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Resumo

Introducao: A presenca de aparelho ortoddntico fixo dificulta a higieniza¢io e potencializa o acimulo de
biofilme bacteriano nas superficies dentarias. O desenvolvimento de produtos que minimize isso é desejo
de pesquisadores em todo o mundo. Objetivo: Verificar a acdo bacterapéutica de produtos lacteos
contendo ou ndo probidticos sob pool de Streptococcus mutans (SM) (ATCC 25175) e S salivarius (SS)
(ATCC 7073), além da adesdo desses produtos a superficie de braquetes ortoddonticos. Material e
método: Pool de cepas ATCC de SM e SS foi formado e plaqueado sobre placa de Petri contendo meio de
cultura brain heart infusion agar (BHI). Apds formagdo do meio, um orificio foi feito no centro da placa
seguido do seu preenchimento com 150 pL dos produtos a serem testados, formando os seguintes grupos:
GL - Leite bovino; GLP - Leite bovino com probidtico; GLF - Leite fermentado; e GLFP - Leite fermentado
com probidtico. Na sequéncia, as placas foram incubadas por 48h, em estufa a 372C. A seguir, foi feita a
medi¢do do halo formado entre o produto e o meio com régua milimetrada. Ja no disco de membrana, foi
formado biofilme com o mesmo pool de cepas, sob discos de membrana. Em seguida, foi feita a dilui¢do
seriada contendo o produto de acordo com o grupo: P1 (agua); P2 (L); P3 (LP); P4 (LFP), seguida do
plaqueamento e a contagem total de micro-organismos. Para a adesividade dos produtos lacteos,
braquetes ortodonticos foram submergidos em cada solu¢do (GL, GLP, GLF e GLFP) e foram incubadas a
37°C/24h. Posteriormente, cada braquete foi transferido para um ependorf contendo solucdo salina
estéril, que foi submetida a diluicdes seriadas, posteriormente incubadas a 37°C/48h sob microaerofilia
para contagem das UFC/mL. Para analise dos dados, utilizaram-se os testes Levene, Shapiro-Wilk e
Kruskal-Wallis. O nivel de significancia adotado foi de 5% (a = 0,05). Resultado: Nido houve formacao de
halo de inibi¢do entre os produtos e o meio de cultura (p<0,05); no disco de membrana, ndo foram
observadas diferencgas estatisticas entre os grupos (p=0,679); os grupos tratados com leite bovino com
probidtico e leite fermentado com probidtico apresentaram adesividade aos braquetes ortoddnticos
(p=0,056). Conclusao: Os achados do presente estudo permitem concluir que, em estudos in vitro, ndo foi
possivel verificar a bacterioterapia a partir de produtos lacteos contendo ou nio probiéticos em cepas de
SMe SS.

Descritores: Disco de membrana; halo de inibicdo; adesividade; braquetes; probiéticos.

Abstract

Introduction: The presence of a fixed orthodontic appliance makes cleaning difficult and enhances the
accumulation of bacterial biofilm on dental surfaces. It is the desire of researchers worldwide.
Objective: To verify the bacteriotherapeutic action of dairy products containing or not probiotics under
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Streptococcus mutans (SM) (ATCC 25175) and S salivarius (SS) (ATCC 7073) pools, as well as their
adhesion to the surface of orthodontic brackets. Material and method: Pool of SM and SS ATCC strains
was formed and plated on a petri dish containing brain heart infusion agar (BHI) culture medium. After
formation of the medium a hole was made in the center of the plate followed by filling with 150 uL of
the products to be tested, forming the following groups: GL - Bovine milk; GLP - Probiotic bovine milk;
GLF - Fermented milk and GLFP - Probiotic fermented milk. Following the plates were incubated for 48h
in an oven at 37°C. After that the halo formed between the product and the medium was measured with a
millimeter ruler. Already in the membrane disc was formed biofilm with the same pool of strains, under
membrane discs. After this the serial dilution containing the product was made according to the group: P1
(water); P2 (L); P3 (LP); P4 (LFP), followed by plating and total microorganism count. For the
adhesiveness of dairy products, orthodontic brackets were submerged in each solution (GL, GLP, GLF and
GLFP), which were incubated at 37°C/24h. Subsequently, each bracket was transferred to an ependorf
containing sterile saline solution, which was subjected to serial dilutions, then incubated at 37°C/48h
under microaerophilia for counting CFU/mL. For data analysis, the Levene, Shapiro-Wilk and Kruskal-
Wallis tests were used. The adopted significance level was 5% (a=0.05). Result: There was no inhibition
halo formation between the products and the culture medium (p<0.05); In the membrane disc no
statistical differences were observed between the groups (p=0.679); The group treated with probiotic
bovine milk and probiotic fermented milk showed adherence to orthodontic brackets (p = 0.056).
Conclusion: The findings of the present study allow us to conclude that, in in vitro studies, it was not
possible to verify bacteriotherapy from dairy products containing or not probiotics in SM and SS strains.

