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RESUMO 

 
 
 
 

Streptococcus sanguinis e Streptococcus mitis são colonizadores 
pioneiros do biofilme bucal e podem causar endocardite bacteriana. 
Candida albicans está presente na cavidade bucal de forma comensal, 
possui capacidade de formar biofilme e causar candidose bucal. O 
objetivo desse trabalho foi avaliar as interações entre C. albicans com S. 
sanguinis e S. mitis em biofilmes e suas influências in vivo em modelo 
experimental de invertebrado Galleria mellonella. Para o estudo da 
interação de C. albicans (ATCC 18804) com S. sanguinis (ATCC 7073) e 
S. mitis (ATCC 4945) foram formados biofilmes monoespécie e 
multiespécies de C. albicans com os micro-organismos (na concentração 
de 107 células/mL) em fundo de placa de 96 poços por 48 h, incubados 
em estufa a 37 °C com 5% CO2. Após crescimento, os biofilmes foram 
desprendidos e obtidas diluições decimais as quais foram semeadas em 
meios seletivos. Após incubação por 48 h/37 °C foi obtida a contagem de 
unidades formadoras de colônias por mililitro (UFC/mL). Em paralelo, 
foram realizados ensaios colorimétricos com o sal XTT, a fim de mensurar 
a atividade metabólica de C. albicans nos biofilmes isolados e associados, 
seguindo de leitura a 492 nm, e o resultado expresso em absorbância 
(Abs). No estudo in vivo, primeiro foram determinadas as concentrações 
subletais dos micro-organismos, e inoculadas em G. mellonella, e 
observado o efeito de C. albicans, S. mitis e S. sanguinis nas lagartas, 
avaliando se curva de sobrevivência. Avaliação morfológica dos biofilmes 
foi realizada por microscopia eletrônica de varredura (MEV). Os dados de 
contagem de UFC/mL e da atividade metabólica foram submetidos à 
análise de normalidade, e como foi observada distribuição normal, os 
resultados foram analisados estatisticamente pelos testes t de Student 
(para duas variáveis) e Tukey (para três ou mais variáveis), considerando-
se diferença estatística quando p < 0,05. Os dados obtidos na curva de 
sobrevivência de G. mellonella foram analisados pelo método de Log-
rank. Os estreptococos influenciaram na redução dos biofilmes de C. 
albicans, sendo os percentuais de redução, respectivamente para 
UFC/mL e Abs de: 60,3% e 23,0% quando associado com S. mitis; e, 
66,3% e 48,4% na associação com S. sanguinis. As ilustrações por MEV 



 

 
 

demonstraram diminuição de células leveduriformes (bastoconídeos) e 
hifas nos biofilmes multiespécie de C. albicans. No estudo in vivo com G. 
mellonella, os grupos isolados apresentaram um percentual de morte de 
lagartas de 43,75% para C. albicans; 12,5% para S. mitis; e 18,75% para 
S. sanguinis. Nas associações os percentuais de morte foram de: 12,5% 
para C. albicans e S. mitis; e 18,75% para C. albicans e S. sanguinis. 
Concluiu-se que em biofilme, S. mitis e S. sanguinis apresentaram uma 
resposta antagonista ao crescimento de C. albicans, diminuindo sua 
viabilidade tanto na contagem de UFC/mL, como na mensuração da 
atividade metabólica da levedura. S. mitis e S. sanguinis foram 
favorecidos com a presença de C. albicans, apresentando maior 
crescimento em biofilmes associados. No estudo in vivo de G. mellonella, 
a infecção por C. albicans isolada foi mais patogênica do que os demais 
grupos, sendo que S. mitis e S. sanguinis apresentaram uma possível 
inibição da patogenicidade de C. albicans. 
 
Palavras-chave: Biofilme. Candida albicans. Galleria mellonella. 
Streptococcus mitis. Streptococcus sanguinis. 
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ABSTRACT 

 
 
 
 

Streptococcus sanguinis and Streptococcus mitis are pioneering 
colonizers of oral biofilm and can cause bacterial endocarditis. Candida 
albicans is present in the oral cavity in a commensal manner and also has 
the ability to form biofilm and cause oral candidiasis. The aim of this study 
was to evaluate the interactions between C. albicans with S. sanguinis and 
S. mitis biofilms and their influences in vivo on an experimental 
invertebrate model of Galleria mellonella. To study the interaction of C. 
albicans (ATCC 18804) with S. sanguinis (ATCC 7073) and S. mitis 
(ATCC 4945) monospecies and multispecies biofilms were formed of C. 
albicans and with micro-organisms (a concentration of 107 cells/ml) in the 
bottom of a 96-well plate for 48 h, incubated at 37 °C with 5% CO₂. After 
growth, biofilms were detached, and decimal dilutions were plated on 
selective media. After incubation for 48 h/37 °C the count of colony 
forming units per milliliter (CFU/mL) was obtained. Alongside, XTT salt 
colorimetric assays were carried in order to measure the metabolic activity 
of isolated and associated C. albicans biofilms, following reading at 492 
nm, and the result expressed in absorbance (Abs). In the in vivo study, 
first the sublethal concentrations of microorganisms were determined, and 
inoculated into G. mellonella, and the effect of C. albicans, S. mitis and S. 
sanguinis in caterpillars was observed, evaluating the survival curve. 
Morphological evaluation of the biofilms was performed by scanning 
electron microscopy (SEM). The count of CFU/mL and metabolic activity 
were submitted to normality analisis, and as a normal distribution was 
observed, the results were statistically analyzed by Student's t test (for two 
variables) and Tukey (for three or more variables) considering statistical 
difference at p < 0.05. The G. mellonella survival curves data were 
analyzed by log-rank method. Streptococci influenced the reduction of 
biofilms of C. albicans, and the percentage of reduction, respectively for 
CFU/mL and Abs: 60.3% and 23.0% when associated with S. mitis; and 
66.3% and 48.4% in association with S. sanguinis. SEM Illustrations 
showed a reduction of yeast cells (blastoconidia) and hyphae in 
multispecies biofilms of C. albicans. The in vivo study with G. mellonella, 



 

 
 

isolated groups showed a percentage of caterpillars death of 43.75% for 
C. albicans; 12.5% for S. mitis; and 18.75% S. sanguinis. In the 
associations the percentages of death were: 12.5% for C. albicans and S. 
mitis; and 18.75% for C. albicans and S. sanguinis. It was concluded that 
in the biofilm, S. mitis and S. sanguinis showed an antagonistic response 
to the growth of C. albicans, reducing its viability both in number of CFU/ml 
as the measurement of the metabolic activity of the yeast. S. mitis and S. 
sanguinis were favored with the presence of C. albicans, showing higher 
growth in biofilms associated. In this vivo study of G. mellonella, the 
infecton by C. albicans isolated was more pathogenic than the other 
groups, so that S. mitis and S. sanguinis showed possible inhibition of C. 
albicans pathogenicity. 
 
 
Keywords: Biofilm. Candida albicans. Galleria mellonella. Streptococcus 
mitis. Streptococcus sanguinis. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

 

 

A cavidade bucal é um hábitat complexo que abriga mais 

de 750 espécies bacterianas diferentes (Redanz et al., 2011). Muitas 

dessas espécies são consideradas como membros da microbiota 

residente, vivendo em comensalismo em relação aos outros micro-

organismos e a seu hospedeiro (Jenkinson, Lamont, 2005; Redanz et al., 

2011). A cavidade bucal promove vantagens para os micro-organismos 

participantes, que incluem amplo hábitat para crescimento, maior 

resistência a agentes antimicrobianos e resistência aos agentes de defesa 

do hospedeiro (Thomas, Nakaishi, 2006). 

Biofilme é definido como uma comunidade microbiana 

embebida por uma matriz extracelular aderida em uma superfície biótica 

ou abiótica (Jakubovics, Kolenbrander, 2010). As interações entre as 

espécies bacterianas bucais, desde as fases iniciais de colonização e de 

formação do biofilme supragengival e subgengival maduros, fazem 

desses micro-organismos os principais agentes etiológicos de doenças 

bucais infecciosas, tais como cárie dentária, gengivite e periodontite 

(Pereira et al. 2011; Kang et al., 2011; Zoumpopoulou et al., 2013). 

