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RESUMO

Saravia ME. Quantificacdo e identificacdo morfolégica e bioquimica para
confirmacao fenotipica de S. mutans e S. sobrinus, utilizando o meio de cultura
SB-20 modificado: Estudos /in vitro e in vivo [tese]. Ribeirdo Preto: Faculdade de

Odontologia de Ribeirdo Preto da Universidade de Sdo Paulo; 2010.

Tendo em vista o importante papel desempenhado pelos Streptococcus mutans e pelos
Streptococcus sobrinus na etiologia da carie dental, assim como a relevancia do meio de cultura
empregado para a deteccdo desses microrganismos, o0s objetivos do presente estudo foram:
Capitulo 1- Avaliar a eficacia do meio de cultura SB-20 modificado (SB-20M) na diferenciacéo
morfol6gica de colbnias de S. mutans e de S. sobrinus, comparativamente a analise bioquimica das
coldnias isoladas, na saliva de criangas; Capitulo 2- Comparar os meios de cultura SB-20, SB-20M e
MSB na quantificacdo (contagem) de unidades formadoras de colénias (ufc) e na diferenciacéo
morfolégica e bioquimica de S. mutans e S. sobrinus, na saliva de criangas; e Capitulo 3- Empregar
0 meio de cultura SB-20M sem &gar, denominado Caldo Sacarose-Bacitracina modificado (CaSaB-
20M), para avaliar a viabilidade de cepas padrdo de S. mutans (ATCC25175) /n vitro e a viabilidade
de estreptococos do grupo mutans /77 vivo, nas cerdas de escovas dentais, apds diferentes periodos
de secagem. No Capitulo 1, a eficacia do meio SB-20M foi avaliada tomando-se amostras de saliva
nédo-estimulada de 145 criancas de 6 a 12 anos de idade, por meio da técnica da espatula de
madeira. Apés semeadura e incubacdo em microaerofilia, foi efetuada a contagem das ufc em
microscopio estereoscopico e realizada a identificacdo morfolégica e bioquimica (biotipagem) das
colbnias de S. mutans e de S. sobrinus. Os resultados obtidos ap6s as identificacdes morfoldgicas e
bioquimicas foram comparados empregando o teste x°. No Capitulo 2, a comparacéo dos meios de
cultura SB-20, SB-20M e MSB foi efetuada em amostras de saliva ndo-estimulada, colhidas de 20
criangas na faixa etaria de 4 a 12 anos, em tubos de ensaio. Amostras de saliva pura e diluidas até
10 foram semeadas em placas contendo os referidos meios, por meio de um micrométodo, e
incubadas em microaerofilia. A seguir, foi efetuada a contagem das ufc e a identificacdo
morfolégica e bioquimica das coldnias de S. mutans e de S. sobrinus. Os resultados obtidos foram
submetidos & andlise estatistica, utilizando o teste de Wilcoxon e o teste exato de Fisher. No
estudo /n vitro do Capitulo 3, um total de 45 escovas dentais infantis, divididas em 9 grupos (n=5
por grupo), foram contaminadas com uma suspensao contendo Streptococcus mutans (cepa ATCC
25175), na concentracdo de 1.720.000 unidades formadoras de coldnias por mL (escala 0,5 de
McFarland), durante 4 minutos. Logo apés a lavagem, as escovas do Grupo 1 (controle) foram
submetidas ao processamento microbiolégico. As escovas dos Grupos 2 a 9 foram mantidas a
temperatura ambiente por 4, 8, 12, 24, 36, 48, 60 e 72 horas, respectivamente, previamente ao

processamento microbiolégico, em meio de cultura CaSaB-20M. A seguir, foi efetuada a contagem



de ufc de S. mutans nas cerdas. Os resultados obtidos foram analisados por meio do teste de
Kruskal-Wallis. No estudo /7 vivo do Capitulo 3 participaram 20 criancas de 4 a 8 anos com alto
risco a cérie dental. Cada crianca recebeu 13 escovagdes, com intervalo de 3 dias entre cada
escovacgdo, empregando sempre uma escova dental nova, sem dentifricio. As 260 escovas obtidas
foram divididas em 13 grupos (n=20 por grupo). Logo ap6s a lavagem, as escovas do Grupo 1
(controle) foram submetidas ao processamento microbioldgico. As escovas dos Grupos 2 a 13
foram mantidas a temperatura ambiente por 4, 8, 12, 16, 20, 24, 28, 32, 36, 40, 44 e 48 horas,
respectivamente, previamente ao processamento microbioldgico, ou seja, semeadura e incubagdo
em meio CasB-20M. Ap6s a incubacdo foi efetuada a contagem de ufc de S. mutans e a
guantificacdo dos polissacarideos extracelulares presentes nas cerdas. Os dados obtidos foram
avaliados por meio do teste de Wilcoxon. O nivel de significAncia em todas as andlises estatisticas
foi de 5%. Com base nos resultados obtidos, p6de-se concluir que o método de identificagdo
morfologica, empregando o meio de cultura SB-20M, foi confiavel para a identificacdo de S.
mutans e S. sobrinus. Os meios SB-20 e SB-20M foram semelhantes na quantificacdo de
estreptococos do grupo mutans e na identificagdo morfoldgica e bioquimica de S. mutans e de S.
sobrinus, evidenciando que a substituicdo da sacarose pelo acUcar cristal ndo alterou a eficacia do
meio. Quando comparado ao meio MSB, o SB-20M apresentou resultados estatisticamente
superiores, com relacdo a quantificacdo de ufc e com relagdo a identificagdo morfologica e
bioguimica de S. mutans e de S. sobrinus. O Caldo Sacarose-Bacitracina modificado (CaSaB-20M)
permitiu avaliar a viabilidade de estreptococos do grupo mutans nas cerdas de escovas dentais,
apo6s diferentes periodos de secagem. De acordo com o estudo /7 vitro com cepa padrdao de
Streptococcus mutans (ATCC 25175), observou-se viabilidade de microrganismos nas escovas
dentais por até 8 horas. Por outro lado, no estudo /n vivo, os estreptococos do grupo mutans

permaneceram viaveis por periodos superiores (44 horas).

Palavras-Chave: Estreptococos do grupo mutans; Streptococcus mutans; Streptococcus

sobrinus; SB-20; SB-20M; MSB; CaSaB-20M; Identificacdo morfolégica; Identificacdo bioquimica.



ABSTRACT

Saravia ME. Morphological and biochemical quantification and identification for
phenotypic confirmation of S. mutans and S. sobrinus by modified SB-20
culture medium: /n vitro and /n vivo studies [Thesis]. Ribeirdo Preto: Faculdade de

Odontologia de Ribeirdo Preto da Universidade de Sdo Paulo; 2010.

The important role developed by Streptococcus mutans and Streptococcus sobrinus in dental caries
ethyology as well as the relevance of the culture medium used for the detection of these
microorganisms, the aims of the present study were divided into three parts as follows: Chapter 1
— To evaluate the modified SB-20 culture medium efficacy (SB-20M) in the morphologic
differentiation of the S. mutans and S. sobrinus colonies comparatively to the biochemical analysis
of the isolated colonies in children’s saliva samples; Chapter 2 — To compare the culture media SB-
20, SB-20M, and MSB in the quantification (counting) of the colony forming units (cfu), and in the
morphological and biochemical differentiation of S. mutans and S. sobrinus in children’s saliva; and
Chapter 3 — To employ the SB-20M culture medium without agar, called Sucrose Bacitracin Broth
Modified (CaSaB-20M), in order to evaluate the viability of the /n vitro S. mutans pattern strains
(ATCC 25175), and the viability of the /n vivo mutans streptococci in toothbrush bristles after
different dry periods. In Chapter 1, the efficacy of the SB-20M was evaluated by wood spatula
technique using non-stimulated saliva samples of 145 children of 6 to 12 years old. After seeding
and incubation in microaerophilic conditions, the cfu counting in stereoscopic microscope, and the
morphological and biochemical identification (biotyping) of S. mutans and S. sobrinus colonies
were made. The results obtained after morphological and biochemical identifications were
compared by the X test. In Chapter 2, the comparison of the SB-20, SB-20M, and MSB culture
medium was made using assay tubes with non-stimulated saliva samples of 20 children with age
between 4 and 12 years old. Samples of pure and diluted saliva (until 10“) were seeded by a
micromethod in Petri dishes with the culture media, and incubated under microaerophilic
conditions, followed by the cfu counting, and morphological and biochemical identification of S.
mutans and S. sobrinus colonies. The results obtained were submitted to the statistical analysis
using Wilcoxon test and the exact Fisher test. In the /n vitro study of the Chapter 3, a total of 45
children’s toothbrush divided in 9 groups (n=5 per group) were infected with a Streptococcus
mutans (strain ATCC25175) suspension, under the concentration of 1.720.000 colony forming
unities by mL (McFarland 0.5 scale) during 4 minutes. Briefly, after washing the Group 1
toothbrushes (control) were submitted to the microbiological processing. Group 2 to 9
toothbrushes were maintained in room temperature for 4, 8, 12, 14, 24, 36, 48, 60, and 72 hours
respectively, previously to microbiological processing in CaSaB-20M culture medium. After that, the

S. mutans cfu counting in the bristles were made. The results obtained were analysed by Kruskal-



Wallis test. In the /n vivo study of the Chapter 3, 20 high caries risk children of 4 to 8 years old
children have been participated. Each child received 13 times brushing, with intervals of 3 days
between each brushing using always a new toothbrush with no toothpaste. The 260 obtained
toothbrushes were divided into 13 groups (n=20 per group). After whashing the Group 1
toothbrushes (control) were submitted to microbiological processing. The other ones (groups 2 to
13) were maintained in room temperature for 4, 8, 12, 16, 20, 24, 28, 32, 36, 40, 44, and 48 hours
respectively, previously the microbiological processing (CaSaB-20M). After incubation the S.
mutans cfu counting and the quantification of extracellular polysaccharides present in the bristles
were made. The data obtained were evaluated by Wilcoxon test. The level of significance in all
statistical analysis was 5%. Based on the results obtained we could conclude that de morphological
method for identification using SB-20M culture medium was trustable for the identification of S.
mutans and S. sobrinus. The SB-20 and SB-20M showed the same effect in the quantification of
the mutans streptococci, and in the morphological and biochemical identification of S. mutans and
S. sobrinus evidentiating that the substitution of sucrose for coarse granular cane sugar (SB-20M)
did not altered the efficacy of the medium. When compared to MSB medium, the SB-20M showed
results statistically superiors with relation to cfu quantification, and morphological and biochemical
of S. mutans and S. sobrinus. Sucrose-Bacitracin modified broth (CaSaB-20M) allowed the
evaluation of the viability of mutans streptococci in toothbrush bristles after different drying times.
According to the /n wvitro study with Streptococcus mutans (ATCC 25175), we could observe
viability of microorganisms in toothbrush bristles for 8 hours remaining. On the other hand, in the

/n vivo study the mutans streptococci remain viable for extended periods (44 hours).

