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Resumo

Introducgao: As doencas peri-implantares apresentam como um dos principais fatores etiologicos o
biofilme bacteriano, geralmente formado por uma microbiota semelhante a das doencas periodontais. Seu
tratamento estd centrado na descontaminacdo da superficie do implante e na remog¢do mecanica do
biofilme, podendo ainda estar associado a administracdo de agentes antimicrobianos. Nesse sentido, tem
sido cogitada a utilizacdo de probidticos, que sdo microrganismos benéficos a satide e que podem ter grande
importancia na cavidade oral, como coadjuvante no tratamento das peri-implantites. Objetivo: Avaliar o
efeito das cepas probidticas de Lactobacillus brevis e Bifidobacterium bifidum no crescimento do biofilme
monoespécie de Staphylococcus aureus. Material e método: Discos de titinio padronizados e com
superficie tratada foram submersos em meio contendo caldo BHI e Staphylococcus aureus durante sete dias.
Apds esse periodo, o caldo foi retirado, os discos foram lavados e, entdo, introduzidos em um novo caldo
BHI contendo as suspensdes probidticas, sendo assim comparados a um grupo controle, sem probidticos.
As amostras foram incubadas por 24h e entdo foram realizadas as dilui¢des e a contagem das UFC (unidades
formadoras de colonia) para Staphylococcus aureus. Resultado: Apds andlise estatistica dos dados,
observou-se que a adigdo de ambos os probidticos resultaram em redug¢do significativa (p<0,05) de UFC,
quando comparados ao controle. Conclusao: Conclui-se que os probiéticos analisados (Lactobacillus brevis
e Bifidobacterium bifidum) reduziram consideravelmente o crescimento do patégeno Staphylococcus aureus.
Além disso, a cepa de Lactobacillus brevis apresentou efeito inibidor superior ao da cepa Bifidobacterium
bifidum para ser utilizada como controle do biofilme bacteriano de Staphylococcus aureus.

Descritores: Probioticos; peri-implantite; Bifidobacterium bifidum; Lactobacillus brevis.

Abstract

Introduction: One of the main etiological factors for peri-implant diseases is the bacterial biofilm, which
usually features a similar microbiota to periodontal diseases. Its treatment focus on the decontamination of
the implant surface and on the mechanical removal of biofilm, and it may also be associated to the
administration of antimicrobial agents. Thus, the use of probiotics has been considered, since they feature
beneficial microorganisms to health and may be of great importance for the oral cavity as an adjunct for the
treatment of peri-implant diseases. Objective: The aim of this in vitro study was to assess the effect of
probiotic strains of Lactobacillus brevis and Bifidobacterium bifidum on the growth of single-species biofilm
of Staphylococcus aureus. Material and method: Standardized surface-treated titanium discs were
submerged in a medium containing BHI broth and Staphylococcus aureus, for 7 days. After this period, the
broth was removed, the discs were washed and, then, submerged in a new BHI broth containing probiotic
suspensions and compared to a control group (with no probiotics). Samples were incubated for 24 hours
and then the dilutions and CFU (colony-forming units) counting for Staphylococcus aureus were performed.
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Result: Statistical analysis revealed that the addition of both probiotics resulted in a significant reduction
(p<0,05) of CFU, when compared to the control group. Conclusion: The assessed probiotics (Lactobacillus
brevis and Bifidobacterium bifidum) considerably reduced Staphylococcus aureus growth. In addition,
Lactobacillus brevis strain presented a superior inhibition effect than Bifidobacterium bifidum strain for
Staphylococcus aureus bacterial biofilm control.

Descriptors: Probiotics; peri- implantitis; Bifidobacterium bifidum; Lactobacillus brevis.

