administracdo dos probidticos € o iogurte. Outros
veiculos foram testados e ainda estdo em experimento, por diferentes autores e tém
se mostrado tdo eficientes quanto o iogurte, como: leite, queijo, liquido, capsula,
sorvete, tabletes, canudos, pastilha [Ahola, 2002; Caglar, 2006; Caglar, 2008
Meurman, 2007]. A sobrevivéncia das bactérias probidticas, entre elas os géneros
Lactobacilos e Bifidobacterium, no produto alimenticio é de fundamental importancia,
devendo o alimento conter pelo menos uma populacédo de 10" UFC/g de bactérias
probidticas viaveis no momento da compra do produto. Esta concentracdo é
recomendada por alguns autores [Rybka e Fleet, 1997; Vinderola e Reinheimer,
2000]. Entretanto, tem sido proposto que a dose minima diaria de cultura probidtica
considerada terapéutica seja de 10® e 10° UFC, o que corresponde ao consumo
diario de 100 g de produto contendo 10° a 10’ UFC/g [Lee e Salminen, 1995;
Blanchette et al, 1996]. Para que o probibtico seja capaz de exercer um efeito
anticariogénico, primeiramente a bactéria deve ser capaz de aderir a superficie

dental; segundo, ela deve se tornar parte do biofilme dental; e finalmente, ela deve
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competir com as bactérias cariogénicas reduzindo o nivel de colonizagdo destas
[Comelli et al, 2002].

No entanto, a bacterioterapia na forma de probiéticos tem se mostrado
uma maneira natural de manter a saude e proteger os tecidos orais de diferentes
doencgas, e as pesquisas atuais demonstram que os beneficios aumentam se a
ingestdo destas bactérias iniciar precocemente na vida dos individuos. Um ensaio
clinico randomizado, duplo-cego, placebo controlado conduzido por Nase et al.
(2001) examinou o efeito do leite enriquecido com Lactobacillus rhamnosus GG na
reducao do risco a carie em criangas quando comparado com leite normal. O estudo
incluiu 594 criangas de 1 a 6 anos, que consumiram leite por 7 meses. O leite
enriquecido com probidtico foi capaz de reduzir a contagem de Estreptococos do
grupo mutans. No estudo de Ahola et al (2002) examinaram se o curto tempo de
consumo de queijo contendo os probidticos Lactobacillus rhamnosus GG e
Lactobacillus rhamnosus LC 705 poderia afetar beneficamente a microflora
cariogénica de adultos jovens quando comparado com o0 consumo de queijo sem
probiético. De acordo com os resultados ndo houve diferenca estatistica entre os
grupos durante a intervencado, mas trés semanas apos o consumo de queijo houve
uma significante diminuicdo de Estreptococos do grupo mutans no grupo que
consumiu queijo com probidtico. Mas o mesmo efeito ndo foi observado no estudo
de Yli-Knuuttila et al (2006), em que 56 voluntarios consumiram suco contendo
Lactobacillus rhamnosus GG durante um periodo de 14 dias. Segundo os autores,
os Lactobacillus rhamnosus GG nao foram capazes de colonizar a cavidade oral,

podendo ser detectados somente temporariamente.

Em 2008, Stecksén-Blicks et al, verificaram o efeito do consumo de
leite suplementado com lactobacilos probioticos e fluor nas caries e na saude geral
de pré-escolares durante 21 meses. Apos o periodo do estudo foi concluido que o
consumo diario de leite suplementado com probidtico e fluor reduziu as caries em
pré-escolares e teve um efeito benéfico na saude geral das criangas. Lexner et al
(2010) investigaram o perfil microbiano de amostras de saliva e biofilme de
adolescentes com cavidades ativas de carie antes e depois do consumo de leite
suplementado com bactérias probidticas, durante 2 semanas. Apos esse periodo o

perfil microbiano ou os niveis salivares de bactérias associadas a carie nao foi

afetado significativamente. Ja num estudo mais recente realizado por Petersson et
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al, em 2011 que teve um periodo de intervencdo de 15 meses, onde 160 sujeitos
consumiram leite enriquecido com o probiotico Lactobacillus rhamnosus GG e/ou
fluoreto. Foram verificadas as reversdes de lesdes cariosas primarias de raiz nos

grupos com probiéticos e fluoretos.