Key-Words: Mutans streptococci; Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus; SB-20; SB-20M;

MSB; CaSaB-20M; Morphological identification; Biochemical identification.
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INTRODUCAO

Desde 1924, quando Clarke identificou os Streptococcus mutans, estes
microrganismos tém sido sido intensamente estudados (Marsh, 2009; Rodis et al., 2009;
Seow et al., 2009; Horiuchi et al., 2009; Simark-Mattsson et al., 2009; Doméjean et al.,
2010), em funcdo de serem considerados os agentes etioldgicos primarios da céarie dental
(Ajdic et al., 2002; Berkowitz, 2003; McNeill e Hamilton, 2003; Guo et al., 2006).

Em 2002, o genoma dos S. mutans foi seqienciado (Ajdic et al., 2002),
exatamente 49 anos ap0s a publicacdo da descoberta da estrutura da molécula do DNA
pelos fisicos Francis Harry Compton Crick e James Dewey Watson, na renomada revista
Nature (Silveira, 2003). O conhecimento mais aprofundado da complexidade e
especificidade genética desses microrganismos pode possibilitar que, em um futuro
préximo, sejam desenvolvidos novos agentes antimicrobianos, com abordagens

inovadoras, visando a prevencao e o tratamento da céarie dental.

Do ponto de vista microbiolégico, a carie dental € provocada por bactérias
com alta similaridade fenotipica, classificadas como estreptococos do grupo mutans
(Hamada e Slade, 1980; Lindquist e Emilson, 1991). A implicacdo desses microrganismos
na etiologia da céarie dental, em humanos e animais experimentais, é inquestionavel
(Loesche, 1986; Takahashi e Nyvad, 2008).

Os estreptococos do grupo mutans Sd80 microrganismos cariogénicos
encontrados no biofilme dentario e na saliva, que exibem padrdes bioquimicos distintos e
produzem polissacarideos extracelulares a partir da sacarose (Coykendall, 1974),
representados por diferentes espécies e tipos soroldgicos (sorotipos) de a-h (Hamada e
Slade, 1980; Whiley et al., 1988; Whiley e Beighton, 1998; Nakano et al., 2004).

Cepas de Streptococcus mutans possuem 0s antigenos c, e ou f, porém o
sorotipo ¢ € responsavel por 70-100% dos isolados de humanos. Outros isolados de
humanos possuem os carboidratos com capacidade antigénica d e g, como o0s
Streptococcus sobrinus. Os Streptococcus rattus (sorotipo b) e os Streptococcus cricetus
(sorotipo a) (Hamada e Slade, 1980) recentemente sofreram alteracdo em sua

denominacéo, passando a ser chamados de S. criceti e S. ratti (Truper e De Clari, 1997).
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Um sorotipo ¢ foi isolado de ratos selvagens e, por ndo estar relacionado geneticamente
com os S. mutans foi denominado de Streptococcus ferus (Whatmore e Whiley, 2002).
Adicionalmente, algumas cepas sorotipo ¢ de macacos mostraram ser diferentes dos S.
mutans e foram denominadas como uma nova espécie: Streptococcus macacae (Beighton
et al., 1984). Em 1988, Whiley et al. descreveram o sorotipo h como Streptococcus

downel.

Assim, quando o0s estreptococos do grupo mutans sdo classificados de
acordo com suas propriedades bioquimicas e genéticas, varias espécies de
microrganismos podem ser reconhecidas (Hamada e Slade, 1980; Loesche, 1986),
incluindo S. mutans, S. sobrinus, S. criceti, S. ratti, S. ferus, S. macacae e S. downei.
Dentre essas espécies, as duas mais comumente isoladas da espécie humana (Hamada e
Slade, 1980; Hofling et al., 1999) e mais diretamente envolvidas no processo da cérie
dental sdo os S. mutans e os S. sobrinus (Hamada e Slade, 1980; Loesche, 1986;
Fejerskov e Kidd, 2005; Saito et al., 2009).

Os niveis salivares de S. mutans e de S. sobrinus estdo fortemente
correlacionados com a prevaléncia de lesbes de cérie (Duchin e Van Houte, 1978; Seppa
et al., 1988; Weinberger e Wright, 1989), com a predi¢cdo de novas lesbes (Fujiwara et
al., 1991) e com a determinagdo da atividade de cérie (Klock e Krasse, 1979; Kohler et
al., 1981). Sua deteccdo no biofilme dentério e na saliva pode predizer o risco e servir

para o monitoramento da atividade de carie (Fontana e Zero, 2006).

Em humanos, os S. mutans sdo mais frequentemente isolados que os S.
sobrinus (Loesche, 1986; Rodis et al., 2009; Doméjean et al., 2010). Estudos efetuados
em varias regides do mundo evidenciaram que mais de 98% dos individuos adultos
apresentam S. mutans em sua cavidade bucal, enquanto o S. sobrinus esta presente em
apenas 7-35% (Gold et al., 1973; Wade et al., 1983; Van Palestein Helderman et al.,
1983; Okada et al., 2002).

No entanto, os S. sobrinus sdo microrganismos altamente agressivos, mais
sacarose-dependentes que os S. mutans (Gibbons et al., 1986) e que apresentam maior
capacidade de producéo de acidos (De Soet et al., 1989; De Soet et al., 1990; Saito et al.,
2009), dominando o biofilme dentario em individuos que fazem uso irrestrito de sacarose.
Esses microrganismos sintetizam polissacarideos intra e extracelulares e sdo capazes de

sobreviver em ambientes extremamente acido, a semelhanca dos S. mutans (De Soet et
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al., 1989). Por esse motivo, individuos que apresentam altas contagens de S. sobrinus na
saliva ou no biofilme dentario apresentam maior risco de céarie que individuos que
apresentam apenas a espécie S. mutans (Kohler et al., 1988; Fujiwara et al., 1991;
Hofling et al., 1999; Lindquist e Emilson, 2004).

Além disso, a coexisténcia de S. mutans e S. sobrinus parece ser um
importante fator no desenvolvimento da carie dental (Lindquist e Emilson, 1991), uma vez
gue quando ambas as espécies estdo presentes na cavidade bucal, ou seja, quando o
individuo € multicolonizado, evidencia-se maior experiéncia de carie nos individuos que
quando se detecta apenas S. mutans (Kohler e Bjarnason, 1987; Seki et al., 2006).
Segundo Rupf et al. (2006), a colonizacdo por S. sobrinus representa um importante fator

de risco adicional para a céarie dental.

A transmissdo da microbiota cariogénica ocorre por meio de contatos
diretos, via saliva (Tedjosasongko e Kozai, 2002), ou por meio de contatos indiretos
(Newbrun, 1992). O contato direto pode ocorrer verticalmente (Hames-Kocabas et al.,
2008) ou horizontalmente (Doméjean et al., 2010), enquanto que o contato indireto pode
ocorrer por meio de objetos, como utensilios diversos, colheres (Kéhler e Bratthall, 1978),
xicaras, brinquedos (Svanberg, 1978; Newbrun, 1992), chupetas (Nelson-Filho et al.,
2009) ou escovas dentais contaminadas por bactérias cariogénicas (Svanberg, 1978;
Newbrun, 1992; Nelson Filho et al., 2006; Aysegul et al., 2007; Bezirtzoglou et al., 2008;
Boylan et al., 2008; Balappanavar et al., 2009).

A deteccdo e identificagdo dos estreptococos do grupo mutans tem sido
efetuada por meio de técnicas de cultura microbiana (Seki et al., 2002; Wan et al., 2003;
Bezirtzoglou et al., 2008; Doméjean et al., 2010) e identificacdo bioquimica (Shklair e
Keene, 1974; Beighton et al., 1991; Azevedo e Zelante, 1994; Bezirtzoglou et al., 2008),
bacteriocinotipagem (Davey e Rogers, 1984; Azevedo, 1988; van Loveren et al., 2000),
microscopia eletrbnica de varredura (Nelson-Filho et al., 2006; Peixoto et al., 2009;
Poggio et al., 2009) e por técnicas de biologia molecular (Mattos-Graner et al., 2001;
Okada et al., 2002; Longo et al., 2003; Guo et al., 2006; Franco e Franco et al., 2007;
Rodis et al., 2009; Choi et al., 2009), entre outras.

Quando se emprega técnicas de cultura microbiana, a porcentagem de
recuperacao de S. mutans e de S. sobrinus em amostras de saliva e de biofilme dentario
depende, em parte, do meio de cultura empregado (Emilson e Bratthall, 1976;
Dasanayake et al., 1995; Hildebrandt e Bretz, 2006).
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Diferentes meios de cultura sélidos ou liquidos tém sido utilizados para a
deteccao de estreptococos do grupo mutans na saliva e no biofilme dentario, tais como o
agar Mitis Salivarius Bacitracina — MSB (Gold et al.,, 1973; Torres et al.,, 1993;
Tedjosasongko e Kozai, 2002), MS (Carlsson, 1968), MC, BCY (lkeda, 1972), MM10 (Syed
e Loesche, 1972), TYCSB (van Palestein Hendelman et al., 1983), TYC, TYCB (Schaeken
et al.,, 1986), MS-SOB para S. sobrinus (Hirasawa e Takada, 2002; 2003), MS-MUT
(Hirasawa e Takada, 2003), MS-MUTV para S. mutans (Takada e Hirasawa, 2005), o
Tryptone-Yeast extract-Cysteine-Sucrose-Bacitracin — TYCSB (Wan et al., 2003), o agar
Sacarose-Bacitracina (SB-20) (Davey e Rogers, 1984; Torres et al., 1993; Hofling et al.,
1998; Pimenta et al., 2001; Spolidorio et al., 2003; Motisuki et al., 2005) e o &agar
Sacarose-Bacitracina Modificado (Azevedo, 1988; Ito et al., 1993; Azevedo e Zelante,
1994; Nelson-Filho et al., 1996; Azevedo et al., 1998; De Rossi et al., 2005; Sato et al.,
2005; Nelson-Filho et al., 2006; Peixoto et al., 2009), entre outros.