Descriptors: Membrane disc; halo inhibition; adhesiveness; brackets; probiotics.

INTRODUGAO

A presenca de aparelho ortodontico fixo dificulta a higienizagdo e potencializa o acimulo de
biofilme bacteriano nas superficies dentarias!? cujas bactérias produzem acidos a partir da
fermentacdo dos restos alimentares, levando ao processo carioso por meio da desmineralizacdo
dos cristais de hidroxiapatita do esmalte dentario3+. Gera-se, assim, um desequilibrio entre os
processos de desmineralizacdo e remineralizacdo desempenhados pela saliva.

Apesar dos avancos na area da prevengio da carie, evitar a desmineralizagido ao redor dos
braquetes ortodonticos, ainda é um desafio a ser enfrentado®. Na presen¢a dos acessérios
ortoddnticos, o biofilme dental tem sua natureza alterada ocasionando um aumento significante
na populagdo de Estreptococos e Lactobacilost. O Streptococcus mutans é considerado o
microrganismo que apresenta maior relevancia nesse processo, sendo descrito como agente
etioldgico da carie dentaria, pois promove a producdo de acidos e é capaz de produzir
polissacarideos extracelularesé. A busca de uma terapéutica que reduza a populacdo desses
micro-organismos é anseio da comunidade cientifica em todo o mundo, haja vista as
repercussdes negativas que a carie promove nos individuos. Aplicacio de flior nas mais
variadas formas, uso de colutérios contendo agentes bactericidas sdo algumas maneiras de
minimizar o processo, entretanto esses apresentam efeitos colaterais muitas vezes indesejaveis.
Nos dias atuais, existe uma preocupac¢do muito grande quanto a necessidade de se desenvolver
terapéuticas que, ao invés de agir por si s6, auxiliem o organismo a se defender. Dessa forma, os
probidticos tornaram-se evidéncia em diversos ramos da saude’.

Probiotico é definido pela Organizagdo Mundial da Satide como sendo microrganismos vivos
que quando administrados em quantidades adequadas conferem beneficios a saide do
hospedeiro8. A administracdo oral de probidticos beneficia a saude bucal, evitando o
crescimento da microbiota danosa a saude oral®.

Nessa perspectiva, surgem alguns questionamentos, sera que os leites bovino e fermentado,
contendo probidtico, teriam ac¢do terapéutica diante de biofilme misto de S. mutans e
S. salivarius e adesdo aos braquetes ortodonticos? Esse trabalho se propds a verificar a hipotese
de que a presenca de probidtico conferiria aos leites poder bacterapéutico.
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MATERIAL E METODO

Atividade Antibacteriana

Formacgao do Inéculo

O inéculo foi constituido de um pool com 1,5X108 células/ml de Streptococcus mutans
(ATCC 25175) e Streptococcus salivarius (ATCC 7073), mantidas a -80°C e foram reativas em
placas de BHI, sob microaerofilia, em estufa a 37°C por 48horas. Posteriormente a densidade
Optica observada foi conferida em espectofotbmetro (Biospectro SP-220 UV-VIS
spectrophotometer, Equipar Ltda., Curitiba, Brazil) com turbidez variando entre 0,08 e 0,12,
equivalente a uma solucdo padrao na escala 0,5 McFarland.

