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RESUMO

Os Streptococcus mutans sao encontrados na saliva, colonizam as superficies da
cavidade bucal e formam biofilmes. Essas bactérias sdo os principais agentes
etioldgicos da cdarie dental e sao classificadas de acordo com suas propriedades
bioquimicas e genéticas. A higienizag¢ao com escovas dentais é uma das principais
medidas na manutencdo da saude da cavidade bucal, contudo escovas dentais
contaminadas podem servir como reservatério para inocula¢ao de micro-organismos
patogénicos. Neste contexto, o presente estudo avalia o perfil de formag¢ao de
biofilme de S. mutans isolados de voluntarios humanos através da deteccdo da
biomassa total dos biofilmes bacterianos em microplacas de poliestireno e da
contagem das bactérias viaveis associadas aos biofilmes em escovas dentais.
Todos os isolados foram capazes de formar biofilme e foram classificados como
formadores fortes. Os isolados que apresentaram as maiores contagens de células
vidveis aderidas as cerdas das escovas foram o Smle (8,47x107), Sm7 (7,23x107)
e Smé (7,18x107) UFC mL-l. Por outro lado, o S. mutans ATCC 700610 teve a menor
contagem (5,25x10%). Desta forma, os resultados encontrados demonstram que os
Streptococcus mutans sao capazes de se aderir e formar biofilmes nas escovas
dentais e que comportamento e as relag¢des associadas ao S. mutans sao essenciais
para controle dessas bactérias e da cdrie dentaria.

Palavras-chaves: Microbioma oral; Placa bacteriana; Carie dentaria.

ABSTRACT

Streptococcus mutans are found in saliva, colonize the surfaces of the oral
cavity and form biofilms. These bacteria are the main etiological agents of
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dental caries and are classified according to their biochemical and genetic
properties. Toothbrush hygiene is one of the main measures for maintaining the
health of the oral cavity, but contaminated toothbrushes can serve as a
reservoir for the inoculation of pathogenic microorganisms. In this context,
the present study evaluates the biofilm formation pattern of S. mutans isolated
from human volunteers by detecting the total biomass of bacterial biofilms on
polystyrene microplates and counting the viable bacteria associated with
biofilms on toothbrushes. All the isolates were able to form biofilms and were
classified as strong biofilm producers. The isolates with the highest counts
of viable cells adhered to the brush bristles were Sml@ (8.47x107), Sm7
(7.23x107) and Sm6 (7.18x107) CFU mL-l. On the other hand, S. mutans ATCC 700610
had the lowest count (5.25x10°). Thus, the results show that Streptococcus
mutans are capable of adhering to and forming biofilms on toothbrushes and that
the behavior and relationships associated with S. mutans are essential for
controlling these bacteria and dental caries.

Keywords: Oral microbiome; Bacterial plaque; Dental caries.

INTRODUCAO

0 equilibrio nas fung¢des do microbioma oral é crucial para a
manuten¢dao da saude bucal. A higienizag¢dao com escova e fio dental
asseguram a limpeza de todas as superficies dos dentes, controlando a
forma¢ao de biofilmes que desencadeiam doeng¢as periodontais e caries
(Menezes et al., 2020).

Entretanto, as escovas dentais sofrem deposi¢ao e proliferacao
de micro-organismos em suas cerdas durante seu uso. Foi demonstrado a
correlagao entre a carga microbiana nas escovas de dente e o estado
dentario do paciente (Rocha et al., 2022).

Além disso, escovas dentais contaminadas podem servir como
reservatorios para inoculacao de micro-organismos ou como vetores na
transmissao de um individuo para outro, o que é muito comum em familias
de baixa renda (Rodrigues et al., 2009).

Fatores como higiene, habitos alimentares, colonizacao
bacteriana, composi¢ao da saliva, dentre outros influenciam o
metabolismo das bactérias sobre os dentes e podem modular a atividade
microbiana no processo carioso (Leites, Pinto e Sousa, 2006). A
disponibilidade de acgucares estimula a microbiota bucal acidogénica
residente a proliferar e secretar acido latico que, por sua vez, induz
a dissolucao dos tecidos dentarios duros, o que é conhecido como carie
(Almeida et al., 2017).

Micro-organismos como o Streptococcus mutans colonizam as
superficies da cavidade bucal e formam biofilmes, que podem sofrer
maturacdo e desenvolvimento de carie dentaria (Zayed et al., 2021). A
concentracao de S. mutans é elevada na saliva de pacientes com carie
dentaria. Varios fatores relacionados ao ambiente bucal contribuem para
o estabelecimento e multiplicacdo desse micro-organismo (Barbieri et
al., 2007).