Deve-se ressaltar que a utilizacdo de meios de cultura seletivos, de facil
preparacdo, que permitam a diferenciagdo entre S. mutans e S. sobrinus € de
fundamental relevancia na area da Cariologia, principalmente para o estudo de
populagées com elevado risco a carie. No entanto, embora saiba-se que o meio SB-20
modificado, por ser incolor, facilita a diferenciacdo e a contagem de S. mwutans e S
sobrinus (Azevedo e Zelante, 1994; Sato et al., 2005; Nelson-Filho et al., 2006), ndo ha
trabalhos publicados, até o momento, avaliando comparativamente os meios de cultura
SB-20 e SB-20 modificado, a fim de verificar se a substituicdo da sacarose pelo agUcar
cristal poderia afetar a eficacia do meio de cultura original. O meio de cultura SB-20M,
sem a adicdo de agar, também tem sido pouco estudado. Além disso, ndo ha trabalhos
comparando os meios MSB e SB-20 modificado na contagem de unidades formadoras de
colénias e na diferenciacdo morfologica e bioquimica de Streptococcus mutans e de

Streptococcus sobrinus.
Pelo exposto, os objetivos do presente estudo foram:

1) Avaliar a eficacia do meio de cultura SB-20 modificado (SB-20M) na diferenciacao
morfoldgica de coldnias de Streptococcus mutans e de Streptococcus sobrinus,
obtidos pela técnica da espatula de madeira, comparativamente a analise
bioguimica das coldnias isoladas, em 145 criancas de 6 a 12 anos de idade
(Capitulo 1).
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2) Comparar os meios de cultura SB-20, SB-20M e MSB na quantificagdo (contagem)
de unidades formadoras de colbnias e na diferenciacdo morfol6gica e bioquimica

de Streptococcus mutans e Streptococcus sobrinus, na saliva de 20 criangas de 4
a 12 anos de idade (Capitulo 2).

3) Empregar o meio de cultura SB-20M sem A&gar, denominado Caldo Sacarose-
Bacitracina modificado (CaSaB-20M) para avaliar a viabilidade de Streptococcus
mutans (ATCC25175) /n vitro e a viabilidade de estreptococos do grupo mutans /17

vivo, nas cerdas de escovas dentais, apds diferentes tempos de secagem
(Capitulo 3).
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CAaPiTULO 1
DIFERENCIACAO MORFOLOGICA E BIOQUIMICA ENTRE STREPTOCOCCUS MUTANS E

STREPTOCOCCUS SOBRINUS, NO MEIO DE CULTURA SB-20 MODIFICADO (SB-20M).

O meio de cultura SB-20 foi proposto em 1984 por Davey e Rogers, tendo
como base o meio de De Stoppelaar et al. (1967), e vem sendo empregado por varios
pesquisadores (Davey e Rogers, 1984; Torres et al., 1993; Azevedo et al., 1993; Hofling
et al., 1998; Pimenta et al., 2001; Spolidorio et al., 2003; Motisuki et al., 2005; Aysegul et
al., 2007). Sendo um meio de cultura seletivo é formulado com a adicdo de altas
concentracbes de sacarose, a fim de facilitar o crescimento dos estreptococos do grupo
mutans, e de altas concentracbes de bacitracina, para inibir o crescimento de outros

estreptococos da cavidade bucal (Hildebrandt e Bretz, 2006).

Ito et al. (1993) e Azevedo e Zelante (1994) publicaram estudos propondo
a substituicdo da sacarose por agucar cristal ho meio SB-20, reduzindo o custo da
preparacdo desse meio de cultura, que foi chamado de agar SB-20 modificado. Esse meio
foi empregado em diversos estudos por nosso grupo de pesquisa (Azevedo, 1988;
Azevedo e Zelante, 1994; Nelson-Filho et al., 1996; Azevedo et al., 1998; De Rossi et al.,
2005; Nelson-Filho et al., 2006; 2009; Peixoto et al., 2009).

O meio SB-20 modificado pode ser utilizado também sob a forma de meio
liquido, sem o agar, denominado de Caldo Sacarose Bacitracina Modificado, possibilitando
o desenvolvimento de biofilme bacteriano sobre a superficie das cerdas de escovas
dentais (Sato et al., 2005; Nelson-Filho et al., 2006), chupetas (Nelson-Filho et al., 2009)
e aparelhos ortoddnticos removiveis e fixos (Lessa et al., 2007; Bagatin-Rossi, 2007;

Magno et al., 2008; Peixoto et al., 2009).

A identificacdo das diferentes espécies de estreptococos do grupo mutans,
presentes em amostras de saliva ou de biofilme, inicialmente é baseada no
reconhecimento das diferencas morfolégicas das colénias que se desenvolveram no meio
de cultura seletivo. O meio de cultura SB-20, por ser transparente, possibilita facilmente a
diferenciacdo com base na morfologia das colénias de S. mutans e de S. sobrinus (Davey
e Rogers, 1984).
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Assim, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a eficAcia do meio de
cultura SB-20 modificado pela substituicdo da sacarose por agucar cristal (SB-20M) na
diferenciacdo morfolégica de col6nias de S. mutans e S. sobrinus, comparativamente a

identificacdo bioquimica (biotipagem).

MATERIAL E METODOS

Participaram do estudo 145 criancas da Clinica de Odontopediatria da
Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo, de 6 a 12
anos de idade, de ambos os géneros, com boa saude geral verificada por meio da
realizacdo de anamnese detalhada, de acordo com os seguintes critérios de inclusdo: néo
estar sendo submetida a tratamento odontoldgico e nédo estar fazendo uso de antibidticos
ou solugbes anti-sépticas por um periodo minimo de 3 meses, para que ndo houvesse
interferéncia nos resultados. Foi obtido o consentimento livre e esclarecido, assinado

pelos responséaveis pelas criangas.

Todos os procedimentos microbiol6gicos foram efetuados no laboratério de
Microbiologia do Departamento de Andlises Clinicas, Toxicol6gicas e Bromatologicas da

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sdo Paulo.

Apds um periodo de pelo menos 2 horas da ultima escovacdo (Torres et
al., 1993), foram colhidas amostras de saliva ndo-estimulada das 145 criancas pela
técnica da espatula de madeira proposta por Kéhler e Brattall (1979), durante 1 minuto,
seguido de semeadura em placas contendo meio de cultura SB-20M, preparado como

descrito a seguir.

Preparo do meio de cultura SB-20M (Agar Sacarose Bacitracina Modificado)

Composicao:

Casitone.....ccvevveviieiiinens (D] (o]0 JA 15,09

Extrato de levedura.......... (D)) {o10 JU 5,09

L-Cisteina.......ccccoeeveennennnn. MercK.....cooveeiiniiniinnnns 0,29

Sulfito de sédio................. MercK.....cooeeveueeevinnannnnn. 0,19
Acetato de sddio.............. Reagen........ccoevveennnnnns 20,09
AcUcar Cristal........couuiiiiiiiiiie e 200,09
Agar-agar........c..ccocceeuen... DifCO.veieiriieecirreeee, 15,09

Agua destilada.................. OSPveereerreresniee e 1.000,0mL



TESE DE DOUTORADO 29
Marta Estela Saravia

O meio de cultura SB-20 (Davey e Rogers, 1984), seletivo para
estreptococos do grupo mutans, foi preparado com as modificacbes propostas por Ito et
al. (1993) e Azevedo e Zelante (1994), no qual a sacarose foi substituida por acucar
cristal.

Por meio da utilizacdo de uma balanca elétrica, com exce¢do do agar e da
sacarose, 0s componentes foram pesados e colocados em um calice adicionado com
1.000,0mL de agua destilada, sendo dissolvidos com auxilio de bastao de vidro. Ao agar e
a sacarose, pesados e colocados em balédo de Erlenmeyer, foi adicionada a solucéo obtida,
lavando-se as paredes do baldo. A seguir, os baldes foram tamponados com algodéao,
identificados e autoclavados a 120°C, por 20 minutos, sendo a autoclave aberta
cuidadosamente, logo em seguida, para evitar a caramelizacdo do acucar. Apdés o
resfriamento até cerca de 50°C, a bacitracina (Sigma, Laboratory INLAB, Rio de Janeiro,
Brasil, COD. 2430814614) foi adicionada na concentracéo final de 0,2Ul por mL de meio e
homogeneizada, em camara de fluxo laminar. Assepticamente, o meio obtido foi vertido
em placas de Petri de 20x100mm esterilizadas, em volumes de 20,0mL. Apés a
solidificacéo, as placas foram mantidas em refrigerador a 4°C, sendo utilizadas no periodo
méaximo de 7 dias uma vez que, decorrido esse periodo, a bacitracina perde a sua

atividade antimicrobiana.

Semeadura e Incubacao
As amostras de saliva, obtidas com espéatula de madeira, foram semeadas
na superficie do meio de cultura. A seguir, as placas foram incubadas a 37°C, em

microaerofilia, pela técnica da chama da vela, durante 72 horas.

Quantificacdo (contagem) de unidades formadoras de colbénias e identificacao
morfoldgica das espécies de estreptococos do grupo mutans: S. mutans e S.
sobrinus

A identificacdo presuntiva e a contagem das ufc das 145 amostras de
saliva foram efetuadas em lupa estereoscopica sob luz refletida, com aumento de 20X,
colocando-se as placas contendo o0 meio de cultura SB-20M (meio claro) sobre um fundo
preto, a fim de ressaltar as caracteristicas das colbnias, tendo como base as seguintes
caracteristicas morfoldgicas das colbnias:
- S. mutans: colbnias com superficie granular, semelhante a vidro moido, podendo

apresentar ou ndo uma gota cintilante de polissacaride.
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- S. sobrinus: coldnias opacas branco-leitosas circulares ou com diferentes formas
estreladas, podendo algumas vezes penetrar no meio de cultura e estarem circundadas
com halo branco-leitoso apresentando, com freqiiéncia, gotas de polissacaride.