Plagueamento e Formagao do Halo

0 pool de cepas ATCC de Streptococcus mutans e Streptococcus salivarius foi formado e
plaqueado com a ajuda de um swab estéril, sobre placa de Petri contendo meio de cultura brain
heart infusion agar (BHI). Em seguida, criou-se um orificio no centro da placa utilizando-se o
maior forame de uma ponteira de pipeta estéril. 0 meio Agar foi removido com auxilio de uma
ponta de agulha. Para selar o fundo da placa, foram colocados 100 pL de dgar-agar (56°C) sem
encostar no fundo da placa ou no BHI; este conjunto ficou sob refrigera¢do (10°C) por 10 min.

0 poco de cada placa foi preenchido com 150 pL dos produtos a serem testados, de acordo
com os grupos a serem avaliados (Tabela 1).

Tabela 1. Grupos avaliados nos testes de formagéo do halo de inibicdo e no teste de aderéncia

Grupos Produtos avaliados
GL Leite bovino
GLP Leite bovino com probidtico
GLF Leite fermentado
GLFP Leite fermentado com probidtico

As placas foram entdo incubadas por 24h, em estufa a 372C. A seguir, foi feita a medicdo do
halo formado com régua milimetrada. O experimento foi realizado em triplicata.

Disco de Membrana

Formacgao do Inéculo

Para o teste de disco de membrana, a formacdo do in6culo foi idéntica quando da realizagdo
ao halo de inibic¢ao.
Formacao do Biofilme em Membrana e Diluicao Seriada

Em placas contendo 20ml de BHI 4gar (Difco, Sparks, EUA), com auxilio de pingas estéreis,
foram inseridas em discos de membranas (0,13mm de didmetro) (Millipore), previamente
autoclavadas. Posteriormente, foram adicionados 40 uL do inéculo ao centro da membrana.
0 conjunto foi inoculado por 48hr, em microaerofilia, na estufa a 37°C.
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A membrana contendo o biofilme formado foi levada a ependorf contendo 1mL dos produtos
controle e experimentais, como descrito na Tabela 2:

Tabela 2. Grupos avaliados no teste de disco de membrana

Grupos Produtos avaliados
P1 Controle negativo (agua)
P2 Controle positivo (L)
P3 Leite com probidtico
P4 Leite fermentado com probidtico

A membrana ficou em repouso por 5 min e, posteriormente, foi agitada mecanicamente por 1
min (momento 0). Em seguida, iniciou-se diluicdo seriada, com a remoc¢do de 100 pL e
adicionado a 900 pL de solugdo salina e agitado por 30 segundos (momento 1). Esse processo
foi repetido em 8 momentos. O tratamento e a dilui¢do foram realizados em duplicata.

Os momentos 5, 6, 7 e 8 foram plaqueados em triplicata, com o auxilio de al¢a Drigaus em
placas contendo 20ml de BHI agar (Difco, Sparks, EUA), e incubados por 48h, em microaerofilia,
na estufa a 37°C. Foi feita, entdo, a contagem total dos micro-organismos por grupo.

Teste de Aderéncia

Adesao dos Produtos Lacteos aos Braquetes

Os braquetes ortoddnticos (Edgewise Slim REF 10.65.203, Sorocaba, Sdo Paulo, Brasil),
previamente esterilizados, foram colocados com o auxilio de pin¢a estéril em Ependorfs,
contendo os produtos a serem testados, em duplicada. Os produtos foram divididos de acordo
com o grupo (Tabela 1). O ependorf contendo o conjunto (Braquetes+Produto) ficou incubado
por 24h, em estufa a 37°C.

Diluicdo Seriada e Plaqueamento

Apos o periodo de incubagio, os braquetes foram removidos dos produtos, imersos em
1000 pL de solucdo salina e agitados mecanicamente por 3 min (momento 0). Iniciou-se, entao,
diluicdo seriada, com a remog¢ao de 100 pL e adicionado a 900 pL de solugdo salina e agitado por
30 segundos (momento 1). Esse processo foi repetido em 3 momentos. O tratamento e as
diluicoes foram feitos em duplicata.

Os momentos 1, 2 e 3 foram plaqueadas em triplicata, pela técnica de gota em placas
contendo 20ml de BHI agar (Difco, Sparks, EUA), a seguir, fez-se a contagem total dos
micro-organismos.