Durante a formação do biofilme, os micro-organismos 

pioneiros proporcionam uma nova superfície, metabólitos adequados ou 

outros sinais para a fixação de micro-organismos sucessores no biofilme 

(Lamont et al., 2002; Jenkinson, Lamont, 2005; Ge et al., 2008). A 

comunidade de micro-organismos pioneiros do biofilme é formada 

principalmente por estreptococos orais (Jenkinson, Lamont, 2005; 

Okahashi et al., 2011) entre eles Streptococcus sanguinis (anteriormente
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S. sanguis) e Streptococcus mitis, pertencentes ao grupo viridans 

(Yamaguchi et al; 2006), e foco deste estudo. 

S. sanguinis é a primeira espécie bacteriana a colonizar a 

superfície dos dentes e está intimamente relacionado à endocardite 

infecciosa, que é frequentemente causada por bactérias orais que são 

vinculadas pela circulação sanguínea após traumas (Yamaguchi et al., 

2006; Jakubovics et al., 2014). 

S. mitis coloniza praticamente todas as superfícies da 

cavidade bucal, incluindo dentes, língua, superfícies da mucosa, tonsilas 

e nasofaringe (Aas et al., 2008). É também um dos estreptococos orais 

mais comuns associados à endocardite (Levitz, 1999; Sabella et al., 2001; 

Rukke et al., 2012).  

O estabelecimento e a manutenção da microbiota bucal 

estão relacionados não só com a coagregação bacteriana, mas também 

com as interações destas bactérias com leveduras como Candida 

albicans (Nikawa et al., 2003; Vasconcelos et al., 2006). Estudos 

referentes ao isolamento de C. albicans de biofilme dentário, 

demonstraram que esta espécie de levedura não está associada apenas 

ao desenvolvimento de candidose oral, mas também com a patogênese 

da cárie dentária e da doença periodontal (Järvensivu et al., 2004; Pereira 

et al., 2011). 

Sabendo que esses micro-organismos vivem no mesmo 

hábitat e que podem causar doenças humanas são necessários mais 

pesquisas envolvendo as interações entre C. albicans com S. sanguinis e 

com S. mitis em biofilmes, avaliando a patogenicidade desta interação, 

para um maior entendimento dessa associação e uma possível obtenção 

de terapias mais eficientes. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

 

 

Biofilmes são estruturas tridimensionais, compostas por 

comunidades microbianas bem organizadas e cooperativas, ligadas a 

uma superfície sólida e incorporadas por matriz de polissacarídeos 

extracelulares que promovem a adesão de micro-organismos às 

superfícies (Marsh P, Martin, 2004; Zijnge et al., 2010) bióticas e abióticas 

na natureza (Thomas, Nakaishi, 2006). O biofilme pode ser composto por 

espécies bacterianas únicas ou múltiplas, comensais ou patogênicas 

(Mah, O'Toole, 2001). 

Micro-organismos presentes no biofilme humano são 

essenciais para a manutenção da saúde do hospedeiro, tal como produzir 

vitaminas e aminoácidos essenciais e prevenir a colonização por 

patógenos exógenos (Marsh PD, 2010; Dufour et al., 2012). Por outro 

lado, se ocorrer uma desordem no organismo os micro-organismos 

comensais do biofilme podem se tornar patogênicos. A maior parte das 

infecções hospitalares está relacionada com biofilme, pois colonizam 

dispositivos médico implantados, como respiradores, cateteres venosos, 

próteses valvulares, dispositivos ortopédicos e outros (Dufour et al., 

2012). 

A cavidade bucal é um ambiente propício para 

colonização e crescimento de grande quantidade de micro-organismos, 

sendo em sua maioria benéficos e que vivem em harmonia com o 

hospedeiro (Marsh PD, 2010). A presença de tecidos duros (dentes) e 

moles (mucosa e língua) em que cada estrutura apresenta anatomia 

complexa (Jakubovics et al., 2014), além da abundância de nutrientes, 

umidade, temperatura do hospedeiro, cria condições que favorecem a 

colonização por diversos micro-organismos (Dufour et al., 2012), tornando 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mah%20TF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11166241
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=O%27Toole%20GA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11166241
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a cavidade bucal um ambiente ideal para o desenvolvimento do biofilme 

(Thomas, Nakaishi, 2006). 

A colonização de micro-organismos em todas as 

superfícies acessíveis da boca é natural e essencial para o 

desenvolvimento normal da fisiologia da cavidade bucal (Marsh PD, 

2010). O biofilme formado em superfícies duras, como os dentes, 

apresenta-se normalmente com várias camadas de células bacterianas e 

pode chegar a centenas de micrometros de espessura. Por outro lado, a 

colonização bacteriana em tecido mole, como o tecido gengival, 

apresenta-se como uma estrutura em monocamada bacteriana, pois as 

células epiteliais estão em constante descamação e substituição pelo 

hospedeiro, regulando a adesão das bactérias (Kolenbrander, 2000). 

Quando os micro-organismos estão organizados em 

biofilme podem se tornar até mil vezes mais resistentes aos agentes 

antimicrobianos que células planctônicas (Zhang, Mah, 2008). A 

resistência aos antibióticos que ocorre no biofilme é expressa pelo contato 

célula-célula, através do quorum sensing, levando a comunidade 

microbiana a expressar diversos fenótipos de virulência, imunomodulação 

ou a combinação de ambos que neutralizam a ação dos fármacos (Li YH, 

Tian, 2012). Os habitantes do biofilme são continuamente submetidos a 

desafios ambientais na cavidade bucal, incluindo variações na 

disponibilidade de oxigênio e nutrientes, alterações de pH e propriedades 

antimicrobianas da saliva (Nobbs et al., 2009; Wright et al., 2013). 

Quando os micro-organismos não conseguem se fixar a superfície ou 

aderir aos colonizadores iniciais, são sujeitos a eventual deslocamento 

através do fluxo salivar e outras forças mecânicas de remoção (Wright et 

al., 2013). 

O processo de formação do biofilme se inicia com 

algumas espécies de bactérias orais, conhecidas como colonizadores 

iniciais ou pioneiros; Streptococcus gordonii, S. mitis, S. sanguinis, S. 

oralis, Neisseria e Actinomyces; que se aderem a um revestimento na 
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superfície dos dentes denominada película adquirida (Marsh P, Martin, 

2004; Dufour et al., 2012). A película adquirida é uma camada 

membranosa amorfa que recobre a superfície do esmalte dentário, 

inicialmente livre de bactérias (Jorge, 2012), composta por albumina, 

glicoproteínas, proteínas ricas em prolina, mucinas e outros componentes 

(Kreth et al., 2009; Mancl et al., 2013). Após aderência, a comunidade 

pioneira se multiplica, formando microcolônias que ficam revestidas por 

glicoproteínas, polissacarídeos extracelulares e proteínas salivares, 

criando condições para a colonização de bactérias mais exigentes, os 

colonizadores intermediários, que se ligam aos colonizadores primários 

alterando ainda mais a morfologia do biofilme (Marsh P, Martin, 2004). No 

biofilme supragengival predominam bactérias Gram-positivas, enquanto 

que o subgengival é formado principalmente por espécies Gram-negativas 

e anaeróbias (Dufour et al; 2012). Com o estabelecimento da comunidade 

clímax, com alta diversidade microbiana, aumenta o potencial de 

cooperação metabólica e as interações entre os membros da comunidade 

(Kolenbrander et al., 2006). 

As doenças que frequentemente acomentem a cavidade 

bucal são cárie dentária e doença periodontal, sendo que ambas 

decorrem diretamente da ação do biofilme bucal (Jakubovics et al., 2014). 

A cárie dentária é uma doença multifatorial de origem microbiana, que se 

caracteriza pela desmineralização do esmalte dos dentes resultante da 

conversão de carboidratos da dieta em ácidos que resulta principalmente 

na proliferação de estreptococos do grupo mutans. No entanto, a doença 

periodontal é causada em sua maior parte, pela infecção de bactérias 

específicas Gram-negativas mediadas por uma resposta agressiva do 

hospedeiro, levando a destruição do tecido conjuntivo, ligamento 

periodontal e osso alveolar (Zoumpopoulou et al., 2013; Jakubovics et al., 

2014). 