Os S. mutans sao cariogénicos, capazes de se aderir a superficies
s6lidas, colonizar e sobreviver as condi¢bes &acidas da cavidade oral.
Varios fatores tém papel significativo na producao de biofilme
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relacionado ao S. mutans como a ingestao e metabolismo de carboidratos,
aciduricidade e acidogenicidade (Lemos et al., 2018).

Biofilmes sao comunidades altamente estruturadas de micro-
organismos conectados a uma superficie ou uns aos outros que formam
agregados envoltos por uma matriz extracelular de polissacarideos,
proteinas e glicoproteinas e acidos nucleicos (De Lacerda Coriolano et
al., 2021).

O presente trabalho tem como objetivo estudar o perfil de
formacao de biofilme de S. mutans, com a avaliacao da biomassa total e
da aderéncia de micro-organismos vidveis nas cerdas de escovas dentais
inoculadas.

MATERIAL E METODOS

Oito estreptococos isolados de voluntarios, mais a cepa de
Streptococcus mutans ATCC 700610 pertencentes a cole¢ao de micro-
organismos do Laboratério de Bioensaios (Comité de Etica em Pesquisa da
UEG, parecer n°3.604.978) foram reativados em placas com Agar Mitis
Salivarius Bacitracina (AMSB) (AMS, Isofar®, Rio de Janeiro) que foram
incubadas em anaerobiose a 37 °C por 72 h. O aspecto colonial foi
analisado com lupa e em seguida foi realizada a andlise do aspecto
microscépico com a colorag¢ao Gram. A identifica¢ao presuntiva dos S.
mutans foi finalizada com os testes bioquimicos de produ¢ao de catalase,
teste PYR (ProBac do Brasil®, Sao Paulo, hemdélise em agar sangue
(bioMérieux®, Rio de Janeiro), beta-glucuronidase em agar cromogénico
(bioMérieux®, Rio de Janeiro) e fermentacdo de manitol e sorbitol
(Biotec reagentes analiticos, Brasil) (Koneman et al., 2017).

A formacao de biofilme foi avaliada com a determinacao da
biomassa total em microplacas de poliestireno de fundo plano (Cralplast,
Brasil) corada com cristal violeta (Zayed et al., 2021) e pela contagem
das células viaveis aderidas as cerdas de escovas inoculadas.

Para a determinacdo da biomassa total dos biofilmes, as bactérias
foram reativadas em dagar ChromID CPS (bioMérieux®, Rio de Janeiro) e
apés a 1incubag¢do, coldnias tipicas foram dissolvidas em solucao
fisiolégica estéril (SFE) e a densidade foi ajustada com a escala 0,5
de MacFarland. Em seguida, 500 pL da solucao bacteriana foram
transferidos para 4500 pL de caldo BHI com 2 % de sacarose (BHIS) (Kasvi,
Espanha). Posteriormente, 200 pL dos indculos foram transferidos para
microplacas de poliestireno de fundo chato e estas foram incubadas a
35,5 °C por 48 horas.

Apdés a incubac¢ao, as microplacas foram processadas com a remo¢ao
do crescimento, lavagem, fixa¢ao, colora¢ao dos pog¢os com cristal
violeta e leitura das DOezermn em leitor de microplacas (Multiskan FC,
Thermo Scientific, USA). Os resultados foram organizados com o cdlculo
das médias e dos desvios padrao (Figura 1).
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Figura 1 - Ensaio de forma¢do de biofilme
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Legenda: Ba: Bactérias aderidas; CNI: Controle nao inoculado
Fonte: os autores.

Para os ensaios de contagem das bactérias associadas aos
biofilmes aderidos as escovas, as amostras congeladas de S. mutans foram
reativadas em agar CPS e em caldo BHIS a 37 °C por 72 h. Apds esta
etapa, 1,5 mL dos caldos crescidos foram homogeneizados e transferidos
para tubos Falcon com 13,5 mL de BHIS e escovas que foram incubados a
37 °C por 48 h.

Apdés a incubagado, as escovas foram transferidas para outros tubos
Falcon com 15 mL de SFE para lavagem e desprendimento das bactérias nao
aderidas, em seguida as escovas foram transferidas para outro Falcon
com SFE para sonicag¢ao por 5 minutos e agita¢ao em vortex por 30 segundos
para desprendimento dos micro-organismos associados ao biofilme. Apds
agitag¢ao, a escova foli descartada e a SFE foi diluida e plaqueada para
a contagem e determinag¢ao das unidades formadoras de coldnias por
mililitro (UFC mL-Y). (Figura 2)

Figura 2 - Contagem de Streptococcus mutans viaveis aderidos nas escovas
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Fonte: os autores.
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RESULTADOS

Foram considerados como S. mutans, os estreptococos que cresceram
como coldnias azuis escuras incrustadas, brilhantes e com aparéncia de
vidro moido crescidas em AMSB e com o aspecto microscépico de cocos Gram
positivos isolados e aos pares. (Figura 3)

Figura 3 - Aspectos do S. mutans ATCC 700610.
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Legenda: A: Morfologia colonial em Agar Mitis Salivarius Bacitracina e B:
Morfologia microscépica (1000x) com a coloracdo de Gram
Fonte: os autores.