Montalto et al (2004) realizaram um estudo randomizado com 35
adultos saudaveis onde as bactérias probidticas utilizadas foram Lactobacillus
sporogenes, Lactobacillus bifidum, Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus
termophilus, Lactobacillus casei, Lactobacillus rhamnosus na forma de capsula ou/e
liquido. A contagem de Estreptococos do grupo mutans e Lactobacillus na saliva
foram realizadas apés 45 dias de consumo. Os niveis de Lactobacillus aumentaram
significativamente e a contagem de Estreptococos do grupo mutans n&o teve
modificagdo significativa. Caglar et al (2005) realizaram um estudo objetivando
examinar se o curto tempo de consumo de iogurte com Bifidobacterium DN-173 010
afetaria os niveis salivares de lactobacilos e estreptococos do grupo mutans de
adultos jovens. Os autores observaram uma reducdo estatisticamente significante
dos niveis salivares de Estreptococos do grupo mutans foi relatada apés o consumo
do iogurte com probidtico. Uma tendéncia similar aconteceu com os lactobacilos. Os
autores concluem que iogurte com probiotico Bifidobacterium pode reduzir os niveis
salivares de microrganismos relacionados com a doenga carie. Baseado em estudo
prévio Caglar et al (2006) investigou o efeito de outro probidtico, o Lactobacillus
reuteri ATCC 55730 nos niveis salivares de Estreptococos do grupo mutans de 120
adultos jovens. Uma reducao significante dos niveis de Estreptococos do grupo
mutans foi relatada 1 dia apds as 3 semanas de ingestdo dos probidticos. Em um
outro estudo, Caglar et al (2007) avaliaram o efeito de goma de mascar com xilitol e
probidtico (L. reuteri ATCC 55730 e L. reuteri ATCC PTA 5289) nos estreptococos e
lactobacilos salivares de 80 adultos jovens e saudaveis durante 3 semanas. Uma
reducao significante dos niveis de Estreptococos do grupo mutans foi relatada no
grupo somente com probidtico e somente no grupo com xilitol apés a intervengéo
quando comparados aos outros grupos. Mais recentemente, Singh et al (2011)
também utilizou bifidobactérias e lactobacilus para reduzir os niveis salivares de
Estreptococos do grupo mutans em escolares durante 10 dias. O veiculo de
administracdo do probidtico foi o sorvete e as cepas escolhidas foram
Bifidobacterium lactis Bb-12 ATCC27536 e Lactobacillus acidophilus La-5. De
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acordo com os resultados houve uma redugéo dos niveis salivares de Estreptococos
do grupo mutans, mas nao houve diferenga estatistica para o grupo dos Lactobacilos

presente na saliva.

De acordo com o exposto pela literatura avaliou-se os niveis salivares
de Microorganismos totais, Streptococcus totais, Streptococcus do grupo mutans e

Lactobacillus apos o consumo de leite fermentado contendo probidticos.
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2 Materiais e Métodos

Selecao dos produtos

Foram selecionadas 2 marcas de leite fermentado desnatado adogado
contendo probidticos de acordo com os seguintes critérios estabelecidos de
inclusdo: produgao no territorio brasileiro; disponibilidade no comércio de Aragatuba
— SP; registro como Leite Fermentado Desnatado Adogado. Caso houvesse mais de
3 produtos que preenchessem os critérios acima, seriam escolhidas 2 marcas de
leite fermentado levando em consideracdo sua penetracdo mundial e descricao
completa do produto na rotulagem, incluindo os principais cultivos utilizados na
fermentacdo e a quantidade de agucar presente no produto. Estes critérios foram
adotados nesta fase devido a necessidade operacional de diminuicdo do numero de
produtos utilizados no estudo in situ e a possibilidade de divulgacao internacional
dos resultados. Na aquisicdo do produto foram observadas as normas técnicas de
sua conservacgao, a saber: prazo de validade, temperatura de armazenagem (nao

superior a 10°C), acondicionamento e integridade das embalagens.
Selegao dos voluntarios
Os voluntarios preencheram os seguintes critérios de inclusao:
A - Residiram em Aracatuba;
B - Tinham idade entre 18 e 45 anos;

C - Concordaram em participar do estudo através de consentimento livre e

esclarecido;

D - Saude geral — nao apresentaram nenhum problema sistémico que

comprometesse o fluxo salivar;

E — Saude bucal- auséncia clinica de lesdes de carie ativas ou doenca

periodontal.
Os critérios de excluséo inicial foram:

A - Uso de medicamentos ou portadores de alteracbes fisioldgicas que

alterassem o fluxo salivar;



16

B - Uso de antibidticos.
Os critérios de exclusdo durante o experimento:
A - Desisténcia voluntaria;

B - Alteracdo do quadro de saude com consequente alteragcédo do fluxo salivar

ou necessidade do uso de antibidticos;
C - Uso de bochechos orais ou dentifricios fluoretado;
D - Nao cumprimento do delineamento experimental.