A contagem das unidades formadoras de colbnias desenvolvidas no meio

SB-20M foi efetuada por um Gnico examinador experiente calibrado (Kappa>0,8).

Identificacdo bioquimica das espécies de estreptococos do grupo mutans: S.
mutans e S. sobrinus

Foram escolhidas, aleatoriamente, colénias com morfologia macroscépica
caracteristica de S. mutans e de S. sobrinus, as quais foram transferidas para tubos
contendo meio de cultura Tioglicolato de sédio, sem glicose e sem indicador (Tio’s),
cultivadas em microaerofilia, pela técnica da chama de vela, a 37°C, por 24 horas,

ativando as cepas para a identificacdo bioguimica (biotipagem).

Tioglicolato de Sodio sem Glicose e sem Indicador (Tio's) - Composigdo

Extrato de levedura.............cocoeeeviieinnnennn. 5,09
(08T | (0] [T 15,09
(O 1S) 1] = 0,25¢g
Cloreto de SOdi0.......c..ceeuveniiniiiiiiiiieieeanes 2,509
Acido tioglicOlico..........ccvuveeiieieeiiieeeiieees 0,30mL
AGAN e 0,759

Para o seu preparo foram pesados 24,0g do produto comercial
(Thioglycollate medium without Dextrose or Indicator - Difco), colocados em baldo de
Erlenmeyer, sendo adicionados 1.000,0 mL de agua destilada. Ap6s homogeneizacdo e
aquecimento até a fusdo do agar, o meio foi distribuido em tubos de 12x120mm, em
volumes de cerca de 5,0mL por tubo, esterilizados a 120°C por 20 minutos.

Foram realizadas as seguintes provas bioquimicas: fermentacédo do agucar
(manitol, sorbitol, rafinose, melibiose e manitol+2Ul de bacitracina), resisténcia a
bacitracina e producdo de peroxido de hidrogénio. As provas foram efetuadas como
preconizado por Shklair e Keene (1974) e Whittenbury (1964), com as modificacdes
propostas por Ito et al. (1993), que ao invés de utilizar meios liquidos agregou agar e
efetuou as provas em meios solidos. As amostras foram semeadas nas placas de Petri
contendo os meios solidos, empregando a técnica descrita por Steers et al. (1959-1960) e

utilizada por Watanabe et al. (2008).
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Para a realizagdo das provas bioquimicas, as amostras foram semeadas da
forma descrita a seguir.

O meio base empregado para avaliar a fermentacdo de agucar foi o Tio’s,
com adi¢do de 0,75g de &gar para 1.000,0mL e solugdo de purpura de bromocresol

(indicador de pH, na faixa de 5,2 a 6,8), com a seguinte composi¢&o:

Parpura de bromocresol .......... (Merck).....couveeennnes 1,69
NAOH — IN oo 0,6mL
Alcool etilico .............. (Copercana)........... g.s.p. 100,0mL

A 1,6g de purpura de bromocresol, foram adicionados, em um calice,
0,6mL de solucdo de NaOH a 1N, para dissolucdo, sendo adicionados 5,0mL de alcool
etilico. A seguir, a solucdo foi transferida a um baldo volumétrico e o volume completado
para 100,0mL com alcool etilico.

O meio Tio’s acrescido de agar e de 1,0% da solucdo de bromocresol foi
distribuido em balGes de 100mL. A seguir, a cada baldo foi acrescido um dos seguintes
aclcares, na concentracdo de 2,0%: manitol, sorbitol, rafinose e melibiose. Apos
autoclavar os balbes contendo os meios, a um dos bal6es contendo Manitol foram
acrescidos 2UI de bacitracina por 100ml de meio (dgar manitol Bacitracina).

A prova da producdo de peroxido de hidrogénio foi realizada conforme
descrito Whittenbury (1964), modificada pela adicdo de 0,5% de Bacto Yeast Extract

(Difco) no meio Tryptic Soy Agar (Difco), com a seguinte composic¢ao:

Extrato de carne (BBL).........ccceevvvueeennnns 0,59
Extrato de levedura (Difco)..........c.......... 0,59
Tween 80 (DifCO).....ccuuiieeuiiiiiiieiiiiiaeiins 0,05mL
Sulfato de Manganés (Merck).................. 0,019
Agar (DIfCO)......covveeceeeeeeeeeeeeee e, 1,5¢
Agua destilada................. 0-S-Pererernnne. 90,0mL

O meio base foi dissolvido em agua e, apds ajuste do pH para 7,2 foi
esterilizado em autoclave a 120°C por 20 minutos. A seguir, a0 meio ainda quente foram
adicionados 5,0mL de uma mistura de sangue desfibrinado de carneiro e 4gua destilada
esterilizada, em partes iguais, e aquecido a 100°C durante 15 minutos, em banho-maria.
Uma solugdo de 0,1g de paradianisidina (Merck) em 5,0mL de 4gua destilada esterilizada,
também aquecida a 100°C durante 15 minutos, foi adicionada ainda quente e, em

seguida, o meio foi distribuido em placas de Petri 60x20mm.
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A resisténcia a bacitracina foi avaliada no &gar Tio's, sem a solugdo
alcodlica de purpura de bromocresol. Apds a preparagdo, o meio foi esterilizado e
resfriado a cerca de 50°C, em condi¢Bes assépticas em fluxo laminar, quando foram
adicionados 2,0% da solucéo de bacitracina para obter a concentracdo final de 2,0U/mL.
O meio foi vertido em placas de Petri de 20x100mm, sendo utilizado para semeadura das
amostras.

Apos semeadura das amostras com a técnica de de Steers, as placas foram
incubadas por um periodo de 72 horas, a 37°C, em atmosfera de CO, obtida pelo método
da chama de vela. A fermentacao dos acUcares foi considerada positiva quando observou-
se coloracdo amarela no local de semeadura dos microrganismos. A producéo de perdxido
de hidrogénio (reacdo positiva) foi detectada quando observava-se coloracdo marrom
escuro ou preto no local de semeadura dos microrganismos. A resisténcia a bacitracina foi
considerada positiva quando houve crescimento no local de semeadura dos
microrganismos.

A Tabela 1 apresenta as caracteristicas bioquimicas (biotipagem)

empregadas para a identificacdo das espécies S. mutans e S. sobrinus.

Tabela 1 — Caracteristicas bioquimicas (biotipagem) empregadas para a identificacdo das espécies S. mutans

e S. sobrinus

Provas Biogquimicas S. mutans S. sobrinus
Fermentacdo de Manitol + +
Fermentacdo de Sorbitol + + *
Fermentacdo de Rafinose + -
Fermentacdo da Melibiose + -
Fermentacdo de Manitol+2UI Bacitracina +

Resisténcia a Bacitracina + +
Peroxido de hidrogénio + -

(*) Algumas cepas podem dar resultados negativo.

A figura 1A-L ilustra a metodologia empregada para a identificacdo
bioguimica.

Os resultados obtidos apds as identificacdes morfolégicas e bioquimicas
foram comparados empregando o teste x* (Programa GMC versio 8.1;

www.forp.usp.br/restauradora/gsc/gmc.html). O nivel de significancia adotado foi de 5%.


http://www.forp.usp.br/restauradora/gsc/gmc.html
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Figura 1 - Metodologia empregada para a identificacdo bioquimica de S. mutans e S. sobrinus

A- Cultivo das cepas em tubos de ensaio contendo o meio Tio’s, para biotipagem. Meio base com indicador
(purpura de bromocresol) empregado para as provas de fermentag&o de agucar.

B- Carimbo de Steers, empregado para semeadura das amostras.

C- Colocacédo das amostras, na base do carimbo de Steers, para semeadura.

D- Semeadura das amostras para biotipagem, em meio base com indicador para a fermentagéo de acgtcar.

E- Semeadura das amostras para biotipagem, em meio para a prova de produgdo de peroxido de hidrogénio.

F- Semeadura das amostras para biotipagem, em meio para a prova de resisténcia a bacitracina.

G-J- Provas de fermentacao dos acgucares Sorbitol, Manitol, Manitol+Bacitracina e Rafinose.

K- Prova de resisténcia & bacitracina.

L- Prova de produgéo de perdxido de hidrogénio.
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RESULTADOS

O aspecto morfolégico das colénias de S. mutans e de S. sobrinus no meio
de cultura SB-20M pode ser observado na figura 2 (A-H).

Como qualguer meio de cultura seletivo, o meio SB-20M permite, em
pequena escala, o crescimento de outras espécies de microrganismos. No entanto, estes
contaminantes sdo facilmente distinguiveis das coldnias de S. mutans e de S. sobrinus
neste meio de cultura (Figura 2H).

De acordo com a morfologia das coldonias observada em microscopio
estereoscopico, foi efetuada a contagem de 4.904 ufc, nos 145 pacientes, das quais 4.794
ufc eram S. mutans (97,76%) e 110 S. sobrinus (2,24%). Um total de 93 colbénias com
morfologia caracteristica (71 de S. mutans e 22 de S. sobrinus) foram submetidas as
provas bioguimicas para comprovacéo da identidade microbiana (Tabela 2).

Observou-se que das 71 col6nias com morfologia positiva para S. mutans,
68 foram também positivas nas provas bioquimicas. Assim, a biotipagem confirmou que
em 95,8% dos casos as colbnias de S. mutans foram corretamente caracterizadas no
meio SB-20M.

Das 22 colbnias com morfologia positiva para S. sobrinus, 21 foram
também positivas nas provas bioguimicas, evidenciando que a biotipagem confirmou que
em 95,5% dos casos as colbnias de S. sobrinus foram corretamente caracterizadas no
meio SB-20M.

Nao foi observada diferenca estatisticamente significante (p>0,05) entre a
identificacdo morfolégica no meio SB-20M e a identificacdo bioquimica (biotipagem), para

ambos os microrganismos avaliados.