Os estreptococos são importantes membros do biofilme 

bucal, fermentam carboidratos e possuem a capacidade de colonizar 
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inicialmente as superfícies dos dentes cobertas com a película adquirida o 

que permite a colonização subsequente de outras espécies de micro-

organismos bucais (Zheng et al., 2011). A interação microbiana entre os 

estreptococos e outras bactérias orais desempenha um papel crítico no 

desenvolvimento de comunidades microbianas, além de manter o 

equilíbrio entre a saúde e a doença do hospedeiro (Dufour et al., 2012) . 

Pertencentes aos grupos viridans -hemolítico e mitis de 

estreptococos, S. sanguinis e S. mitis são os principais habitantes da 

microbiota comensal da cavidade bucal e trato respiratório superior de 

seres humanos (Yamaguchi et al., 2006; Okahashi et al., 2014). Estes 

estreptococos são micro-organismos anaeróbios facultativos, Gram-

positivos (Evans et al., 2014), crescem em cadeias, e são bactérias 

predominantes no biofilme dentário supra e subgengival, apresentando-se 

em maior quantidade nas cavidades bucais de indivíduos saudáveis 

(Renvert et al.; 2006, Tu et al., 2012).  

Uma das características que contribui para a 

patogenicidade dos membros do grupo mitis de estreptococos é a 

produção de peróxido de hidrogênio (H2O2), substância que possui um 

efeito citotóxico importante para competição bacteriana em biofilmes, 

inibindo o crescimento de outras bactérias, incluindo Streptococcus 

mutans (Zhu, Kreth, 2010; Fujishima et al., 2013; Jakubovics et al., 2014; 

Okahashi et al., 2014). 

Assim como os outros estreptococos pertencentes ao 

grupo mitis, S. sanguinis e S. mitis são considerados importantes na fase 

inicial do desenvolvimento do biofilme e representam mais de 80% dos 

micro-organismos nesta fase (Duran-Pinedo et al., 2014; Jakubovics et 

al., 2014). Estes estreptococos possuem adesinas para receptores de 

película salivar e bactérias, formando uma ligação que facilita a 

colonização de espécies que não possuem a capacidade de se aderir 

facilmente à película adquirida (Jakubovics et al., 2014). Também podem 

atuar como “patógenos acessórios”, aumentando a virulência do biofilme 
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misto (Xu et al., 2013). Além disso, foi demonstrado aumento na 

inflamação da mucosa, infecção invasiva e disseminação sistêmica da 

associação do grupo mitis com C. albicans em camundongos 

imunodeprimidos (Ricker et al., 2014). 

S. sanguinis está intimamente relacionado com 

endocardite infecciosa (Douglas CWI et al., 1993; Evans et al., 2014), que 

é causada por bactérias orais que são vinculadas pela corrente sanguínea 

(Yamaguchi et al., 2006). Como a maioria dos estreptococos orais, S. 

sanguinis produz alfa-hemólise em ágar sangue, uma característica 

relacionada aos membros do grupo víridans pela alteração da 

hemoglobina por um sistema oxidorredutor contido na célula bacteriana 

(Facklam, 2002; Jorge, 2012). Tem sido demonstrado que indivíduos 

livres de cárie apresentam um número significativamente maior de S. 

sanguinis, comparado com indivíduos com cárie (Zheng et al., 2011). Isso 

ocorre também na doença periodontal, o que indica que a presença desse 

micro-organismo pode ser inibidor tanto para periodontite quanto para 

cárie dentária (Jakubovics et al., 2014). 

S. mitis coloniza praticamente todas as superfícies da 

cavidade bucal, incluindo dentes, língua, superfícies das mucosas bem 

como tonsilas e nasofaringe (Aas et al., 2008). Considerado como um dos 

primeiros colonizadores da superfície dental pode ser detectado em 

números elevados tanto na formação inicial do biofilme como em lesões 

de cáries incipientes (Schlafer et al., 2012). S. mitis é um dos micro-

organismos mais abundantes na microbiota oral saudável, e qualquer 

diminuição em números teria um impacto no estado de saúde do biofilme 

oral (Duran-Pinedo et al., 2014). Entretanto, estudos têm demonstrado 

que S. mitis como outras espécies de estreptococos também exibem 

propriedades acidogênicas e acidúricas, pois possui uma capacidade 

variável de formar pequena quantidade de polissacarídeo extracelular 

(glicano) (Uzeda, 2002), sendo capazes de criar um ambiente cariogênico 

(Schlafer et al., 2011). S. mitis é um dos estreptococos orais mais 
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associados com uma variedade de complicações infecciosas incluindo 

endocardite infecciosa, bacteriemia e septicemia (Levitz, 1999; Sabella et 

al., 2001; Okahashi et al., 2014). Recentemente, o câncer de pâncreas 

tem sido associado a S. mitis, aumentando a relevância clínica deste 

grupo de estreptococos (Park HK et al., 2012). 

C. albicans é um fungo dimórfico que podem existir em 

três morfotipos: leveduras, pseudo-hifas e hifas verdadeiras. A 

capacidade de mudar da forma de levedura para forma de hifas é 

importante em diversos processos, tais como virulência (Kumamoto, 

Vinces, 2005; Han et al., 2011; Jacobsen et al., 2012) e formação de 

biofilme (Douglas LJ, 2003; Krueger et al., 2004; Jarosz et al., 2009). A 

forma filamentosa (pseudo-hifas e hifas verdadeiras) promove adesão 

mais firme às células epiteliais e tecidos do hospedeiro, favorecendo a 

invasão e provocando danos ao hospedeiro (Borghi et al., 2014). C. 

albicans é isolada frequentemente de vários sítios bucais, incluindo 

língua, mucosa jugal, palato, biofilme dental, microbiota subgengival, 

lesões de cárie e materiais restauradores (Järvensivu et al., 2004). 

Encontrado na cavidade bucal de 50 a 60% de pacientes 

saudáveis, C. albicans pode causar amplo espectro de doenças como 

candidose, em superfícies bucais, na pele e sistêmica (Ramage et al., 

2005; Pereira et al., 2011; Costa et. al., 2013). A candidose ocorre com 

frequência em pacientes imunologicamente comprometidos, submetidos a 

tratamentos prolongados (Hsu et al., 2013), como pacientes com AIDS, 

hipossalivação, diabetes mellitus, pacientes tratados com terapias 

antibióticas e imunossupressoras para tratamento do câncer e pessoas 

com má higienização bucal (Ishijima et al., 2012). Quando levedura está 

associada a estreptococos orais apresenta em biofilme humano, a 

formação de estruturas semelhantes a “espiga de milho” em torno das 

hifas de C. albicans (Xu et al., 2013; Ricker et al., 2014). C. albicans 

apresenta capacidade de colonizar hidroxiapatita, como S. mutans, mas 

utilizando diferentes mecanismos, e possui capacidade de dissolver este 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hsu%20CC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23210679
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material in vitro em ritmo maior quando comparados com S. mutans 

(Vasconcelos et al., 2006). 

A formação de biofilme é o maior obstáculo para o 

tratamento de infecções provocadas por Candida, pois estas estruturas 

apresentam diferentes características fenotípicas do que espécies 

planctônicas correlatas. (Junqueira et al., 2012; Hsu et al., 2013). No 

biofilme, todas as morfologias de C. albicans são encontradas: 

blastoconídeos, pseudo-hifas e hifas são incorporados em uma matriz 

extracelular (Borghi et al., 2014), além de apresentar sensibilidade 

reduzida aos agentes antifúngicos e proteção do sistema imune, o 

biofilme não só oferece proteção física contra antimicrobianos, como 

também as células em biofilme tornam-se intrinsecamente resistentes aos 

medicamentos, isso ocorre pelo estado metabólico alterado que essa 

estrutura lhe confere (Fox, Nobile, 2012; Cirasola et al., 2013; Hsu et al., 

2013). A aplicação de técnicas genéticas moleculares tem sido 

empregada para auxiliar na identificação de genes responsáveis pela 

virulência de C. albicans (Fonzi, Irwin, 1997). Nailis et al. (2006) 

demonstraram que cerca de 5% de todos os genes de C. albicans são 

expressos de forma diferente em biofilmes em comparação com cultura 

de células na fase planctônica. 