Na eventualidade de exclusdo de algum voluntario, um novo voluntario foi

selecionado e cumpriu todas as fases do experimento.

Apds aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Odontologia de Aragatuba - UNESP, foram selecionados 10 voluntarios, com idade
entre 18 e 45 anos, com boa saude geral e bucal e com fluxo salivar normal,
residentes em Aracatuba — SP, cidade abastecida com agua fluoretada (0,6-0,8
pMg/mL). Anteriormente, houve um encontro para que os voluntarios assinassem o
Consentimento Livre e Esclarecido, concordando em participar do experimento,
segundo a Resolugcdo 196/96 do Conselho Nacional de Saude do Ministério da
Saude. Nesse encontro também foi informado aos voluntarios os objetivos e a
metodologia empregada no trabalho e foram esclarecidas eventuais duvidas. Os
voluntarios foram orientados a nao utilizar qualquer tipo de produto fluoretado
(exceto agua) ou anti-séptico durante o experimento. Uma semana antes do inicio
do experimento e durante todo o periodo experimental, os voluntarios utilizaram
dentifricio sem fluoreto. Nao foi dada qualquer instru¢do com relagao a técnica de

escovacao.
Analise microbioldgica da saliva

Os leites fermentados selecionados foram Yakult® e Batavito®. Primeiro os
voluntarios ingeriram Yakult® e depois o Batavito®. Cada voluntario ingeriu uma
garrafa de leite fermentado por dia durante 14 dias com o intervalo de 7 dias entre
cada fase. A saliva foi recolhida no inicio e no final de cada fase para analise
microbioldgica.
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As amostras de saliva foram obtidas por meio da realizacdo de
bochecho com 10 ml de solugao fisiologica esterilizada (NaCl a 0,85%) tamponada
com fosfato (PBS 0,1 M e pH 7,2) contida em um recipiente universal estéril
descartavel. Os individuos realizaram o bochecho com a solugao durante um minuto,
devolvendo em seguida a solugdo para o mesmo recipiente (de Araujo Navas et al.,
2009).

A seguir, as amostras foram centrifugadas por 10 minutos, a 8000 Xg e
o sobrenadante foi descartado. O depdsito foi ressuspendido em 2,5 mL de PBS e
misturado em agitador de tubos (Vortex) por 30 segundos, produzindo assim a
suspensao de concentracao final (de Araujo Navas et al., 2009). Esta suspensao foi
entdo seqiliencialmente diluida (107, 102, 103, 10*, 10°, 10°, 107) em solugdo
salina estéril e semeada em meios seletivos para microrganismos totais (MT) (BHI -
HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Mumbai — India), Streptococcus totais (ST) (Agar
Mitis Salivarius — HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Mumbai — India)), Streptococcus do
grupo mutans (SM) (Agar Mitis Salivarius — HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Mumbai —
India, suplementado com 0.25 U/mL de bacitracina e 20% de sacarose) e para
Lactobacillus sp (L) (Agar Rogosa - (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Mumbai — India).
As placas para andlise dos microrganismos totais, Streptococcus totais e
Streptococcus do grupo mutans foram incubadas em anaerobiose, a 37° C, por 48
horas e entdo foi feita a contagem das colénias nas placas que apresentarem
valores entre 30 e 300 colbnias. As placas para analise dos Lactobacillus sp foram
incubadas em aerobiose, a 37° C, por 72 horas e entdo foi feita a contagem das
coldnias nas placas que apresentaram valores entre 30 e 300 col6nias. Em seguida
foi feita a conversdo do fator de diluicdo para obtencdo do numero de unidades
formadoras de colénia em 1 mL de saliva. (de Araujo Navas et al., 2009, Gold et
al.,1973; Rogosa et al., 1951; Van Houte J e Green DB, 1974).
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3 Resultados

O tratamento com Yakult® n&o alterou a concentragdo de quaisquer
microrganismos quando foram comparados os dados inicial e final. Apds o
tratamento com o Batavito®, observou-se uma diminuicdo estatisticamente

significativa em todos os microrganismos analisados. (Tabela 1).

Tabela 1 — Niveis salivares de microrganismos totais (MT), Streptococcus totais (ST),
Streptococcus do grupo mutans (SM) e Lactobacillus (L) (UFC-Log 10) antes e apds cada
tratamento.