Tabela 2 — NUumero e porcentagem de ufc de S. mutans e de S. sobrinus, no meio SB-20M e na biotipagem

Biotipo do grupo Identificacdo Identificacdo Bioquimica
mutans Morfolégica (numero de ufc)

(nfimero de Lifc) Biotipagen positiva Biotipagen negativa
S. mutans 4.794 (97,76%) 68 (95,8%) 3 (4,2%)
S. sobrinus 110 (2,24%) 21 (95,5%) 1 (4,5%)
Total 4.904 (100,0%) 89 (95,7%) 4 (4,3%)

ufc: unidades formadoras de col6nia
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Figura 2 - Aspecto morfoldgico de S. mutans e de S. sobrinus no meio de cultura SB-20M

A, B- Aspecto morfoldgico de S. mutans: colénias pequenas, duras, translicidas e rugosas, aderidas ao meio,
com 0 aspecto tipico de vidro moido; C - Coldnias de S. mutans tipicas e colbnia de S. sobrinus (seta)
apresentando-se branca-leitosa, com uma gota transparente e cintilante de polissacarideo; D- Col6nia de S.
sobrinus com centro elevado e forma estrelada (3 pontas), penetrando no meio de cultura e circundada por halo
branco-leitoso; E - Aspecto morfoldgico de S. sobrinus: colonia branca-opaca, circundada por halo
branco-leitoso; F- Aspecto morfoldgico de S. sobrinus, evidenciando colénia estrelada, com forma de 4 pontas,
penetrando no meio de cultura e circundada por halo branco-leitoso; G - Colénia de 5. mutans tipica e colonia
de S. sobrinus (seta) de cor branca-leitosa, maior que a de S. mutans, com forma estrelada, adentrando no
meio de cultura, com uma gota transparente e cintilante de polissacarideo; H - Col6nias de S. mutans (Sm) e
de S. sobrinus (Ssob). Coldnia de microrganismo contaminante (seta), facilmente distinguivel no meio SB-20M.

37
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DIScUSSAO

Dentre as diferentes espécies de microrganismos que compdem 0 grupo
mutans, as duas mais comumente isoladas da espécie humana (Hamada e Slade, 1980;
Hofling et al., 1999) e mais diretamente envolvidas no processo da carie dental séo os S.
mutans e os S. sobrinus (Hamada e Slade, 1980; Loesche, 1986; Fejerskov e Kidd, 2005;
Saito et al., 2009). Assim, a contagem diferencial dos niveis desses dois microrganismos,

na cavidade bucal, torna-se relevante.

A identificacdo de S. mutans é geralmente efetuada com base na
morfologia das col6nias em diferentes meios de cultura seletivos (Svanberg e Krasse,
1990) e nas caracteristicas bioquimicas do microrganismo (Gold et al., 1973; Schaeken et

al., 1986; Hirasawa e Takada, 2003).

No entanto, a diferenciagdo morfolégica entre S. mutans e S. sobrinus na
maior parte dos meios de cultura é dificultada (De Soet et al., 1990). Por essa razao,
testes imunoldgicos (De Soet et al., 1990), bioquimicos (Shklair e Keene, 1974; Beighton
et al., 1991; Azevedo e Zelante, 1994) ou de biologia molecular (Oho et al., 2000; Mattos-
Graner et al., 2001; Okada et al., 2002; Longo et al., 2003; Guo et al., 2006; Rodis et al.,

2009) tornam-se necessarios, 0 que consome um periodo extenso de tempo.

Apesar da aplicacdo de testes de biologia molecular ser importante para se
efetuar a diferenciacdo de S. mutans e S. sobrinus, os testes bioguimicos com essa
finalidade apresentam resultados satisfatérios. Em 2004, Amoroso et al., baseados nos
resultados de sensibilidade e especificidade, relataram que a biotipagem por meio de
testes bioquimicos e a técnica da reacdo da polimerase em cadeia (PCR) apresentaram a
mesma eficacia na deteccdo dos S. mutans e S. sobrinus. Em 2007, Franco e Franco et al.
também compararam a eficacia dos testes bioquimicos e da técnica PCR, na identificacdo
e diferenciacdo de S. mutans e de S. sobrinus, observando que os resultados de ambas as
técnicas foram semelhantes. Esses resultados fornecem subsidios para a utilizacdo da

técnica bioquimica para a identificacdo microbiana.

Em funcdo dos relatos publicados na literatura especifica de que os meios
SB-20 e SB-20M, por serem incolores, facilitam a identificacdo morfoldgica e a contagem
das colbnias de S. mutans e de S. sobrinus (Azevedo e Zelante, 1994; Sato et al., 2005;

Nelson-Filho et al., 2006), o objetivo do presente estudo foi avaliar a eficacia do meio SB-
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20M em diferenciar morfologicamente as ufc de S. mutans e de S. sobrinus,

comparativamente & identificacdo bioguimica (biotipagem), na saliva de pacientes.

De acordo com os resultados obtidos, observou-se que a biotipagem
confirmou, em mais de 95% dos casos, que as coldnias de S. mutans e de S. sobrinus
foram corretamente caracterizadas no meio SB-20M, ndo sendo observada diferenca
significante (p>0,05) entre a identificacdo morfolégica ho meio SB-20M e a identificacdo
bioguimica, para ambos os microrganismos avaliados. Essa alta concordancia entre os
resultados morfologicos e bioquimicos pode ser explicada pelo fato de que o meio SB-
20M, sendo incolor, facilita a identificacdo morfologica das colbnias branco-opacas de S.
sobrinus, as quais apresentam, em quase todos os casos, um halo esbranquicado
circundando-as. A observacdo desse halo ja havia sido relatada por Huis in't Veld et al.
(1982). Também, nesse meio de cultura as col6nias de S. mutans sdo sempre circulares,
enquanto que as colbnias de S. sobrinus podem se apresentar sob a forma circular e
estrelada, como observado no presente estudo, facilitando a diferenciacdo morfoldgica

das duas espécies.

No meio SB-20M, empregado no presente estudo, adicionou-se 20,0% de
sacarose sob a forma de acUcar cristal, 0 que permitiu que as bactérias continuassem
utilizando, no agar, a mesma forma de substrato que geralmente esta presente no meio
bucal. Esse fator possivelmente é o responsavel pela observacdo, nesse meio, de coldnias
grandes, com diferengas morfologicas bem evidentes, particularmente entre S. mutans e

S. sobrinus.

Assim como nos outros meios seletivos, no meio SB-20M ocorre, em menor
escala, o crescimento de outros cocos. No entanto, nesse meio as diferencas morfologicas
entre o0s estreptococos do grupo mutans e outros cocos € tao marcante que,

indiscutivelmente, facilita a diferenciacdo apenas pela avaliacdo macroscépica.

Embora novos meios de cultura seletivos venham sendo desenvolvidos,
como por exemplo o MS-MUT para S. mutans e MSSOB para S. sobrinus (Hirasawa and
Takada, 2002; 2003), evidenciando eficdcia, em sua maioria sdo meios de dificil
preparacdo e de custo mais elevado. Por outro lado, o meio SB-20M é econb6mico e de
facil preparacdo, podendo ser armazenado a temperatura ambiente por até 3 meses,

desde que a bacitracina e o agucar cristal sejam adicionados apenas no momento do uso.
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Um fator de fundamental importéncia é que o meio SB-20M possibilita o
crescimento e a identificacdo de S. sobrinus, 0 que ndo ocorre com 0s outros meios de
cultura. O S. sobrinus apresenta maior prevaléncia em individuos onde ha falta de
conscientizacdo com relacdo ao consumo de carboidratos, levando em conta que a
colonizagdo por esse microrganismo é mais sacarose-dependente que os S. mutans
(Gibbons et al.,, 1986). Por ser um microrganismo altamente acidogénico, sua
identificacdo e contagem sdo fundamentais na determinac@o do risco e da atividade de

carie.

De acordo com os resultados obtidos no presente estudo, concluiu-se que
o0 método morfolégico empregando o meio de cultura SB-20M foi confidvel na

identificacdo de S. mutans e S. sobrinus.
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CAPITULO 2

COMPARACAO ENTRE 0S MEIOS DE CULTURA SB-20, SB-20M E MSB NA
QUANTIFICAGAO (CONTAGEM) DE UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS E NA
DIFERENCIACAO MORFOLOGICA E BIOQUIMICA DE STREPTOCOCCUS MUTANS E

STREPTOCOCCUS SOBRINUS.

Nos ultimos anos, a prevaléncia da carie dental vem sofrendo alteragdes,
observando-se que um pequeno segmento da populacdo é responsavel pela maior parte
das lesbes (Glass, 1982; Winter, 1990; White et al., 1995). Este fato despertou interesse
na avaliacdo do risco de carie (Anderson, 2002), uma vez que pode-se detectar os
individuos mais propensos ao desenvolvimento de lesdes e submeté-los a um programa

preventivo ou terapéutico direcionado (Pitts, 1998).

Tendo em vista o importante papel desempenhado pelos estreptococos do
grupo mutans na etiologia da céarie dental (Loesche, 1986; Ajdic et al., 2002; Berkowitz,
2003; McNeill e Hamilton, 2003; Guo et al.,, 2006; Takahashi e Nyvad, 2008), sua
quantificacdo e identificacdo € relevante (Svanberg e Krasse, 1990) em estudos
epidemiolégicos e de intervencdo precoce (Hildebrandt e Bretz, 2006). Do ponto de vista
microbiolégico, a porcentagem de recuperacdo de estreptococos do grupo mutans ha
saliva e no biofilme dentario depende do meio de cultura empregado (Emilson e Bratthall,
1976; Little et al., 1977; van Palestein Helderman, 1983).

A contagem e identificacdo de estreptococos do grupo mutans
tradicionalmente tem sido realizada com base na morfologia das colénias em meios de
cultura seletivos, como o agar Mitis Salivarius Bacitracina (MSB) (Gold et al., 1973;
Westergren e Krasse, 1978; Torres et al., 1993; Tedjosasongko e Kozai, 2002;
Hildebrandt e Bretz, 2006; Tankkunnasombut et al., 2009; Fonteles et al., 2009), SB-20
(Davey e Rogers, 1984; Torres et al., 1993; Azevedo et al., 1993; Hofling et al., 1998;
Pimenta et al., 2001; Spolidorio et al., 2003; Motisuki et al., 2005) e SB-20 modificado
(Azevedo, 1988; Azevedo e Zelante, 1994; Nelson-Filho et al., 1996; Azevedo et al., 1998;
De Rossi et al., 2005; Nelson-Filho et al., 2006; Peixoto et al., 2009).
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No entanto, algumas cepas e sorotipos sdo inibidos em alguns meios de
cultura seletivos (Liljemark et al., 1976; Staat, 1976), tendendo a subestimar a
quantidade de estreptococos do grupo mutans (Emilson e Bratthall, 1976; Little et al.,
1977). Além disso, a diferenciacdo morfolégica entre S. mutans e S. sobrinus, em meios

de cultura como o MSB, € mais dificil de ser realizada (Davey e Rogers, 1984).