Os testes bioquimicos realizados com os seguintes resultados:
catalase negativa, alfa hemdélise, beta-glucuronidase positiva,
fermentacdao de manitol e sorbitol e teste Pyr negativo. Todos os 9 S.
mutans formaram biofilme, sendo todos classificados como formadores
fortes de biofilme. (Tabela 1)

Tabela 1 - Forma¢ao de biofilme de Streptococcus mutans

DOs20nm
Bactérias Média * DP Classificacao
S. mutans Sml 3,290 + 0,414 Forte
S. mutans Sm4 3,156 + 0,310 Forte
S. mutans Sm5 2,993 + 0,367 Forte
S. mutans Smé 3,085 + 0,413 Forte
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S. mutans Sm7 3,094 + 0,384 Forte

S. mutans Smlo 3,106 * 0,380 Forte

S. mutans Smll 2,734 * 0,445 Forte

S. mutans Sml12 3,234 t 0,432 Forte

S. mutans ATCC 700610 1,721 + 0,125 Forte
CNI 0,112 + 0,007 -

Legenda: DOszenm: Densidade 6ptica de 620 nm; DP: Desvio padrao; CNI: Controle
nao inoculado; ATCC: American Type Culture Collection.
Fonte: os autores

Os isolados Sml e Sml2 obtiveram as maiores leituras de
densidades Opticas de 3,23410,414 e 3,290+0,432, respectivamente. Por
outro lado, o Sm ATCC 700610 foi a bactéria com as menores leituras de
densidade 6ptica (1,72140,125), portanto as que formaram menos biofilme.

Nos ensaios de contagem das bactérias associadas aos biofilmes,
foram observadas turvacbes caracteristicas de crescimento microbiano
nos tubos com BHIS e escovas apds a incubacdo (Figura 4).

Figura 4 - Aspecto macroscépico das escovas inoculadas com S. mutans
nos ensaios de formacao de biofilme.

Legenda: A: Apdés a incubag¢do a 37 °C por 48h em caldo BHIS B: Detalhe das
microcolénias bacterianas aderidas as cerdas em soluc¢do fisioldégica estéril e
C: Aspecto macroscépico dos biofilmes de S. mutans aderidos as cerdas.

Fonte: os autores.

Apdés o processamento das escovas, os isolados Smle (8,47x107),
sm7 (7,23x107) e Smé (7,18x107) apresentaram os maiores valores de
contagem de bactérias. As menores contagens bacterianas foram observadas
para a cepa SmATCC 700610 (5,25x10%). Os isolados com as menores
contagens foram Smll (1,45x107) e Sml12 (2,03x107). (Tabela 2)

Revista Sapiéncia: sociedade, saberes e praticas educacionais. v. 13, n. 6, pp. 103 - 115, 2024.



109 | Perfil da formag¢ao de biofilme de Streptococcus mutans isolados da cavidade bucal em
escovas dentais

Tabela 2 - Contagem do numero de Streptococcus mutans viaveis associados
ao biofilme em escovas dentais

N2 de bactérias associadas ao
biofilme (UFC mL-?)

Bactérias Média + DP
S. mutans Smil 2,54x107 + 6,60x10°
S. mutans Sma 6,43x10’ * 1,73x10’
S. mutans Sm5 5,46x107 + 5,22x107
S. mutans Smé 7,18x107 + 5,85x10’
S. mutans Sm7 7,23x107 + 2,17x10’
S. mutans Sm10 8,47x107 + 4,68x10’
S. mutans Smil 1,45x107 + 1,07x10’
S. mutans Sm12 2,03x107 + 7,02x10°

S. mutans ATCC 700610 5,25x10® + 2,05x10°
CNI NHC -

Legenda: UFC mL-': unidades formadoras de colénias por mililitro; DP: Desvio
padrdo; CNI: Controle nao inoculado; ATCC: American Type Culture Collection;
NHC: Nao houve crescimento.

Fonte: os autores.