Analise Estatistica

Para analise dos dados dos testes de disco de membrana e adesividade dos produtos lacteos,
inicialmente foram verificados os pressupostos para utilizacdo da analise de variancia de um fator
(ANOVA one-way): homocedasticidade e normalidade. A homocedasticidade foi testada pelo teste de
Levene e a normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk. No caso em que esses pressupostos ndo foram
atendidos, procedeu-se ao teste Kruskal-Wallis. O nivel de significancia adotado foi de 5% (o = 0,05).
Os dados foram tabulados e analisados no IBM SPSS Statistics para Windows (IBM SPSS. 21.0, 2012,
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Armonk, NY: IBM Corp.). Para andlise do teste de halo de inibicdo, ndo foi feito nenhum teste
estatistico, pois, em nenhum grupo, foi formado o halo de inibigo.

RESULTADO

Para o teste de formacao de halo de inibi¢ao, ndo foi formado nenhum halo em nenhum dos
grupos. Ndo foram observadas diferencgas significativas entre os grupos nos testes de disco de
membrana (Tabela 3) e adesividade dos produtos lacteos (Tabela 4).

Tabela 3. Teste de disco de membrana

Grupo Mediana Minimo Maximo *p-valor
P1 7,80 x 104 7,50 x 104 9,76 x 104
P2 4,11x 104 2,19x 104 8,41 x 104 0,679
P3 3,91x 10+ 3,02x 104 63,00 x 104
P4 2,91x 104 0,55 x 104 55,20 x 104

P1, dgua (controle negativo); P2, leite bovino sem probiético (controle positivo); P3, leite bovino com probidtico; P4, leite
fermentado com probidtico. *Teste Kruskal-Wallis.

Tabela 4. Teste de adesividade dos produtos lacteos

Grupo Média Desvio padrao *p-valor
GL 0,00 0,00
GLP 76,20 x 10-2 41,86 x 10-2
0,056
GLF 0,00 0,00
GLFP 44,01 x 10-2 6,14 x 10-2

GL, leite bovino; GLP, leite bovino com probidtico; GLF, leite fermentado; GLFP, leite fermentado com probidtico. *ANOVA one-way.

Neste estudo, nio foi possivel observar adesividade ao braquete pelos produtos do tipo leite
bovino como é possivel observar pela Tabela 4. J4 no GLP e GLFP (leite bovino e leite
fermentado com probidtico, respectivamente), foi observado que havia micro-organismo
aderido aos braquetes.

DISCUSSAO

Ja esta bem descrito e documentado na literatura o aumento no acimulo de biofilme
bacteriano em pacientes portadores de aparelho ortodontico fixo. A presenca do biofilme
favorece a desmineralizacdo e o aparecimento das manchas brancas ao redor dos braquetes.
Prevenir a desmineralizagdo durante o tratamento ortodontico ainda é grande desafio??.

Uma terapéutica para prevenir ou tratar doencas da cavidade bucal, como caries dentarias e
doengas periodontais, é o probidtico, pois apresenta potencial de modificar a microbiota bucal
devido a uma mudanc¢a na atividade do biofilme provocada pela alteracdo da composicao
microbiana e a reacdo resultante do hospedeiro!!. Esses microrganismos estdo relacionados na
atualidade a beneficios a satide bucal devido, dentre outros fatores, a producao de substancias
inibitdrias do crescimento de Streptococcus mutansi2.

Os probiéticos quando associados a tratamentos convencionais podem melhorar a disbiose
microbiana e promover melhora significativa no controle de doencgas orais!3. Essa recente e
promissora alternativa para combater as infec¢des orais, a partir do uso de bactérias
inofensivas, é denominada bacterioterapial4, o efeito bacterapéutico promovido pelos
probidticos pode representar uma importante alternativa para se evitar o aparecimento de
manchas brancas no esmalte ap6s uso de aparelho ortodontico fixo. Partindo desse pressuposto,
a proposta do presente estudo foi avaliar a acdo terapéutica de produtos lacteos contendo
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probidtico sob a presenca de biofilme misto de Streptococcus mutans e S. salivarius e sua
possivel adesdo aos braquetes ortodonticos.

Para avaliar se o Lactobacillus acidophilus (La-5) era capaz de realizar bacterioterapia diante
de biofilme de Streptococcus mutans e S salivarius, foram realizados testes de halo de inibicao e
disco de membrana.