INTRODUGAO

As doengas peri-implantares sdo infec¢des orais “contemporaneas”, que surgiram como
resultado da instalacio rotineira de implantes dentarios osseointegrados na pratica clinica. Sdo
caracterizadas pela destruicdo inflamatéria dos tecidos de suporte circunjacentes ao implante,
decorrente da formacdo de biofilme bacteriano em sua superficie. A composi¢do microbiana dos
biofilmes associados a esta doenga é mista, inespecifica e muito semelhante a da periodontite!.

A sequéncia de eventos imunopatolégicos e a composicdo qualitativa das células imunes nas
infecgcdes peri-implantares sio caracterizadas pela predominancia de neutrofilos, macréfagos e
células T e B. No entanto, em compara¢do com a periodontite, a peri-implantite apresenta um
infiltrado inflamatério mais extenso e resposta imune inata, maior gravidade da destruicdo
tecidual e uma taxa de progressdo mais rapidaz3. Frequentemente, é precedida de mucosite peri-
implantar, ou seja, inflamacdo nos tecidos moles.

Implantes afetados por mucosite peri-implantar tendem a abrigar microbiota com niveis mais
elevados de bactérias Gram-negativas, incluindo Fusobacterium spp. e baixas proporg¢oes de
microrganismos Gram-positivos. Ja na transicdo para a peri-implantite, verifica-se o surgimento
de espécies Gram-negativas, méveis e anaerdbias>6. No entanto, a microbiota pode se diferenciar
da doenga periodontal pela presenca de Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloace, Escherichia coli, Helicobacter pylori,
Peptostreptococcus micra e Pseudomonas spp>78.

Como formas de tratamento dessas doengas, além da remog¢édo do biofilme, o tratamento da
medicina interna com administracdo local ou sistémica de agentes antimicrobianos também é
realizado com o objetivo de eliminar as bactérias?10. Desse modo, como alternativa as drogas
antibacterianas, os probidticos, incluindo o uso de microrganismos, como lactobacilos e
bifidobactérias, tém sido investigados!!l. Esses agentes, que foram aprovados como alimentos
para usos especificos, sdo considerados geralmente seguros e, frequentemente, sio um
componente de alimentos fermentados.

Probidticos sdo bactérias Gram-positivas acidoéfilas capazes de promover saude ao
hospedeiro!? e, quando administrados em quantidades adequadas, atuam prevenindo a adesao,
multiplicacdo e integragdo de bactérias patogénicas no biofilme, além de inibir o crescimento de
alguns patogenos através de substancias, como o acido latico®. O interesse da utilizagdo desses
microrganismos se deve a dois principais mecanismos de agido: um relacionado a colonizagio
bacteriana e outro relacionado a modulagdo da resposta do hospedeiro.

No entanto, é verificado escassez literaria em relagdo aos estudos metodologicamente
delineados sobre o uso de bactérias probi6ticas como terapia coadjuvante no tratamento da peri-
implantite. Nesse sentido, o objetivo deste estudo foi avaliar a eficacia dos probiéticos na reducao
da microbiota do biofilme bacteriano de Staphylococcus aureus sobre a superficie tratada de
discos de titdnio como complemento terapéutico no manejo das doencas peri-implantares.
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MATERIAL E METODO

Comité de Etica

0 presente estudo foi dispensado de ser submetido & analise do Comité de Etica em Pesquisa
do Centro de pesquisa e pds-graduag¢do da Faculdade Sdo Leopoldo Mandic - Campinas-SP, por
tratar-se exclusivamente de pesquisa laboratorial sem envolvimento de seres ou materiais
humanos.

Cepas de Microrganismos

Foram utilizadas cepas padrdo de Lactobacillus brevis e Bifidobacterium bifidum, e do
microrganismo patogénico Staphylococcus aureus, fornecidas e mantidas em freezer a menos
80 °C no Laboratorio de Microbiologia da Faculdade Sdo Leopoldo Mandic - unidade Campinas-
SP. Para a ativacdo desses microrganismos, as cepas de Lactobacillus brevis e Bifidobacterium
bifidum foram cultivadas em dgar Man Rogosa e Sharpe (MRS), enquanto as cepas de S. aureus, em
agar soja tripticase (TSB, Oxoid). Todos foram inoculados da cole¢io de cultura e incubados por
48 horas a 37°C em 5% de teor de gas carbonico.