Yakult® Batavito®
Inicial Final Inicial Final

MT | 6.74° 670° | 6692 605
ST | 604° 6192 | 648° 541
SM | 3482 3742 | 417° 318

L | 3112 357°| 4012 302

MT, ST e SM foram semelhantes na saliva, quando comparado o inicio dos
dois tratamentos, mas a quantidade de L foi mais elevada no inicio do tratamento
com Batavito® comparado ao tratamento inicial com Yakult® e esta diferenga foi
estatisticamente significativa. No final, quando comparados os dois tratamentos nao

foi observada diferenca estatistica entre os grupos.
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4 Discussao

O efeito dos probidticos na saude oral € uma area de pesquisa relativamente
nova, mas o conceito de probiéticos sendo benéficos do ponto de vista dental pode
parecer controverso. Alguns estudos avaliaram os efeitos de lactobacilos em
derivados de estreptococos do grupo mutans, relatando redugdes significativas de
estreptococos mutans salivares imediatamente apds o término da ingestdo diaria
[Caglar et al, 2006;. Nase et al, 2001;. Ahola et al, 2002;. Nikawa et al., 2004]. Caglar
et al [2006] investigou se os comprimidos derretidos lentamente permitiriam um
contato mais profundo entre as bactérias probidticas e o meio ambiente oral em
comparagao com o padrao de degluticdo direta dos canudos, e concluiu que ambos
os regimes reduziram a prevaléncia de estreptococos mutans salivares igualmente
apods 2 semanas de uso. Resultados conflitantes foram relatados por Montalto et al
[2004] que avaliou a administracdo de lactobacilos probidticos em formas liquidas e
capsula a fim de determinar o papel do contato direto com os tecidos orais.
Curiosamente, verificou-se que ambas as formas de administragdo aumentaram
significativamente as contagens de lactobacilos enquanto que os niveis salivares de
estreptococos mutans néo foram significativamente alterados pela intervengao
[Montalto et al., 2004]. Alguns estudos indicaram que o contato direto com os tecidos
orais, nao é um pré-requisito para um efeito benéfico e uma administracao sistémica
pura de probidtico pode aumentar a proliferacdo de lactobacilos na cavidade oral
[Caglar et al, 2006;. Montalto et al, 2004;. Ahola et al.,, 2002]. Em nosso estudo
foram utilizados probidticos em leites fermentados disponiveis no mercado, os quais
foram administrados por via oral, permitindo o contato direto com os tecidos orais.
Apesar dos leites fermentados ndo serem desenvolvidos com o objetivo de prevenir
a carie dentaria com a promocao de mudangas na microbiota oral, observou-se que
o leite fermentado Batavito® diminuiu a contagem salivar de todos os
microrganismos pesquisados apos 2 semanas de uso. Estes resultados foram
semelhantes ao relatado anteriormente [Caglar et al, 2006;. Nase et al, 2001;. Ahola
et al, 2002;. Nikawa et al, 2004.]. Também foi observado que o leite fermentado
Yakult® apresentou uma tendéncia para aumentar a contagem salivar de ST, SM e L
no final do estudo, mas a diferenca nao foi estatisticamente significativa. Diferencas
entre diferentes cepas e cepas da mesma espécie &, provavelmente, a razao para

os resultados conflitantes sobre a eficacia probiética que foram relatados também
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nos estudos iniciais [Twetman e Stecksén-Blicks, 2008]. Neste estudo, o leite
fermentado Yakult® contém em sua composicdo uma unica bactéria probidtica a L.
casei Shirota e o leite fermentado Batavito® uma mistura de 4 bactérias probidticas
(L. acidophilus, Bifidobacteria, S. salivarius thermophilus e L. paracasei), de acordo
com as informagdes dos fabricantes. Os melhores resultados apds o consumo do
Batavito® podem ser explicados por esta diferenca na sua composi¢cao, uma vez
que a aplicacdo simultdnea de diferentes bactérias probidticas podem afetar o
equilibrio do ecossistema oral em uma possivel adicdo, nos modos cumulativos, ou

de acado competitiva.

Os resultados do presente estudo demonstraram que leites fermentados
contendo probidticos foram capazes de promover mudangas na microbiota oral, e os
dados indicaram que o leite fermentando Batavito poderia auxiliar na reduc¢ao das
bactérias cariogénicas reduzindo o risco a carie. Estudos mais sistematicos,
controlados e randomizados sao necessarios para descobrir as melhores cepas
probidticas, as doses diarias e os veiculos de probidtico para uma perspectiva

promissora e segura para a saude oral.
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