No teste de halo de inibicdo, ndo se constatou a¢do bacterapéutica em nenhum produto
avaliado, o que confirma que o probiético ndo apresenta acdo bactericida ou bacteriostatica.
Esses achados corroboram a literatura pertinente no que diz respeito a usar probidticos como
métodos auxiliares no controle e tratamento de algumas doengas odontolégicas, tendo
indicagdo profilatica e ndo terapéuticals.

No teste de membrana, o objetivo foi avaliar o efeito de probiético sobre a superficie da
membrana que continha Streptococcus mutans e salivarius. As membranas sdo utilizadas quando
se deseja avaliar a agdo bactericida e/ou bacteriostatica de determinados produtos, nesse caso,
bacterapéutico, que é o uso terapéutico de culturas microbianas (geralmente bacilos -
Baciloterapia). No presente estudo, nao foi possivel provar essa acdo de bacterioterapia isolado.
Segundo Twetman?®, é razoavel considerar o uso da bacterioterapia como um possivel
complemento para a associacido aos métodos existentes baseados em evidéncias para controlar
e prevenir a carie; ja que o sinergismo que o probiético faz com o S. mutans nio chega a ter uma
competicdo e sim uma coexisténcia dos dois. Ja no estudo de Keller et al.16, o qual avaliou a longo
prazo caries radiculares, os resultados indicaram que o probidtico funcionou bem quando
combinado com fluoreto.

O protocolo usado para o teste de membrana foi feito seguindo o protocolo de
Antonio et al.17, a escolha desse protocolo deu-se pelo fato de as membranas serem de uso mais
facil, ndo necessitarem de uma superficie como bloco dentario, por exemplo, para ser formada, e
apresentarem menor risco de contaminacdo, no entanto apresentam custo mais elevado.
No teste de adesividade, observou-se que o leite com probiético e o leite fermentado com
probiodtico foram capazes de aderir aos braquetes, pois houve crescimento de micro-organismo
pela técnica de diluicdo seriada seguida de plaqueamento. Isso justifica investigacdes futuras
com a finalidade de determinar a existéncia de alguma interacdo do probiético com o biofilme,
promovendo ou ndo a remineralizacdo do esmalte dentario ao redor de braquetes ortodonticos,
tendo em vista que tanto os estreptococos do grupo mutans quanto os probidticos apresentam a
propriedade de adesdol8. Optou-se por testar a adesdo dos produtos com probidtico ao
braquete metalico por estes serem os mais utilizados na rotina da clinica ortoddntica?®.

Para realizacdo do estudo, as culturas starters utilizadas foram a Lactococcus lactis ssp. Lactis
e a Lactococcus lactis ssp. Cremoris (R-704), o probiético utilizado foi o Lactobacillus acidophilus
(La-5), em que a proporc¢do final fosse de 7-8 log UFC/g de produto, quantidade essa ja
consagrada por muitos autores2021, tornando assim os produtos lacteos viaveis. Estirpes de
Lactobacillus rhamnosus, L. reuteri, L. casei e Bifidobacterium spp. apresentaram potencial para
modificar a colonizacdo de bactérias cariogénicas e com isso prevenir as caries dentdrias?e.
No entanto, Shin et al.22 afirmaram que L. lactis pode ser um probidtico util, pois apresenta
atividade antimicrobiana, visto que produz bacteriocinas.

A auséncia de condi¢cbes que mimetizem aquelas encontradas na cavidade bucal, como a
presenca de saliva, higiene oral, e a heteriogenicidade da microbiota bucal, também constituem
uma limitagdo. Por isso se justifica a realizacdo de outros estudos em que possa se avaliar a
possivel interacdo da microbiota oral com os probidticos.

CONCLUSAO

Conclui-se com a realizacdo deste estudo que:

Rev Odontol UNESP. 2019;48:€20190092. DOI: https://doi.org/10.1590/1807-2577.09219 6/8



Analise da atividade antimicrobiana...

e Os leites bovino e fermentado contendo probidtico ndo sdo capazes de promover
bacterioterapia sob pool de cepas ATCC de SS e SM;

e Leite bovino e leite fermentado com probidtico apresentam adesividade aos braquetes; e

¢ Leite bovino e leite fermentado sem probidtico ndo apresentam adesividade aos braquetes.
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