Tendo em vista que ndo ha trabalhos publicados, até o momento,
comparando os meios de cultura SB-20 e SB-20 modificado (SB-20M), a fim de verificar
se a substituicdo da sacarose pelo acgucar cristal poderia afetar a eficacia do meio de
cultura original, nem comparando a eficAcia dos meios SB-20M e MSB, o objetivo do
presente estudo foi comparar esses meios de cultura na contagem de ufc e na
diferenciacdo morfolégica e bioquimica de Streptococcus mutans e Streptococcus

sobrinus, na saliva de criancas.

MATERIAL E METODOS

Selecdo da Amostra

Participaram do estudo 20 crian¢as na faixa etaria de 4 a 12 anos de idade
da Creche Lar Santana - Ribeirdo Preto - SP e da clinica de Odontopediatria da Faculdade
de Odontologia de Ribeirdo Preto - Universidade de S&o Paulo, de ambos os géneros, com
boa saude geral, de acordo com o0s seguintes critérios de inclusdo: ndo estar sendo
submetida a tratamento odontolégico e ndo estar fazendo uso de antibiéticos ou de
solugbes anti-sépticas por um periodo minimo de 3 meses, para que ndo houvesse
interferéncia nos resultados. Foi obtido o consentimento livre e esclarecido dos

responséaveis pelos individuos participantes da pesquisa e da Diretora Geral da creche.

Todos os procedimentos microbiolégicos foram efetuados no laboratério de
Microbiologia do Departamento de Analises Clinicas, Toxicologicas e Bromatologicas da

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sdo Paulo.
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Colheita de Saliva e Processamento Microbioldgico (Cultura Microbiana)

Foram colhidos aproximadamente 2,0mL de saliva ndo estimulada de cada
paciente em tubos de ensaio contendo pérolas de vidro, decorridos pelo menos 2 horas
da ultima escovacao (Torres et al., 1993). Aliquotas de 0,5mL de cada amostra, apos

desfibrinizacdo em agitador Mixtron-Toptronix (Sdo Paulo - SP) durante 1 minuto, foram

submetidas a diluicdo decimal em série até 104, em 4,5 mL de solugéo salina tamponada
fosfatada (PBS), pH 7,0. Aliquotas de 50uL da saliva pura e diluida foram depositadas, em
pontos equidistantes, nas placas de Petri contendo os meios de cultura SB-20 (Davey e
Rogers, 1984), SB-20M (Ito et al., 1993; Azevedo e Zelante, 1994) e MSB (Gold et al.,
1973), seletivos para estreptococos do grupo mutans. A semeadura foi efetuada com

micropipeta, de acordo com o micrométodo proposto por Westergren e Krasse (1978).

Preparo do meio de cultura Mitis Salivarius Bacitracina (MSB)

Composigéo:

THPLOSE.cceve e 10,09
Proteose Peptona...........ccoceuveviieeiinnnennnnn. 5,09
(D121 (0 1Y, 1,09
SACAIOSE. ... iivi et 50,09
Fosfato dipotassiCo.........ccvvevvuiieiinieeinnnnn. 4,09
Azul de tripan.......oooeeiiiii e 0,075¢g
Cristal Violeta........ccouviieiiiiiiiieeeee, 0,0008g
AQAr. ..o 15,0g
Agua destilada..............cccveeecereicenennn. 1.000,0mL

Foram pesados em balanca elétrica 90,0g do produto desidratado Mitis
salivarius agar (Difco) e adicionados 150,0g de sacarose (Difco). Os componentes foram
colocados em baldo de Erlenmeyer, acrescido de agua destilada em quantidade suficiente
e homogeneizados. O baldo foi entdo fechado com tampdo de algoddo revestido por
capsula de papel e esterilizado em autoclave a 120°C, por 15 minutos. Apds manutenc&o
em banho-maria para esfriamento gradual, quando a temperatura atingiu cerca de 45°C
foram acrescidos 0,2Ul de bacitracina/mL de meio e 1,0% de telurito de potassio. Em
seguida, 20,0 mL do meio de cultura foram distribuidos com pipetas graduadas
esterilizadas, em placas de Petri de 10x60mm, as quais foram armazenadas por no
maximo 7 dias, em refrigerador.

Os meios de cultura SB-20 e SB-20M foram preparados como descrito
anteriormente no Capitulo 1.

ApOs semeadura nos meios SB-20, SB-20M e MSB as placas foram

incubadas em microaerofilia, pela técnica da chama de vela, durante 72 horas, a 37°C.



46 | TESE DE DOUTORADO
Marta Estela Saravia

A identificacdo presuntiva e a contagem das ufc obtidas das 20 amostras
foram efetuadas em microscopio estereoscdpico (Nikon - Japan) sob luz refletida, com
aumento de 20X. Para a contagem nos meios SB-20 e SB-20M (meios claros) as placas
foram colocadas sobre um fundo preto, a fim de ressaltar as caracteristicas das col6nias,
tendo como base as seguintes caracteristicas morfolégicas das coldnias:

- S. mutans: colbnias com superficie granular, semelhante a vidro moido, podendo
apresentar ou ndo uma gota cintilante de polissacaride.

- 8. sobrinus: coldnias opacas branco-leitosas circulares ou com diferentes formas
estreladas, podendo algumas vezes penetrar no meio de cultura e estarem circundadas
com halo branco-leitoso apresentando, com freqiiéncia, gotas de polissacaride.

A contagem das unidades formadoras de colénias foi efetuada por um
Unico examinador experiente calibrado (Kappa=>0,8).

Coldnias com caracteristicas morfologicas de S. mutans e de S. sobrinus
foram escolhidas aleatoriamente nos meios SB-20M e MSB e transferidas para tubos
contendo o meio Tio's, incubados em microaerofilia pela técnica da chama de vela, a
37°C, por 24 horas, para identificacdo bioguimica (biotipagem). Foram efetuadas as
provas bioquimicas, de acordo com Shklair e Keene (1974) e Whittenbury (1964), com
modifica¢Bes propostas por Ito et al. (1993): fermentacdo do manitol, sorbitol, rafinose e
melibiose, resisténcia a bacitracina, hidrélise da esculina, hidrélise da arginina e producéo
de peréxido de hidrogénio.

Para esse estudo, a prova do peréxido de hidrogénio foi modificada pela
adicao de 0,5% de Bacto Yeast Extract (Difco) no meio Tryptic Soy Agar (Difco).

As figuras 3 e 4 apresentam os fluxogramas da metodologia empregada.
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Figura 3 - Fluxograma da metodologia empregada.
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Figura 4 - Fluxograma da metodologia empregada.
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Andlise Estatistica

Os resultados obtidos ap6s a contagem de ufc e identificagdo morfoldgica e
bioguimica foram submetidos a andlise estatistica, utilizando o teste de Wilcoxon e o teste
exato de Fisher, por meio do programa estatistico GraphPad Prism® versdo 5.0 (GraphPad

Software Inc., San Diego, CA, USA), com nivel de significAncia 5%.

RESULTADOS

Comparacdo dos meios de cultura SB-20 e SB-20M na contagem de
estreptococos do grupo mutans

A mediana do numero de ufc de estreptococos do grupo mutans que foram
contadas no meio de cultura SB-20 foi de 1.100.000, enquanto que no meio SB-20M foi
de 1.000.000, ndo havendo diferenca estatisticamente significante (p=0,687) entre os

dois meios (Tabela 3).

Tabela 3 — Resultado da comparacdo entre os meios de cultura SB-20 e SB-20M, com relacédo a contagem de

ufc de estreptococos do grupo mutans

Microrganismo Meio SB-20 Meio SB-20M P*
M(Q1-Q3) M(Q1-Q3)
Estreptococos do 1.100.000 1.000.000 0,687
grupo mutans 600.000-1.930.000 750.000- 2.000.000

*valor de p para o teste de Wilcoxon.
Os valores encontram-se expressos como M(Q1-Q3), onde M = mediana, Q1 = primeiro quartil e Q3 = terceiro quartil.
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Comparacdo dos meios de cultura SB-20M e MSB na contagem de ufc de
estreptococos do grupo mutans

O resultado da comparacgdo entre os meios de cultura SB-20M e MSB em
relacdo a contagem de ufc de estreptococos do grupo mutans esta apresentado na Tabela
4. A mediana do namero de ufc de estreptococos do grupo mutans detectadas no meio
de cultura SB-20M foi de 1.000.000 e no meio MSB foi de 600.000, sendo esta diferenca

estatisticamente significante (p<0,0001).

Tabela 4 — Resultado da comparagdo entre os meios de cultura SB-20M e MSB, com rela¢do a contagem de

ufc de estreptococos do grupo mutans

Microrganismo Meio SB20-M Meio MSB P*
M(Q1-Q3) M(Q1-Q3)
Estreptococos do 1.000.000 600.000 <0,0001
grupo mutans 380.000-3.400.000 134.000- 1.600.000

* valor de p para o teste de Wilcoxon.
Os valores encontram-se expressos como M(Q1-Q3), onde M = mediana, Q1 = primeiro quartil e Q3 = terceiro quartil.

A figura 5 (A-F) ilustra o aspecto morfolégico dos S. mutans e S. sobrinus

nos meios de cultura MSB e SB-20M.
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Figura & - Aspecto morfolégico de S. mutans e de S. sobrinus nos meios de cultura MSB e SB-20M

A, B- Colénias desenvolvidas no meio de cultura MSB.

C, D- Colénias desenvolvidas no meio de cultura SB-20M, onde pode-se distinguir macroscopicamente os
S. sobrinus, com facilidade.