Material

Foram utilizados para andlise discos de titanio padronizados grau 1V, doados pela empresa
SIN Implant System (Sdo Paulo, Brasil), apresentando superficie tratada, didmetro 6 mm e
comprimento de 6 mm.

Os discos de titanio foram divididos em trés grupos distintos: LB: Lactobacillus brevis (LB);
Bifidobacterium bifidum (BB), e Biofime de Staphylococcus aureus (BS) como controle positivo,
sendo que cada grupo foi composto por 20 discos de titanio.

Ensaio Experimental

Inicialmente, os discos de titdnio padronizados e doados pela empresa SIN Implant System
(Sao Paulo, Brasil) foram submetidos a esterilizacio e, ap6s a distribui¢cdo destes em trés placas
de microtitulacdo com 20 pocos cada, foi adicionado 1 mL do caldo BHI (Brain heart infusion)
cobrindo totalmente os discos e uma aliquota de 500 pL da suspensao de Staphylococcus aureus
contendo 108 células/mL (1 Mc Farland) por um periodo de sete dias. A cada 24 horas, o caldo
era trocado para possibilitar o crescimento do biofilme sobre a superficie dos discos. Para a
formacdo do biofilme bacteriano, foi utilizada a metodologia descrita por Thein et al.13 com
algumas modificagdes, como a alteragio do patégeno e o nimero reduzido de amostras.

Apés este ciclo, o caldo foi retirado, os discos que ja estavam com o biofilme na superficie
foram lavados com solugdo salina estéril a 0,85% e entdo foram introduzidos 500 pL de um novo
caldo BHI e 500 pL do caldo contendo as suspensdes probiéticas padronizadas de L. brevis e
B. bifidum separadamente, com concentra¢do de 1 Mc Farland cada. Os grupos foram incubados
por 24 horas e comparados ao grupo controle (BS). Os discos foram novamente lavados com 5 mL
de solucdo salina estéril para que as bactérias planctonicas fossem removidas e colocados em
tubos estéreis (eppendorf 1,5 mL), sendo agitados em vértex por 30 segundos para a remog¢io do
biofilme. A solucdo bacteriana foi submetida a dilui¢des seriadas, inoculadas em placas de petri
com trés aliquotas de 25 uL de cada diluicdo com o meio BHI por 24 horas em estufa. Foi entdo
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realizada a contagem das unidades formadoras de colonia por mL (UFC/mL) para cada grupo de
microrganismo.

Analise e Estatistica

Apos a realizagdo da contagem de UFC, os dados inicialmente foram inseridos agrupados em
planilha do Microsoft Office Excel. Posteriormente, as varidveis foram organizadas em tabela e
descritas pelas medidas: média, mediana e desvio padrio (Tabela 1).

Os resultados foram submetidos ao teste one-way ANOVA e posteriormente ao post-Hoc de
Tukey, comparando cada grupo. O programa utilizado foi o Bioestat 5.0. Para ambos os testes, foi
possivel verificar a homocedasticidade dos grupos, considerando o nivel de significincia de 5%
em todas as analises.

Tabela 1. Teste ANOVA para as comparagbes mlltiplas e o teste t de Tukey. BS: Biofilme de
Sthaphylococcus aureus GFB como controle positivo; BB: Bifidobacterium bifidum; LB: Lactobacillus brevis

Unidades Formadoras de Colonia (UFC)

Discos de titanio p-valor
Média Desvio padrao Mediana Letras
BS 2,43x107 3,35x107 1,45x107 a
BB 5,21x10¢ 2,33x106 4,47x106 b <0.0001
LB 5,27x10° 1,81x10° 4,00x105 C
RESULTADO