O uso de animais vertebrados como modelos 

experimentais de infecção para o estudo da virulência de um patógeno ou 

a eficácia terapêutica de um medicamento, como a interação hospedeiro-

patógeno, já vem sendo usada há muito tempo. Mas, sua utilização 

implica em algumas desvantagens, como a submissão e aprovação do 

comitê de ética, local apropriado para instalação dos animais, a restrição 

quanto ao número de animais utilizados, como também um custo elevado 

com manutenção dos animais (Cirasola et al., 2013; Nathan, 2014). Em 

contra partida, modelos de invertebrados têm sido muito utilizados como 

meio alternativo para o estudo da patogenicidade de micro-organismos, 

incluindo Caenorhabditis elegans, Drosophila melanogaster e a lagarta 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hsu%20CC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23210679
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hsu%20CC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23210679
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Galleria mellonella (insecta, Lepidoptera, Galleridae) como hospedeiro 

(Jacobsen, 2014).  

G. mellonella (conhecida como a traça maior da cera), 

diferentemente dos animais vertebrados, apresentam um custo de 

manutenção mais reduzido em relação a outros animais, o que permite o 

uso de uma quantidade maior de animais. O tamanho relativamente 

grande das lagartas é de fácil manuseio, facilita a injeção padronizada 

inóculo (processo feito sem anestesia), é eticamente aceitável (Cirasola et 

al., 2013; Harding et al., 2013; Borghi et al., 2014; Jacobsen, 2014). As 

lagartas podem ser mantidas a temperatura de 37 °C, sendo esta 

característica muito importante, pois é a temperatura em que os micro-

organismos apresentam condições ideais de patogenicidade ao 

hospedeiro humano, além de permitir uma rápida avaliação da eficácia e 

toxicidade de agentes in vivo. (Junqueira et al., 2012; Li DD et al., 2013). 

A extrema flexibilidade do modelo de G. mellonella permite tanto estudos 

de patogenicidade microbiana, como avaliar a eficácia terapêutica de 

agentes antimicrobianos, permitindo o estudo simultâneo deste último 

com a toxicidade e a interação com a resposta imune inata (Borghi et al., 

2014). 

G. mellonella não possuem sistema imune adquirido, mas, 

possuem uma resposta inata bem desenvolvida, que envolve 

componentes humorais e celulares incluindo a produção de peptídeos 

antimicrobianos e lipídeos (Harding et al., 2013; Borghi et al., 2014). 

Células epiteliais do intestino médio da larva compartilham de fenótipos 

fisiológicos similares às células intestinais de mamíferos (Nathan, 2014). 

Os hemócitos, células mais numerosas na hemolinfa de G. mellonella, 

são os principais componentes da defesa celular. Estas células atuam 

como fagócitos especializados (plasmócitos e células granulares) e 

realizam funções similares aos macrófagos e neutrófilos humanos 

(Harding et al., 2013). Outra forma de defesa é a capacidade de 

nodulação que consiste no encapsulamento dos micro-organismos 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Jacobsen%20ID%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24384470
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Jacobsen%20ID%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24384470
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limitando sua limitando sua replicação (Dunphy et al., 2003; Harding et al., 

2013). 

Além das infecções por C. albicans (Cotter et al., 2000; 

Fuchs et al., 2010; Junqueira et al., 2011; Chibebe et al., 2013), G. 

mellonella tem sido utilizada recentemente para estudar a patogênese da 

infecção por outros patógenos, incluindo: Acinetobacter baumannii (Peleg 

et al., 2009; Gaddy et al., 2012); Aspergillus fumigatus (Fallon et al., 

2011), Bacillus cereus (Stenfors Arnesen et al., 2011); Cryptococcus 

neoformans (Mylonakis, Aballay, 2005), Enterococcus faecalis (Yasmin et 

al., 2010; Michaux et al., 2011); Enterococcus faecium (Chibebe Junior et 

al., 2013); Escherichia coli (Leuko, Raivio, 2012); Francisella tularensis 

(Aperis et al., 2007) Pseudomonas aeruginosa (Jander et al., 2000; Miyata 

et al., 2003), Staphylococcus aureus (Desbois, Coote, 2011); 

Streptococcus pyogenes (Olsen et al., 2011) e Yersinia 

pseudotuberculosis (Champion et al., 2009). Entretanto, não foram 

encontrados trabalhos na literatura que estudaram a ação de S. mitis e S. 

sanguinis, bem como sua interação simultânea com C. albicans no 

modelo de invertebrado de G. mellonella. 

Assim, diante do potencial patogênico apresentado por 

estes micro-organismos, torna-se de interesse científico analisar as 

interações dos mesmos em comunidades mistas, e os efeitos causados 

pelos estreptococos no potencial patogênico de C. albicans in vivo.  

 



 

 

 

3 PROPOSIÇÃO 

 

 

 

 

3.1 Objetivo geral  

 

 

O objetivo deste trabalho foi avaliar interações entre C. 

albicans com S. sanguinis e com S. mitis em biofilmes e verificar a 

patogenicidade destes micro-organismos em modelo experimental 

invertebrado. 

 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

 

Avaliar a contagem de UFC/mL de C. albicans, S. mitis e 

S. sanguinis, em biofilmes isolados e associados. 

Avaliar a atividade metabólica de C. albicans nas 

associações com S. sanguinis e S. mitis utilizando-se método XTT. 

Avaliar a patogenicidade de C. albicans, S. mitis e S. 

sanguinis, isolados e associados, em modelo experimental in vivo de G. 

mellonella. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

 

 

4.1 Micro-organismos e padronização das cepas 

 

 

As cepas padrão ATCC (American Type Culture 

Collection) utilizadas foram cedidas pela Fundação Oswaldo Cruz 

(FIOCRUZ) e encontravam-se congeladas a -70 °C no laboratório de 

Microbiologia e Imunologia do Curso de Odontologia, do Instituto de 

Ciência e Tecnologia do Campus de São José dos Campos, UNESP. 

Após reativação das cepas, foram preparadas 

suspensões padronizadas utilizando C. albicans (ATCC 18804), S. 

sanguinis (ATCC 7073) e S. mitis (ATCC 4945). As cepas de C. albicans 

foram repicadas em ágar Sabouraud dextrose (Difco, Detroit, USA) e as 

cepas de S. sanguinis e S. mitis em ágar infusão cérebro coração - BHI 

(Brain Heart Infusion, Difco, Detroit, USA). 

Os micro-organismos foram incubados em estufa 

bacteriológica a 37 ºC por 24 h. Todos os ensaios com cepas de S. 

sanguinis e S. mitis foram incubados em estufa bacteriológica sob 

condições de microaerofilia (5% de CO2).  

Após o tempo de incubação, foram realizados esfregaço 

em lâminas e posteriormente coradas pela coloração de Gram das 

colônias obtidas para confirmar a pureza das culturas. A seguir, as células 

microbianas foram centrifugadas (2000 Xg/10 min), o sobrenadante foi 

desprezado e o sedimento suspenso em 10 mL de solução fisiológica 

tamponada com fosfato – PBS (Phosphate Buffered Saline). Esse 

procedimento foi repetido novamente. A padronização do número de 

células da suspensão foi realizada em espectrofotômetro (B582, Micronal, 
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São Paulo, Brasil) obtendo-se concentração de 107 micro-organismos/mL. 

Os parâmetros de densidade óptica e comprimento de ondas utilizado 

foram respectivamente: 0,381 e 530 nm para C. albicans e 0,560 e 398 

nm para S. sanguinis e S. mitis. 

 

 

4.1.1 Formação dos biofilmes isolados e associados de C. albicans 
 

 

Para a formação dos biofilmes, foi utilizada a metodologia 

descrita por Thein et al. (2006) com modificações. 

Os biofilmes foram formados no fundo de placa de 

microtitulação de 96 poços (Costar Corning, Nova York, EUA), com n = 10 

para cada grupo experimental. Para isso, inicialmente foram inoculados 

100 µL da suspensão padronizada de células de C. albicans (107 

céls/mL). As placas foram incubada em agitação com rotação de 75 rpm 

(Quimis, Diadema, São Paulo) a 37 °C por 90 min para promover a 

adesão inicial de C. albicans.  