E- Semeadura na dilui¢do 1/10, no meio SB-20M, com microrganismos contaminantes faciimente distinguiveis.
F- Colénia de 8. mutans (seta) e microrganismo contaminante, facilmente distinguivel no meio SB-20M.
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Comparacao da eficacia dos meios SB20-M e MSB na diferenciacdo morfoldgica
e bioquimica de S. sobrinus e S. mutans

Um total de 54 coldnias com morfologia caracteristica (28 de S. sobrinus e
26 de S. mutans) de cada meio de cultura foram submetidas as provas bioquimicas, para
comprovacao da identidade microbiana.

Comparando os dados da morfologia das colénias com os resultados das
provas bioquimicas, observou-se que das 28 colénias com morfologia caracteristica para
S. sobrinus no meio SB-20M, 26 foram também positivas nas provas bioquimicas,
evidenciando que a biotipagem confirmou que em 93% dos casos as colbnias de S.
sobrinus foram corretamente caracterizadas no meio SB-20M.

Por outro lado, no meio MSB, das 28 coldnias com morfologia positiva para
S. sobrinus, apenas 6 foram positivas nas provas bioquimicas, ou seja, houve a

confirmacéo da identidade microbiana em apenas 21% dos casos (Tabela 5).

Tabela 5 — Biotipagem de S. sobrinus isolados nos meios de cultura SB-20M e MSB

Meios de cultura Identificacdo Bioquimica
Biotipagen Biotipagen
positiva negativa
SB-20M 26 (93%) 2 (7%)
MSB 6 (21%) 22 (79%)

Com relacdo aos S. mutans, a tabela 6 mostra que das 26 colbnias com
morfologia caracteristica no meio SB-20M, 22 foram positivas nas provas bioquimicas,
enquanto que das 26 col6nias no meio MSB, 18 foram positivas nestas provas. Assim, a
biotipagem confirmou que no meio SB-20M, em 85% dos casos as colonias de S. mutans
foram corretamente caracterizadas e no meio MSB a caracterizacdo foi correta em 69%

dos casos.

Tabela 6 — Biotipagem de S. mutans isolados nos meios de cultura SB20-M e MSB

Meios de cultura Identificacdo Bioquimica
Biotipagen Biotipagen

positiva negativa

SB20-M 22 (85%) 4 (15%)

MSB 18 (69%) 8 (31%)
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A andlise estatistica mostrou que houve diferenca significante entre os dois
meios de cultura na caracterizacdo (identificacdo) dos S. sobrinus (p<0,0001) e dos S.

mutans (p=0,011). Os resultados podem ser melhor observados nas figuras 6 e 7.

100~ p<0,0001

80

60+
404

20+

o [ ]

% de biotipagem positiva e negativa

SB-20M MSB
Meio de cultura

Figura 6 — Comparagdo da porcentagem de biotipagem positiva e negativa de S.
sobrinus isolados nos meios de cultura SB-20M e MSB, por meio do teste de Fisher.
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Figura 7 — Comparacdo da porcentagem de biotipagem positiva e negativa de
S. mutans isolados nos meios de cultura SB-20M e MSB, por meio do teste de
Fisher.

DISCUSSAO

Da comparacdo dos meios de cultura SB-20 e SB-20M na contagem de

estreptococos do grupo mutans.

Apesar dos meios de cultura SB-20 (Davey e Rogers, 1984; Torres et al.,
1993; Azevedo et al., 1993; Hofling et al., 1998; Pimenta et al., 2001; Spolidorio et al.,
2003; Motisuki et al., 2005) e SB-20 modificado (Azevedo, 1988; Azevedo e Zelante,
1994; Nelson-Filho et al., 1996; Azevedo et al., 1998; De Rossi et al., 2005; Nelson-Filho
et al., 2006; Peixoto et al., 2009) terem sido empregados em inameros trabalhos de
pesquisa, ndo houve a preocupacdo, até 0 momento, de se comparar a eficicia desses 2

meios.
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De acordo com os resultados do presente estudo, ndo houve diferenca
significante no nimero de ufc de estreptococos do grupo mutans que foram contadas nos
meios de cultura SB-20 e SB-20M, evidenciando que a substituicdo da sacarose pelo
acUcar cristal ndo alterou a eficacia do meio na deteccdo de estreptococos do grupo

mutans.

Da comparacdo dos meios de cultura SB-20M e MSB na contagem de ufc de
estreptococos do grupo mutans e na diferenciacdo morfol6gica e bioquimica de
S. sobrinus e S. mutans.

No presente estudo, observou-se diferenca estatisticamente significante
entre os meios de cultura SB-20M e MSB, com relagdo a contagem de ufc de
estreptococos do grupo mutans, evidenciando que o meio SB-20M possibilitou a
contagem de maior numero de colbnias desses microrganismos. Esses resultados
oferecem respaldo para as afirmativas de Dasanayake et al. (1995) e Hildebrandt e Bretz
(2006) de que o crescimento e o padrdo de recuperacdo de estreptococos do grupo
mutans salivares, qualitativa e quantitativamente, varia de acordo com o meio de cultura
empregado. Por essa razdo, deve-se ter cuidado ao se efetuar comparacdes entre estudos
publicados que empregaram meios de cultura diferentes para a quantificacdo de
estreptococos do grupo mutans (Hildebrandt e Bretz, 2006), e sempre fazer a opgao por
meios seletivos mais eficazes na quantificacdo microbiana.

Embora os meios de cultura seletivos elevem a detec¢cdo do microrganismo
alvo, algumas limitacGes existem também na identificacdo e quantificacdo diferencial das
espécies S. mutans e S. sobrinus. O agar MSB, amplamente utilizado na literatura
(Hildebrandt e Bretz, 2006; Tankkunnasombut et al., 2009; Fonteles et al., 2009),
suprime seletivamente os S. sobrinus (Sorotipo g), em comparacdo aos S. mutans (Gold
et al., 1973; Takada e Hirasawa, 2005). Segundo Hildebrandt e Bretz (2006), S. mutans e
S. sobrinus foram recuperados em niveis inferiors no meio MSB, em comparacao a outros
meios seletivos (TYCSB e HLR-S).

Os meios MS e MSB sdo também altamente inibitérios, em geral nao
permitindo o crescimento das cepas sorotipo a (Little et al., 1977). Além disso, a adicdo
de telurito de potéassio resulta em uma reduc¢do no nimero de colbnias, variando de 6%

para as cepas do sorotipo da 25% para as cepas do sorotipo b (Syed e Loesche, 1973).
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Deve-se salientar, também, que o 4gar MSB apresenta coloracdo azul, em
funcéo da presencga do cristal violeta e do azul de tripan em sua composi¢do, 0 que
dificulta a observacdo do halo esbranquicado caracteristico dos S. sobrinus. Por outro
lado, o meio SB-20M, empregado no presente estudo, por ser transparente e incolor
possibilita, com facilidade, a diferenciacdo das colénias das espécies S. mutans e S.
sobrinus, tendo como base suas caracteristicas morfolégicas, como aspecto e coloracédo

da colbnia, presenca de polissacaride e presenca de halo branco leitoso.

Em 1993, Torres et al. avaliaram a eficacia do meio de cultura Mitis
Salivarius Bacitracina (MSB), preconizado por Gold et al. (1973), comparativamente ao
meio SB-20, preconizado por Davey e Rogers (1984), na deteccdo de ufc de
estreptococos do grupo mutans na saliva e no biofilme dentario de adolescentes
brasileiros. Embora os 2 meios de cultura avaliados tenham sido adequados para a
deteccdo e contagem de ufc do grupo mutans, esses autores sugeriram o emprego do
agar SB-20, por detectar maior variedade de biotipos e facilitar a identificacdo presuntiva

de Streptococcus sobrinus, quando comparado ao MSB.

No presente estudo, observou-se diferenga estatisticamente significante
entre 0s meios SB-20M e MSB também na identificacdo bioquimica. A biotipagem
confirmou que em 93% dos casos as colénias de S. sobrinus foram corretamente
caracterizadas no meio SB-20M, enquanto que essa porcentagem foi de apenas 21% no
meio MSB. Com relacdo aos S. mutans, a biotipagem confirmou que em 85% dos casos
as colbnias foram corretamente caracterizadas no meio SB-20M, enquanto que no meio
MSB a caracterizacédo foi correta em 69% dos casos.

Pelo exposto, de acordo com os resultados obtidos no presente estudo,
concluiu-se que o meio de cultura SB-20M apresenta vantagens quando comparado ao
meio MSB pois, além de ser de custo menor e ser de facil preparacdo, possibilitou a
contagem de maior numero de coldnias de estreptococos do grupo mutans e a
identificacdo morfolégica de S. mutans e de S. sobrinus, com facilidade. Esses dados

foram comprovados pela anélise bioquimica das coldnias.
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CAPITULO 3

AVALIAGAO DA VIABILIDADE DE STrEPTOCOCCUS MUTANS (ATCC 25175) E DE
ESTREPTOCOCOS DO GRUPO MUTANS NAS CERDAS DE ESCOVAS DENTAIS, EMPREGANDO
O MEIO DE CULTURA CASAB-20M (CALDO SACAROSE-BACITRACINA MODIFICADO) -

EsTuDO /N VITROE IN ViIVO.

A transmissdo da microbiota cariogénica pode ocorrer por meio de contatos
diretos, via saliva (Tedjosasongko e Kozai, 2002), ou por meio de contatos indiretos
(Newbrun, 1992). O contato direto pode ocorrer verticalmente (Hames-Kocabas et al.,
2008) ou horizontalmente (Doméjean et al., 2010), enquanto que o contato indireto pode
ocorrer por meio de objetos, como utensilios diversos, colheres (Kéhler e Bratthall, 1978),
xicaras, brinquedos (Svanberg, 1978; Newbrun, 1992), chupetas (Nelson-Filho et al.,
2009) ou escovas dentais contaminadas por bactérias cariogénicas (Svanberg, 1978;
Newbrun, 1992; Nelson Filho et al., 2006).