Apés andlise, verificou-se que houve diferenca significativa entre os grupos quando
comparados em relacdo a quantidade de Unidades Formadoras de Coldnia. Os grupos BS, BB e LB
apresentaram as seguintes médias (2,43x107UFC; 5,21x106UFC; 5,27x105UFC) e desvios-
padroes (3,35x107UFC; 2,33x106UFC; 1,81x105UFC), respectivamente. Apds a utilizacdo do teste
estatistico, podemos observar que BS apresentou maior quantidade de UFC; em segundo lugar,
BB, e que em LB observou-se a menor quantidade de UFC (Figura 1).
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Figura 1. Box-plot para comparagdo dos grupos (Controle S. aureus, Bifidobacterium bifidum e
Lactobacillus brevis) em relagcdo a contagem de UFC (Unidades Formadoras de Colénia).
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DISCUSSAO

O tratamento utilizando bactérias probidticas visa promover a reducdo de microrganismos
nocivos presentes em determinadas microbiotas, como, por exemplo, a do biofilme bacteriano oral.

0 mecanismo de inibicdo do desenvolvimento de patégenos ocorre devido a producio de acido
latico e a redugdo do pH. O antagonismo promovido pelas bactérias laticas assume um papel
importante na tecnologia de alimentos, pois esta diretamente relacionado com a capacidade de
produzir e tolerar uma concentracdo elevada de acido latico, permitindo a inibicdo de outros
microrganismos, favorecendo a competi¢cdo com eles num ecossistema. Considerando a realidade
de fabricacdo de queijos artesanais, sua importancia socioecondmica e, sobretudo, em relagio a
saude publica, crescentes avancos estdo sendo feitos utilizando bactérias acido-laticas!4.

Os probidticos podem ser encontrados facilmente através de alimentos lacteos fermentados,
como, por exemplo, iogurtes e queijos, além de cereais integrais e suplementacdo alimentar.
Porém, para maior eficacia na cavidade oral, férmulas ou dispositivos de liberacdo lenta podem
ser necessarios a fim de que os probidticos permanecam por mais tempo na cavidade bucal.
Atualmente, sdo comercializados probidticos em balas e chicletes8. O uso generalizado de tais
agentes é uma estratégia promissora para a manuteng¢do e promog¢do da saiide humana.

Muitos estudos tém demonstrado que pacientes comprometidos periodontalmente podem ter
uma experiéncia com uma maior perda de implantes, maior perda 6ssea e peri-implantite!s, devido,
principalmente, ao acimulo de biofilme na regido submucosa. Os estafilococos estdo presentes na
cavidade oral e possuem grande importancia na infecgio peri-implantar, ja que o Staphylococcus
aureus é um dos responsaveis por infec¢des associadas a biomateriais metalicos e infec¢des sistémicas
em geral. Foi demonstrado que esse microrganismo tem a capacidade de aderir a superficies de
titdnio, podendo ocorrer colonizacdo nos implantes dentarios e infecgdes subsequentes!é. Desse
modo, tem-se buscado novas alternativas ao tratamento convencional das doengas peri-implantares.
Sabendo-se que os probitticos competem com as bactérias que causam injurias a saude!s, pode- se
considerar que haverd uma menor colonizagdo de estafilococos na superficie dos implantes quando
esses forem utilizados como coadjuvante no tratamento da peri-implantite. A maioria das espécies
bacterianas utilizadas como probidticos pertence ao género Lactobacillus e Bifidobacterium?!’.

Nesse sentido, o presente estudo avaliou a atividade antimicrobiana de cepas probidticas de
Lactobacillus brevis e Bifidobacterium bifidum sobre o patégeno oral S. aureus utilizando modelo
de estudo in vitro para a formag¢do de biofilme. Os resultados do teste in vitro da atividade
antibacteriana das cepas de L. brevis e B. bifidum sobre S. aureus para avaliar a interagdo direta
entre as células desses microrganismos mostraram que houve reducao significativa entre o grupo
controle e os grupos teste (BS, LB e BB), contribuindo, assim, para a inibicdo do crescimento do
biofilme bacteriano. A cepa de Lactobacillus brevis apresentou redugao significativa das UFC/mL
(p < 0,0001), provando que possui efeito antimicrobiano sobre o S. aureus, reduzindo o
crescimento do biofilme. A cepa de Bifidobacterium bifidum também apresentou um resultado
positivo, porém o efeito potencial inibitério maior foi de L. brevis.