Após a fase inicial de adesão, a suspensão foi aspirada e 

cada poço foi lavado duas vezes com PBS para remover as células não 

aderidas. Um total de 100 µL de soro fetal bovino (Gibco – New York, 

EUA) foi transferido para cada poço e a placa reincubada por 2 h. Após 

este período, os poços foram lavados duas vezes com PBS. Para os 

biofilmes associados, em cada poço da placa de 96 poços, foram 

inoculados 50 µL da suspensão padronizada de S. mitis ou S. sanguinis.  

Para a promoção do crescimento do biofilme, 70 µL de 

Yeast Nitrogen Base – YNB (Difco, Detroit, USA) e 30 µL de caldo Infusão 

Cérebro-Coração – BHI (Brain Heart Infusion Broth, Difco, Detroit, USA) 

foram adicionados a cada poço. As placas foram incubadas a 37 °C em 

estufa com agitação de 75 rpm. sob condições de microaerofilia (5% de 

CO2), por 48 h. O caldo foi trocado após 24 h. 
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4.1.2 Formação dos biofilmes de S. mitis e S. sanguinis isolados 
 

 

As suspensões para os biofilmes de estreptococos foram 

realizadas simultaneamente, utilizando-se os mesmos passos para 

equiparar com os biofilmes isolados e em associação de C. albicans, 

propostos no item 4.1.1. Foram inoculados 50 µL da suspensão 

padronizada de S. mitis ou S. sanguinis, em cada poço da placa de 96 

poços com n = 10 para cada micro-organismo, e para a promoção do 

crescimento dos biofilmes, foi adicionado 100 µL de caldo BHI. As placas 

foram incubadas a 37 °C em estufa com agitação de 75 rpm sob 

condições de microaerofilia (5% de CO2), por 48 h. O caldo foi trocado 

após cada 24 h. 

 

 

4.1.3 Determinação de unidades formadoras de colônia (UFC/mL) 

 

 

Após 48 h, cada poço contendo biofilme foi lavado duas 

vezes com PBS. Em seguida, o biofilme de cada poço aderido ao fundo 

da placa foram dispersos em homogeneizador ultra-sônico (Sonics Vibra 

Cell, Connecticut, USA) com potência de 50 W, por 30 s, utilizando 

ponteira multicanal. A partir da solução obtida foram realizadas diluições 

decimais das suspensões dos biofilmes, as quais foram semeadas em 

placas contendo meios de cultura seletivos específicos para cada micro-

organismo; ágar Sabouraud dextrose com 50 mg/L de cloranfenicol 

(União Química, São Paulo, Brasil) para C. albicans, e ágar Mitis 

Salivarius (Difco, Detroit, USA) para S. sanguinis e S. mitis. Nos biofilmes 

isolados de S. mitis e S. sanguinis foi usado ágar BHI. As placas foram 

incubadas a 37 °C por 48 h. Após incubação, as colônias foram contadas 

para o cálculo de unidades formadoras de colônias por mililitro (UFC/mL) 
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e o número obtido foi transformado em logaritmo de base 10 (log10) para 

cálculo estatístico. 

 

 

4.2 Atividade metabólica 

 

 

O ensaio colorimétrico com XTT [2,3-bis(2-metoxi-4-nitro-

5-sulfofnil)-2H-tetrazólio-5-carboxanilida, sal sódico, Aldrich Chemical, 

Wisconsin, EUA] foi realizado de acordo com o protocolo descrito por Jin 

et al. (2003). Os biofilmes foram formados, conforme descrito 

anteriormente (item 4.1.1) apresentando n = 10 para cada grupo 

experimental, lavados duas vezes com 250 µL de solução fisiológica 

tamponada com fosfato (PBS - Phosphate Buffered Saline). Em seguida 

197,5 µL de PBS, 50 µL de XTT e 2,5 µL de menadiona (Aldrich 

Chemical, Wisconsin, EUA) foram adicionados a cada poço pré-lavado. 

Nos poços com os biofilmes que foram utilizados para controle negativo 

da atividade metabólica, após a lavagem, receberam 250 µL de PBS. Os 

biofilmes foram incubados no escuro a 37 °C/3 h. Em seguida, 100 µL do 

sobrenadante da solução foram transferidas para um novo poço e a 

mudança colorimétrica medida usando leitor de microplaca (Sdorf, São 

Paulo, Brasil) a 492 nm. O resultado da leitura foi expresso em valor de 

absorbância (Abs) final, obtida através da seguinte equação:  

 

Abs final= Abs teste – Abs controle negativo 
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4.3 Microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

 

 

Para ilustrar os biofilmes estudados, foram realizadas 

análises em microscopia eletrônica de varredura. Os micro-organismos 

foram cultivados e as suspensões microbianas padronizadas conforme 

item 4.1, entretanto os biofilmes foram desenvolvidos em discos estéreis 

de poliestireno, mesmo material das placas de 96 poços (n = 2), de 

aproximadamente 8 x 2 mm de diâmetro, em placas de 24 poços (Costar 

Corning, New York, USA). Para os biofilmes isolados e associados de C. 

albicans, os volumes da suspensão e do soro fetal bovino foram de 1 mL. 

Para promoção do crescimento foram utilizados 700 µL YNB e 300 µL de 

caldo BHI. Após o desenvolvimento, os biofilmes foram lavados, duas 

vezes, com 2 mL de PBS para remover as células não aderidas. Nos 

biofilmes isolados de S. mitis e S. sanguinis, foram utilizados 500 µL da 

suspensão e 1000 µL de caldo BHI. Após o desenvolvimento, os biofilmes 

foram lavados, duas vezes, com 2 mL de PBS para remover as células 

não aderidas, e submetidos ao preparo para MEV, conforme protocolo de 

Pereira et al. (2013). 

Os biofilmes foram fixados por imersão em 1 mL de 

glutaraldeído a 2,5% por 1 h, seguido de desidratação em 1 mL de 

soluções de álcool com concentrações crescentes (10%, 25%, 50%, 75% 

e 90% por 20 min e 100% por 1 h). As placas foram incubadas em estufa 

a 37 °C/24 h para secagem completa dos discos. Posteriormente, os 

discos foram transferidos para stubs de alumínio e foram recobertos com 

ouro por 120 s a 40 miliamperes (EMITECH SC62720 Sputter Coaters, 

Quorum Technologies Ltd - East Sussex, UK). Após a metalização, os 

biofilmes foram examinados e fotografados em MEV (Jeol JSM5600, 

Tóquio, Japão), com aumentos de 1000 e 5000 x. 
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4.4 Interação entre C. albicans com S. mitis e S. sanguinis em 

modelo experimental de Galleria mellonella  
 
 

Para este estudo foi utilizada a metodologia descrita por 

Mylonakis et al. (2005b) e Fuchs et al. (2010) com modificações. 

Foram utilizadas G. mellonella em estágio final da fase 

larval com peso corporal de aproximadamente 270 mg obtidas do 

criadouro do laboratório de Microbiologia e Imunologia do Instituto de 

Ciências e Tecnologia – ICT, UNESP/São José dos Campos. As lagartas 

foram mantidas sem ração no período experimento. 

 

 

4.4.1 Determinação das concentrações microbianas subletais 

 

 

Antes do estudo da curva de sobrevivência, foram 

realizados ensaios para determinar as concentrações microbianas 

subletais de S. mitis e S. sanguinis nas lagartas de G. mellonella. 

Para isso, foram inoculadas nas lagartas, suspensões 

padronizadas de S. mitis e S. sanguinis em diferentes concentrações (102 

a 107 células/mL). Estas suspensões foram preparadas de acordo com o 

item 4.1 e padronizadas em espectrofotômetro. Para cada concentração, 

foram utilizadas 16 lagartas. Inóculo de 5 μL de cada suspensão foi 

injetada com seringa de Hamilton (701N 10µ SYR (26s/2”/2) - Hamilton 

Company, Nevada, EUA) na hemolinfa de cada larva através da última 

proleg esquerda. Na proleg direita de cada larva foram injetadas 5 µL de 

PBS. No grupo controle, foram injetados 5 µL de PBS na proleg esquerda 

e igual volume na proleg direita. Após a inoculação as lagartas foram 

colocadas em placas de Petri e mantidas em estufa a 37 °C. 
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As lagartas foram observadas, 18 h após a inoculação 

dos micro-organismos e posteriormente a cada 24 h, sendo o número de 

lagartas mortas anotadas. O experimento foi conduzido por 7 dias, ou até 

alguma lagarta do grupo controle ser considerada morta, quando não 

apresentaram nenhum movimento ao toque ou entrar no estágio de pupa. 