A compara¢ao entre os resultados de ambas técnicas demonstrou
correlacao entre elas para a maioria dos isolados. A cepa Sm ATCC
700610 apresentou uma menor contagem de bactérias e uma menor biomassa
total. Entretanto, para os isolados Smll, Sml2 foi observada uma menor
contagem de bactérias sem que fosse observado o mesmo grau de diminuicao
da biomassa total. (Figura 5)
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Figura 5 - Determina¢ao do biofilme bacteriano - Biomassa total e
Contagens das bactérias viaveis associadas
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Fonte: os autores.

DISCUSSAO

Neste estudo, identificamos presuntivamente o principal causador
da carie dentaria - o Streptococcus mutans - através de técnicas de
cultura microbiana e testes bioquimicos. Posteriormente, realizamos os
ensaios de determina¢ao do perfil de forma¢ao de biofilme de S. mutans.

A biomassa total é a quantidade de matéria organica presente no
biofilme formado por bactérias e é revelada pela reag¢ao que envolve o
cristal violeta e o exopolissacarideo desse biofilme.

Os biofilmes sao compostos por uma populacdao de células
microbianas que estdao aderidas entre si e a superficie sdélida. Essas
células microbianas estao embutidas em uma matriz extracelular viscosa,
composta por substadncias extracelulares como exopolissacarideos,
proteinas e lipidios (Dave et al., 2016).

Bactérias em biofilmes constituem popula¢des heterogéneas com
variada taxa de crescimento. A heterogeneidade dos biofilmes depende de
parametros fisicos e quimicos, como as condig¢Oes ambientais as quais
estao expostos e a atividade metabdlica das bactérias dentro dos
biofilmes (Stewart e Franklin, 2008).

Interacdes fisicas diretas entre células individuais medeiam
arranjos arquiteténicos do biofilme e fornecem proximidade espacial para
comunica¢dao quimica e cooperacao metabdlica (Diaz e Valm, 2020).

Trabalhos prévios constataram que os S. mutans na cavidade oral
formam biofilmes aderentes as superficies dos dentes (Melok et al.,
2018). Em nosso estudo, detectamos o predominio do perfil de formagao
forte de biofilme pelos S. mutans, sugerindo o quao aderente esses
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micro-organismos sao em superficies sdlidas diferentes das dos dentes,
como foram as cerdas das escovas.

A adesdo bacteriana em superficies abidticas inanimadas, como
plasticos e metais, é o primeiro estagio na forma¢ao de biofilmes. A
adesao primaria a superficies abidticas é considerada reversivel e é
mediada por intera¢bes fisico-quimicas nao especificas com receptores
superficiais bacterianos (Dunne, 2002).

A escovac¢ao dentdria é importante na promog¢ao da manutenc¢ao saude
bucal. A diversidade metabdlica e a capacidade de adaptacao a estresses
ambientais sao caracteristicas fundamentais dos micro-organismos da
boca. As bactérias orais existem como células plancténicas (de vida
livre), ou como células sésseis associadas a biofilmes. As células
planctéonicas sao importantes para a radpida proliferag¢ao e propagac¢ao
dos micro-organismos para novos territérios, enquanto que as células
sésseis caracterizam a cronicidade (Trentin et al., 2013).

As escovas dentais mantém micro-organismos viaveis em suas
cerdas, como predominio de cocos Gram-positivos que podem causar
periodontopatias aos seus usuarios (Pinto, Paiva E Pimenta, 1997).

A observacao do crescimento de coldonias isoladas de S. mutans
nas cerdas de escovas corrobora a importancia na ado¢do de cuidados
relacionados ao armazenamento e higiene das escovas dentais.

CONCLUSOES

Os isolados da cavidade bucal foram identificados presuntivamente
com métodos fenotipicos e todos foram capazes de formar biofilmes
classificados como fortes em escovas dentais. Os Streptococcus mutans
sdo capazes de se aderir e formar biofilmes nas escovas dentais e que
comportamento e as relag¢des associadas ao S. mutans sao essenciais para
controle dessas bactérias e da carie dentaria.

A escovacao dental é um dos métodos mais utilizados na higiene
bucal, mas ao remover o biofilme microbiano e outros residuos, mas
durante a escovag¢ao, as escovas sao contaminadas com bactérias, sangue,
saliva e detritos orais e podem ser uma fonte de infec¢do (Naik et al.,
2015)

A escova de dentes é contaminada apdés o primeiro uso e, com o
uso continuo, o nivel de contaminacao aumenta. Condicdes como a umidade
na area de armazenamento, o uso de uma tampa de plastico, o formato da
escova de dentes e o tipo de cerdas tendem a aumentar a contaminag¢ao
(Khan et al., 2024).

Deste modo, concluimos que o perfil de forma¢ao de biofilme dos
Streptococcus mutans em escovas dentais reforg¢a a necessidade de estudos
complementares para o desenvolvimento dessa estrutura.
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