Um estudo realizado por Lahtinen et al.? corroborou com os achados do presente trabalho,
mostrando que trés de 38 cepas de Bifidobacterium foram capazes de inibir o crescimento de
S. aureus, que, mesmo presente no intestino de humanos, é uma bactéria encontrada em infecgdes
de origem sistémica e peri-implantares. A inibicdo observada por bifidobactérias foi satisfatéria,
porém os mecanismos pelos quais os probiéticos agem em um hospedeiro ndo sdo totalmente
compreendidos. Conforme descrito na literatura, supde-se que os probidticos atuem através de
varios mecanismos, incluindo: exclusdao competitiva, na qual os probidticos competem com os
patogenos pelos locais de fixacdo e nutrientes, impedindo temporariamente a a¢do patogénica;
producdo de substancias antimicrobianas, como bacteriocinas, per6xido de hidrogénio e acidos
organicos volateis; inducio de alteragdes diretas na resposta imune, através da estimulagio
imune das células residentes no trato entérico, que iniciam a ativagdo dos macro6fagos,
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aumentando a fagocitose, e modulacdo da atividade enzimdtica, alterando o metabolismo
microbiano.

Lazarenko et al.18 investigaram a atividade antibacteriana de varias cepas probiéticas de
lactobacilos, dentre elas a cepa de Bifidobacterium bifidum contra S. aureus in vitro em infec¢io
intravaginal de camundongos, e, apesar de ndo ter sido na cavidade bucal, os microrganismos
foram os mesmos utilizados no presente estudo. Observou-se uma reducdo significativa no
numero de colonias de S. aureus plaqueadas da vagina dos camundongos infectados e o B. bifidum
apresentou a melhor atividade antiestafilococica, quando comparado as outras cepas probiéticas
de diferentes géneros.

0 estudo de Walencka et al.19, utilizando uma cepa probidtica semelhante, mostrou que os
produtos derivados de Lactobacillus acidophilus podem ser utilizados como inibidores da adesado
de S. aureus e do desenvolvimento de biofilmes, gracas aos agentes ativos surfactantes produzidos
pelos lactobacilos que influenciam na hidrofobicidade da superficie das células estafilococicas.

Os lactobacilos sdo bactérias comensais que vivem em estreita associagdo com o organismo
humano. A sua capacidade para inibir o crescimento de varios agentes patogénicos ganhou
interesse e os lactobacilos tém sido utilizados como probiéticos no intestino ha décadas20. Esses
microrganismos sdo estudados principalmente para promover efeitos benéficos sobre o trato
gastrointestinal e promover a saide humana. No entanto, a utilizagio de probidticos para
promover a saude bucal ainda ndo esta bem esclarecida?!l. Sabe-se que a administracdo de
probidticos concomitantemente a técnica de raspagem com o intuito de modular a composi¢ao
dos biofilmes orais recém-formados tem um resultado positivol7.2223, Apesar dos resultados
propicios, ainda sdo necessarios mais estudos sobre o uso dos probidticos na redugio de
patogenos presentes no biofilme bacteriano das peri-implantites.

CONCLUSAO

Conclui-se que os probioticos analisados Lactobacillus brevis e Bifidobacterium bifidum
reduziram consideravelmente o crescimento do patégeno Staphylococcus aureus. Além disso, a
cepa de Lactobacillus brevis apresentou efeito inibidor superior ao da cepa de Bifidobacterium
bifidum para ser utilizada como método de controle do biofilme bacteriano de Staphylococcus
aureus.
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