Também foi avaliado um grupo inoculado apenas com 

PBS para comprovar que a morte não ocorreu pelo trauma da agulha, 

sendo acompanhado o estado de saúde das lagartas de G. mellonella 

durante todo o experimento.  

Antes da inoculação, as seringas utilizadas para as 

injeções foram esterilizadas com ácido peracético (Henkel - Ecolab 

GmbH, Düsseldorf, Alemanha) de acordo com as instruções do fabricante. 

A limpeza da agulha e da parte interna da seringa foram realizadas a 

cada 5 injeções. Para esta limpeza a seringa foi lavada em uma 

sequência de 4 tubos que continham respectivamente:  

 

a) 20 mL de hipoclorito de sódio; 

b) 20 mL de álcool absoluto; 

c) 20 mL de água destilada estéril; 

d) 20 mL de PBS estéril.  

 

Em cada tubo a agulha foi mergulhada e realizados 5 movimentos no 

êmbolo para cima e para baixo, na sequência descrita acima. 

 

 

4.4.2 Determinação da curva de sobrevivência de G. mellonella 

 

 

Os grupos experimentais e número de lagartas utilizadas 

para cada experimento estão descriminadas no Quadro 1. Para 
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determinação da concentração subletal e curva de sobrevivência foram 

usadas 16 lagartas para cada grupo.  

Após a incubação as células microbianas de C. albicans, 

S. mitis e S. sanguinis foram centrifugadas (2000 Xg/10 min), o 

sobrenadante foi desprezado e o sedimento suspenso em 10 mL de PBS. 

Esse procedimento foi repetido novamente. A padronização do número de 

células da suspensão foi realizada em espectrofotômetro (B582, Micronal, 

São Paulo, Brasil) obtendo-se concentração de 107 micro-organismos/mL, 

Em seguida foi realizada diluição seriada das suspensões para obtenção 

da concentração de 105 células/mL de C. albicans, S, mitis e S. sanguinis. 

As lagartas foram inoculadas e colocadas em placas de Petri, incubadas a 

37 °C e foram observadas em 18 h de incubação e depois a cada 24 h, ou 

até que alguma das lagartas do grupo controle (PBS) ser considerada 

morta, quando não apresentaram nenhum movimento ao toque ou entrar 

no estágio de pupa. 

 

Quadro 1- Número de lagartas de G. mellonella usadas e seus 
respectivos grupos experimentais 
 

Grupos experimentais 
Concentração 

subletal 
(n) 

Curva de 
sobrevivência 

(n) 

Controle PBS 16 16 
C. albicans -- 16 

S. mitis 64 16 
S. sanguinis 64 16 
C. albicans/S. mitis -- 16 
C. albicans/S. sanguinis -- 16 

Total 144 96 
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4.5 Análise estatística 

 

 

A análise estatística dos resultados obtidos no presente 

estudo foi realizada com auxílio do software Minitab 14 (Minitab Inc, 

Pennsylvania, USA). Os dados obtidos na contagem de UFC/mL dos 

biofilmes e os valores de Abs obtidos pelo método XTT foram submetidos 

à análise de distribuição. Como a distribuição foi considerada normal, 

foram utilizados os testes de t de Student (para duas variáveis) e Tukey 

(para três ou mais variáveis). Diferença estatisticamente significante foi 

considerada quando o valor de p foi menor que 0.05. Para avaliação da 

curva de sobrevivência de G. mellonella, foi utilizado o teste de Log-rank 

(Mantel-Cox) utilizando o Programa Graph Pad Prism.  

 



 

 

5 RESULTADOS 

 

 

 

 

Inicialmente, foram realizados biofilmes monoespécie de 

C. albicans, S. sanguinis e S. mitis, e a seguir a formação de biofilmes 

associados de C. albicans com S. sanguinis e C. albicans com S. mitis. 

Os resultados obtidos nas contagens de UFC/mL (log10) foram analisados 

estatisticamente. Na figura 1 está representada a comparação da 

contagem de UFC/mL (log10) entre os biofilmes isolados de C. albicans e 

a associação de C. albicans com S. mitis e C. albicans com S. sanguinis. 

Pode-se observar nesta figura que o biofilme de C. albicans monoespécie 

apresentou maior crescimento, com diferença estatística, quando 

comparado com biofilme de C. albicans associado com S. sanguinis (p = 

0,003) e C. albicans com S. mitis (p = 0,003). No entanto, a comparação 

entre os biofilmes associados de C. albicans com S mitis e C. albicans 

com S. sanguinis, não apresentou diferença estatisticamente 

significantes. Os estreptococos influenciaram na redução dos biofilmes 

formados por C. albicans, em comparação aos biofilmes isolados desta 

levedura, em 60,3% quando da associação com S. mitis, e 66,3% na 

associação com S. sanguinis. 

No presente estudo também foi avaliada a influência de C. 

albicans em biofilmes de estreptococos. Na figura 2 pode-se observar a 

contagem de UFC/mL (log10) para biofilme monoespécie de S. mitis e sua 

associação com C. albicans, a qual foi diferente estatisticamente (p = 

0,001). Na figura 3, estão os resultados dos biofilmes de S. sanguinis 

isolados e associados com C. albicans, os quais também foram diferentes 

estatisticamente. Estes resultados demonstraram que a levedura C. 

albicans pode ter propiciado um aumento nos biofilmes de estreptococos.
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Figura 1 - Médias e desvios padrão dos dados de UFC/mL (Log10) obtidos na formação 
de biofilmes isolados de C. albicans e em associação com S. mitis e C. albicans com S. 
sanguinis, com n = 10. Letras diferentes indicam diferença estatisticamente significante 
(teste de Tukey, p < 0,05). 
 

 

 
Figura 2 - Médias e desvios padrão dos dados de UFC/mL (Log10) obtidos de biofilme de 
S. mitis isolado e associado com C. albicans, com n = 10. Letras diferentes indicam 
diferença estatisticamente significante (teste t-Student, p < 0,05). 

.   
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Figura 3 - Médias e desvios padrão dos dados de UFC/mL (Log10) obtidos de biofilme de 
S. sanguinis isolado e associado à C. albicans, com n = 10. Letras diferentes indicam 
diferença estatisticamente significante (teste t-Student, p < 0,05). 
 

 

Na quantificação da atividade metabólica de C. albicans, 

realizada através do teste colorimétrico com o sal XTT (Figura 4), os 

resultados foram estatisticamente iguais (p > 0,05), sem diferença 

significante nos biofilmes isolados e associados de C. albicans. Foram 

encontradas taxas de redução, em relação aos biofilmes monoespécie de 

C. albicans, na associação de C. albicans com S. mitis de 23,0%, e de 

48,4% quando a levedura foi associada com S. sanguinis. 
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Figura 4 - Médias e desvios padrão da atividade metabólica de C. albicans, mensurada 
em absorbância, em biofilmes isolados e associados à S. mitis e S. sanguinis obtidos 
através do ensaio colorimétrico com sal XTT e menadiona, com n = 10. Letras diferentes 
indicam diferença estatisticamente significante (teste de Tukey, p < 0,05). 

 

A partir das imagens obtidas por MEV foi possível 

observar grande número de células nos biofilmes monotípicos. Para o 

biofilme monotípico de C. albicans (Figuras 5A e 5B), observou-se grande 

quantidade de blastoconídeos e hifas. No biofilme isolado de S. mitis 

(Figuras 5C e 5D) observou-se grande quantidade de cocos e no biofilme 

isolado de S. sanguinis (Figuras 5E e 5F) além da presença de cocos, 

observa-se também a presença de matriz extracelular, que representa 

uma característica importante dos estreptococos na formação de biofilme. 

Para as imagens de biofilmes multiespécies, podemos observar uma 

possível inibição de C. albicans quando associada a S. mitis (Figuras 6A e 

6B) com uma menor quantidade de células e hifas, esta diminuição ocorre 

também com a associação de C. albicans com S. sanguinis (figura 6C e 

6D) com a diferença de esta associação apresentar uma grande 

quantidade matriz extracelular.  
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Figura 5 - MEV de biofilmes isolados formados em corpos-de-prova de poliestireno após 
48 h de crescimento. A) e B) MEV do corpo-de-prova com biofilme isolado de C. 
albicans. Observam-se leveduras e hifas (aumento de 1000x e 5000x respectivamente); 
C) e D) MEV de corpos-de-prova com biofilmes de S. mitis, observa-se um aglomerado 
de cocos, em aumento de 1000x e 5000x respectivamente; E) e F) MEV de corpos-de-
prova com biofilme de S. sanguinis, observa-se grande quantidade de cocos em 
aumento de 1000x e 5000x. 

A B 

C D 

E F 
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Figura 6 – MEV de biofilmes associados formados em corpos-de-prova de poliestireno 
após 48 h de crescimento. A) e B) MEV de corpo-de-prova com biofilme de C. albicans 
associado à S. mitis, observa-se leveduras e cocos e poucas hifas, em aumento de 
1000x e 5000x, respectivamente; C) e D) MEV de corpos-de-prova com biofilmes de C. 
albicans associado a S. sanguinis, observa-se cocos, leveduras, hifas e a presença de 
polímeros extracelulares, em aumento de 1000x e 5000x respectivamente. 
 

 

A patogenicidade dos micro-organismos verificados em G. 

mellonella foi a avaliado por meio da curva de sobrevivência que está 

ilustrado na figura 7. Inicialmente foram realizados testes iniciais para 

determinar a dose subletal da concentração de células para cada micro-

organismo para inoculação em G. mellonella. Na figura 7, observou-se 

que o grupo controle, em que só foi inoculado PBS, não houve morte das 

lagartas. O grupo de C. albicans monoespécie conforme gráfico A e B 

apresentou maior percentual de morte das lagartas (43,75%). Enquanto 

os percentuais de sobrevivência das lagartas de G. mellonella foram de 

12,5% para os grupos isolados S. mitis (Figura 7A) e sua associação com 

A B 

D C 
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C. albicans (Figura 7B), e de 18,75% para os grupos isolados de S. 

sanguinis (Figura 7A) e sua associação com C. albicans (Figura 7B), 

demonstrando um baixo percentual de patogenicidade. Na análise entre 

C. albicans com os grupos C. albicans associada com S. mitis e C. 

albicans associada com S. sanguinis e na análise de C. albicans com 

biofilmes isolados de S. mitis e S. sanguinis não foram obtidos resultados 

estatisticamente significantes. 

 
 A 

 
 B   

 
Figura 7 - Curva de sobrevivência de G. mellonella (n = 16), após inoculação de C. 
albicans, S. mitis e S. sanguinis isolados e em associação. A grupos experimentais, 
PBS, C. albicans, S. mitis, S. sanguinis e B grupos experimentais PBS, C. albicans, C. 
albicans associado com S. mitis, e associado com C. albicans e S. sanguinis. 



 
 

 

6 DISCUSSÃO  

 

 

 

 

O desenvolvimento do biofilme ocorre pelo crescimento 

de micro-organismos em camadas, de forma complexa e dinâmica, 

permitindo a colonização por diferentes espécies. Isso ocorre pela 

comunicação entre os micro-organismos através do quorum sensing o 

que proporciona uma manutenção nutricional e das espécies presentes 

no biofilme, bem como as protege da defesa ao sistema imune do 

hospedeiro e de agentes antimicrobianos (Wright et al., 2013; Struzycka, 

2014). O biofilme apresenta outras vantagens, como a proteção ao 

ambiente, à resistência de remoção física e química das células, a 

cooperação metabólica e regulação da expressão de genes (Ramage et 

al., 2009, 2012).  

Outro aspecto característico do biofilme é a presença da 

matriz extracelular, que apresenta várias funções como coesão celular, 

manutenção da estrutura da comunidade microbiana, recurso nutricional e 

proteção de xenobióticos, antimicrobianos e proteção do sistema imune 

do hospedeiro (Zarnowski et al., 2014).  

As interações entre as diversas espécies presentes em 

biofilmes mistos podem ser sinérgicas, em que a presença de um micro-

organismo gera um nicho para outros, que por sua vez podem que 

auxiliam na retenção de outros micro-organismos. Entretanto, pode 

ocorrer antagonismo entre as espécies, em que produtos como o 

lipopolissacarídeo da parede celular de Gram negativas; liberados por um 

micro-organismo impedem o crescimento e instalação de outros micro-

organismos no biofilme (Jorge, 2012).  

O presente estudo avaliou a contagem de UFC/mL (log10) 

dos biofilmes isolados e associados de C. albicans, S. mitis e S. 
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sanguinis. Os colonizadores iniciais do biofilme bucal, S. mitis e S. 

sanguinis, apresentam a capacidade de inibir micro-organismos 

cariogênicos e periodontopatogênicos, mas, apesar de sua capacidade 

reguladora do biofilme, são capazes de induzir doença quando atingem a 

corrente sanguínea, como a endocardite bacteriana que muitas vezes 

pode ser fatal para o indivíduo. C. albicans está associada com estomatite 

por prótese e candidose bucal, e parecem estar presentes em biofilmes 

cariogênicos e periodontopatogênicos. S. sanguinis possui estruturas 

semelhantes ao pili que estreptococos patogênicos, que apresentam 

função de ligação bacteriana à fibronectina. A função deste pili é propiciar 

a interação com a amilase salivar, o que contribui para a colonização de 

S. sanguinis na cavidade oral humana (Okahashi et al., 2011). Por outro 

lado, C. albicans colonizam a superfície bucal, proliferam e provocam 

danos através da expressão de seus fatores de virulência, como 

aderência as células do hospedeiro, hidrofobicidade celular, produção de 

hifas, formação de biofilme, e secreção de enzimas extracelulares 

(Schaller et al., 2005;. Mishra et al., 2007). 

Através da contagem de UFC/mL dos biofilmes 

analisados no presente estudo, e traçando um comparativo com os 

biofilmes isolados de C. albicans e associados, observou-se que houve 

um menor crescimento da levedura quando da associação com S. mitis 

(60,3 ± 28,8%) e com S. sanguinis (66,3 ± 23,1%), e um aumento nas 

células de S. mitis e de S. sanguinis quando associados com C. albicans, 

comparados com o biofilme monoespécie dos respectivos estreptococos. 

Outros estudos em biofilmes de interação de C. albicans e 

estreptococos também apresentaram diminuição nas contagens da 

levedura. No estudo de Romeiro (2009), foi analisada a aderência de S. 

sanguinis, C. albicans e associações destes micro-organismos com S. 

mutans às superfícies de implantes dentários com diferentes tratamentos 

de superfície, e se verificou que S. sanguinis isolado apresentou uma 

menor aderência quando comparada a sua associação com S. mutans 
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e/ou C. albicans, dados que corroboram os presentes resultados. Pereira 

et al. (2011) avaliaram os efeitos específicos da terapia fotodinâmica em 

diferentes biofilmes mono e multiespécies. Através dos resultados desses 

autores pode-se obsevar que, nos biofilmes controles (sem nenhum 

tratamento) houve diminuição do crescimento em UFC/mL de C. albicans 

associada com S. mutans, demonstrando novamente que a interação 

entre estas espécies é desfavorável para a levedura.  

S. sanguinis possui proteínas intracelulares e exócrinas 

que de acordo com o estudo de Ma et al. (2014), causaram efeitos 

antagonista para Prevotella intermedia, Porphyromonas gingivalis, 

Candida tropicalis e C. albicans, inibindo os biofilmes formados pelos 

mesmos. Além disso, segundo os autores, estas proteínas afetaram o 

crescimento e a morfologia de C. albicans e C. tropicalis. Os autores, 

entretanto, não conseguiram identificar o mecanismo inibitório dessas 

proteínas. Outra característica importante no controle de outros micro-

organismos por S. sanguinis é a produção de peróxido de hidrogênio 

(H2O2), que propiciou um resultado antagonista ao crescimento de S. 

mutans (Zheng et al., 2011). Okahashi et al. (2014) concluíram que H2O2 

derivado do grupo mitis de estreptococos é uma citotoxina potencial que 

atua na indução de interleucina-6 (IL-6), o que contribui para 

patogenicidade deste grupo.  

Nas ilustrações de MEV obtidas no presente estudo, se 

observou menor quantidade de células leveduriformes (blastoconídeos) e 

hifas nos biofilmes multiespécie de C. albicans. Outro dado interessante 

foi à presença de matriz extracelular no biofilme monotípico de S. 

sanguinis e na associação de C. albicans, o que não ocorreu com os 

biofilmes monoespécie de S. mitis e de sua associação com a levedura. 

S. mitis possui capacidade variável de formar pequena quantidade de 

polissacarídeo extracelular Uzeda (2002), o que reforça os nossos 

achados neste estudo. Já a presença de matriz extracelular nos biofilmes 

associados de S. sanguinis e C. albicans estão semelhantes aos de 
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Pereira et al. (2011), no qual também foi observada, através de MEV, a 

presença de biofilme espesso, com presença de matriz extracelular na 

interação de C. albicans com S. mutans. 

A atividade metabólica XTT, é uma técnica utilizada para 

estimar o crescimento viável do biofilme e analisar o impacto de terapias 

antimicrobianas nos mesmos, além de ser considerado um método 

reprodutível, exato, de baixo custo e eficiente para mensurar os biofilmes 

(Costa et al., 2013). Este ensaio indica a atividade metabólica das células 

de leveduras, medida através da absorbância, através da mudança de 

coloração, obtida pela redução do sal XTT, resultando em uma reação de 

coloração alaranjada, mensurada em espectrofotômetro. Na quantificação 

da atividade metabólica de C. albicans, não foram observados resultados 

estatisticamente significantes, não havendo diferença na atividade 

mitocondrial de C. albicans isolada ou quando comparada os biofilmes 

associados. No entanto, o percentual de redução do biofilme associado 

de C. albicans em comparação com o seu biofilme isolado foi de 23,0 ± 

15,2% em associação com S. mitis, 48,4 ± 25,7% com S. sanguinis. Estes 

resultados mostraram-se semelhantes comparados à contagem de 

UFC/mL (log10).  

Estudos de Piva et al. (2011) avaliaram os efeitos de 

Escherichia coli sobre os biofilmes de C. albicans formados in vitro. Os 

autores verificaram maior viabilidade celular em biofilme monotípico de C. 

albicans quando comparado com biofilme heterotípico com E. coli, 

sugerindo que bactéria promoveu certa inibição da levedura. Park SJ et 

al. (2014) também mostraram a influência da presença de bactérias na 

formação de biofilme de C. albicans pelo método XTT, e observaram que 

no biofilme isolado a cepa 53 de C. albicans (isolada da cavidade bucal 

de indivíduos saudáveis) a atividade metabólica foi maior (0.392 ± 0.064) 

comparado com sua associação com Streptococcus pyogenes (0.298 ± 

0.026) e com Streptococcus salivarius (0.198 ± 0.053). A redução em 

biofilme associado também foi observada na análise de biofilme isolado 



45 

 

da cepa 163 de C. albicans (isolada do sangue) em que os valores foram 

de 2.406 ± 0.064, e apresentou uma grande redução quando associado 

com S. pyogenes (0.349 ± 0.024) e com S. salivarius (0.157 ± 0.032). 

O modelo invertebrado G. mellonella, tem sido utilizado 

para estudar mecanismos de patogenicidade de várias espécies de 

bactérias e fungos essenciais e patogênicos para os seres humanos, e 

tem produzido resultados que correlacionam estreitamente com os 

obtidos a partir de estudos similares aos utilizados com modelos 

experimentais de mamíferos (Nathan, 2014; Harding et al., 2013). Além 

disso, G. mellonella permite o estudo simultâneo da eficácia terapêutica, 

da toxicidade e da interação com a resposta imune inata (Cirasola et al., 

2013). Inicialmente no presente estudo, foram realizados ensaios para 

obter as concentrações sub letais dos micro-organismos definindo-as em 

105 céls/mL. 

C. albicans apresentou maior patogenicidade, com a 

morte de maior número de G. mellonella. Os grupos de estreptococos 

monoespécie e suas associações com C. albicans apresentaram número 

menor de lagartas mortas. Os grupos isolados apresentaram um 

percentual de morte de G. mellonella de 43,75% para C. albicans; 12,5% 

para S. mitis; e 18,75% para S. sanguinis. Nas associações os 

percentuais de morte foram de: 12,5% para C. albicans e S. mitis; e 

18,75% para C. albicans e S. sanguinis. Com esses resultados podemos 

supor que C. albicans foi mais virulento do que os estreptococos no 

estudo in vivo, e que S. mitis e S. sanguinis diminuíram a virulência de C. 

albicans. Outro dado importante foi que não houve morte das lagartas 

após 120 h, sugerindo que o sistema imune de G. mellonella foi capaz de 

atuar na defesa contra os micro-organismos. Barbosa (2014) avaliou a 

interação entre S. mutans e C. albicans em modelo in vivo, e constatou 

que a interação promoveu a redução da formação de hifas, constatou 

também aumento na sobrevivência de G. mellonella. No estudo de Vilela 

(2013) em que foram avaliadas as interações entre Lactobacillus 
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acidophilus e C. albicans em G. mellonella, observou-se aumento 

significante na sobrevivência das lagartas na interação entre bactérias e 

leveduras, sugerindo a ação probiótica de L. acidophilus. Chibebe et al. 

(2013) avaliaram a ação da terapia fotodinâmica na infecção de C. 

albicans em modelo in vivo de G. mellonella, e constataram que este 

tratamento prolongou a sobrevivência das lagartas infectadas por C. 

albicans, além de reduzir a carga fúngica na hemolinfa. Neste mesmo 

trabalho, os autores também constataram que a terapia fotodinâmica 

associada com fluconazol aumentou a suscetibilidade de C. albicans 

resistentes ao antifúngico. 

Borghi et al. (2014) simularam infecções invasivas em 

modelo experimental G. mellonella, comparando o potencial de virulência 

de cepas de C. albicans invasoras produtoras e não produtoras biofilmes, 

e constataram através de microscopia eletrônica e óptica que biofilme de 

cepas produtoras de biofilme matou mais rapidamente as lagartas que 

cepas não produtoras, e também foram capazes de invadir tecidos 

produzindo filamentos. 

S. mitis, S. sanguinis e C. albicans estão entre os 

colonizadores comensais mais presentes e abundantes da cavidade oral, 

e podem se tornar patogênicos por mudanças ambientais do hospedeiro. 

Não foram encontrados na literatura estudos sobre a interação de C. 

albicans com S. mitis, bem como a mensuração da atividade metabólica 

desta levedura com os estreptococos estudados. Além disto, também não 

há, até o momento, pesquisas de interação de C. albicans, S. sanguinis, e 

S. mitis no modelo in vivo de G. mellonella, o que torna este estudo 

inédito dentro dos parâmetros aqui analisados. Como perspectiva futura, 

novos estudos no âmbito molecular, são necessários, para avaliar se as 

espécies de bactérias aqui estudadas são capazes de interferir nos genes 

relacionados à formação de biofilmes de C. albicans. 

 



 

 

7 CONCLUSÃO 

 

 

 

 

A partir dos resultados obtidos podemos concluir que: 

 

 

a) S. mitis e S. sanguinis apresentaram uma 

resposta antagônica, quando do crescimento 

em biofilme heterotípico com C. albicans; 

b) S. mitis e S. sanguinis foram favorecidos na 

associação com C. albicans, apresentando 

maior crescimento em biofilmes mistos; 

c) C. albicans apresentou maior patogenicidade 

que S. mitis e S. sanguinis em modelo 

experimental de invertebrado G. mellonella; 

d) S. mitis e S. sanguinis demonstraram 

diminuição da patogenicidade de C. albicans 

em G. mellonella. 
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