As escovas dentais sdo primariamente empregadas para desorganizar e
remover o biofilme dentario. O resultado de uma pesquisa realizada pelo Instituto de
Tecnologia de Massachussets, nos Estados Unidos, foi publicado em janeiro de 2003 no
site do programa Fantastico (Globo.com, 2003), contendo as 5 invengdes mais
importantes do milénio, de acordo com a populagéo. A classificacdo obtida foi a seguinte:
forno de microondas (5° lugar), telefone celular (4° lugar), computador pessoal (3° lugar),
automével (2° lugar) e escova de dentes (1° lugar). Verifica-se, assim, que a escova é um

item considerado de fundamental importéncia pela populacéo em geral.

As escovas dentais sdo fabricadas e comercializadas isentas de
microrganismos (Glass e Jensen, 1988; Kozai et al., 1989). No entanto, ap6s serem
utilizadas, tornam-se contaminadas por microrganismos (Bezirtzoglou et al., 2008; Boylan
et al., 2008; Ankola et al., 2009), incluindo bactérias (Pinto et al., 1997; Glass e Jensen,
1988; Kozai et al., 1989; Verran et al., 1997; Suido et al., 1998; Nelson-Filho et al., 2000:;
Warren et al.,, 2001; Kennedy et al., 2003; Quirynen et al., 2003; Nelson-Filho et al.,
2004; Nelson-Filho et al., 2006; Aysegul et al., 2007; Efstratiou et al., 2007; Boylan et al.,
2008; Balappanavar et al., 2009), virus (Glass et al., 1994; Zarski e Leroy, 1999), fungos
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e leveduras (Feo, 1981; Bunetel et al., 2000; Bezirtzoglou et al., 2008), presentes na

cavidade bucal e no meio ambiente externo (Caudry et al., 1995).

Segundo Balappanavar et al. (2009), as escovas dentais contaminadas

podem desempenhar um papel importante na transmissédo de doencas locais e sistémicas.

Tendo em vista que a Odontologia Moderna enfatiza a prevencdo de
doencas e o controle de infeccdo, as escovas dentais deveriam ser corretamente
armazenadas, desinfetadas e trocadas apds periodos de tempo regulares. Por esse
motivo, alguns autores tém salientado a necessidade do controle microbiano nas escovas
dentais (Nelson-Filho et al., 2000; Nelson-Filho et al., 2006; Aysegul et al., 2007;
Bezirtzoglou et al., 2008; Boylan et al., 2008; Balappanavar et al., 2009; Ankola et al.,
2009).

A retencdo e sobrevivéncia de microrganismos cariogénicos nas cerdas das
escovas dentais representa uma possivel causa de contaminacéo e de recontaminacédo da
cavidade bucal (Wetzel et al., 2005; Bezirtzoglou et al., 2008). Além disso, o0 uso de
escovas dentais contaminadas pode servir como uma forma de disseminacdo de
microrganismos na cavidade bucal (Balappanavar et al., 2009), intra ou inter-individuos
(Svanberg, 1978; Glass e Jensen, 1988). Esses fatos justificam a importancia de se avaliar
a viabilidade de microrganismos nas escovas dentais, a fim de propor métodos para sua

desinfeccao.

Pelo exposto, empregando o meio de cultura SB-20M sem A&gar,
denominado de Caldo Sacarose Bacitracina Modificado (CaSaB-20M), os objetivos do

presente estudo foram:

- Avaliar /n vitro a viabilidade de Streptococcus mutans (ATCC25175) nas

cerdas de escovas dentais, apoés diferentes periodos de secagem.

- Avaliar /n vivo a viabilidade de estreptococos do grupo mutans nas cerdas
de escovas dentais utilizadas por criancas de 4 a 8 anos de idade, apés diferentes

periodos de secagem.
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MATERIAL E METODOS

Estudo in vitro

Um total de 45 escovas dentais infantis (Johnson Jr, Johnson & Johnson,
Sao Paulo, Brasil) foram retiradas de sua embalagem original e imersas em Becker com
uma suspensao contendo Streptococcus mutans (cepa ATCC 25175), na concentracdo de
1.720.000 unidades formadoras de coldnias por mL (escala 0,5 de McFarland), durante 4
minutos. Em seguida, as escovas foram enxaguadas em agua de torneira esterilizada por
5 segundos, pelo mesmo pesquisador, e divididas em 9 grupos (n=5).

Logo apés a lavagem, as escovas do Grupo 1 (controle) foram submetidas
ao processamento microbiol6gico. As escovas dos Grupos 2 a 9 foram mantidas a
temperatura ambiente por 4, 8, 12, 24, 36, 48, 60 e 72 horas, respectivamente, fixadas
em uma base de isopor, a fim de evitar o contato direto entre elas, mantidas presas com
a cabeca voltada para cima, permitindo a circulagdo de ar para secagem das mesmas
pelos periodos de tempo estabelecidos, previamente ao processamento microbiol6gico.

Como controle adicional, 5 escovas dentais foram retiradas de suas
embalagens originais e submetidas imediatamente ao processamento microbiol6gico, sem
serem contaminadas. Este procedimento foi realizado com a finalidade de verificar se as
escovas dentais ndo apresentavam contaminacdo oriunda do processo de fabricacdo

industrial e embalagem.

Preparo do CaSaB-20M (Caldo Sacarose Bacitracina Modificado)

Composicéo:

Casitone.........cccveeevvnnnnnnn. (D] {010 15,09
Extrato de levedura.......... (D)) {o10 J 5,09
L-Cisteina.......cocoeveuvenennen. MErcK.....oovuviiiiiieneenns 0,29
Sulfito de sodio................. MercK.....coouvveiiiiniinnnns 0,1g
Acetato de sédio.............. Reagem.....c.ccccevveennnnnns 20,09
AcUcar Cristal.......ccouuiiieiiiiiiee e 200,09
Agua destilada.................. (0] T 1.000,0mL

O Caldo Sacarose Bacitracina Modificado (CaSaB-20M) foi preparado tendo
como base o meio de cultura SB-20 (Davey e Rogers, 1984), modificado como
preconizado por Ito et al. (1993) e Azevedo e Zelante (1994), onde a sacarose foi

substituida por acucar cristal (SB-20M), porém sem adicéo de agar.
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Cultura microbiana

Decorridos os diferentes periodos de secagem, as escovas de cada grupo
foram colocadas, individualmente, nos tubos de ensaio de 25X150mm contendo 10,0mL
do meio de cultura CaSaB-20M, em posicédo vertical, de forma que as cerdas ficassem
totalmente submersas no meio de cultura, porém sem tocar nas paredes do tubo. Os
tubos foram, entdo, fechados com algod&o e incubados por 3 a 4 dias, a 37°C.

Decorrido o periodo de incubacéo, as escovas foram submetidas a agitacao
manual no préprio meio de cultura e retiradas, cuidadosamente, do tubo de ensaio, a fim
de evitar o contato das cerdas com as paredes do tubo. Para a remocdo do excesso de
meio de cultura retido entre as cerdas, as escovas foram batidas levemente contra a

borda de um béquer, por 3 a 4 vezes.

A seguir, as escovas dentais foram analisadas por um examinador “cego”,
experiente e calibrado (Kappa=>0,8), de todos os lados e de todos os angulos, quanto a
presenca ou ndo de desenvolvimento de biofilme sobre a superficie das cerdas, com o
auxilio de microscopio estereoscdpico (Nikon, Tékio, Japao), sob luz refletida, sendo

efetuada a contagem das colénias/biofilmes de S. mutans aderidas as cerdas.
A figura 8 apresenta o fluxograma da metodologia empregada.

Para a analise estatistica o nimero de colbnias/biofilmes de S. mutans

sobre a superficie das cerdas foi expresso de acordo com 0s seguintes parametros:

Escore 0 auséncia de colonias/biofilmes.

Escore 1. de 1 a 50 col6nias/biofilmes.

Escore 2 de 51 a 100 colbnias/biofilmes.

Escore 3: mais de 100 coldnias/biofilmes; intenso desenvolvimento
bacteriano, inclusive com colonias confluentes entre as cerdas,
impossibilitando a contagem exata.

Os resultados obtidos foram submetidos & analise estatistica, empregando
o] teste nao-paramétrico de Kruskal-Wallis (Programa GMC 8.1;

www.forp.usp.br/restauradora/gsc/gmc.html). O nivel de significancia adotado foi de 5%.


http://www.forp.usp.br/restauradora/gsc/gmc.html
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Figura 8 - Fluxograma da metodologia empregada.
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Estudo /n vivo

Participaram do estudo 20 criancas na faixa etaria de 4 a 8 anos de idade
da Creche Lar Santana - Ribeiréo Preto - SP, do género feminino, com boa saude geral
evidenciada por meio de anamnese, de acordo com o0s seguintes critérios de inclusdo: nao
estar sendo submetida a tratamento odontoldgico, ndo estar fazendo uso de antibioticos
ou de solugBes anti-sépticas por um periodo minimo de 3 meses, para que ndo houvesse
interferéncia nos resultados, e apresentar no minimo 10° estreptococos do grupo mutans
por mL de saliva ndo estimulada (alto risco a céarie dental), determinado apés semeadura
de amostras de saliva no meio SB-20M (Ito et al., 1993; Azevedo e Zelante, 1994). Foi
obtido o consentimento livre e esclarecido dos responsaveis pelos individuos participantes
da pesquisa e da Diretora Geral da creche.

Todos os procedimentos microbiolégicos foram efetuados no laboratério de
Microbiologia do Departamento de Andlises Clinicas, Toxicologicas e Bromatolégicas da

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sdo Paulo.

Cada crianca foi submetida a uma escovacgéo por dia, com intervalo de 3
dias entre cada escovagdo, totalizando 13 escovacdes por crianga. Cada escovacado foi
realizada com uma escova dental nova (Colgate Baby-Barney, Colgate/Palmolive, Kolynos
do Brasil Ltda., Sdo Bernardo do Campo, Sdo Paulo), totalizando 260 escovas dentais,

divididas em 13 grupos (n=20).

As escovagdes foram efetuadas na creche, no inicio do periodo da manh@,
por um Unico pesquisador, pela técnica de Stillman modificada (Guedes-Pinto et al.,
2003), realizada por um unico profissional, incluindo dentes e lingua, sem dentifricio. O
tempo de escovagdo empregado foi de um minuto, padronizado com auxilio de
crondmetro digital.

Apds cada escovacdo, as escovas foram enxaguadas em agua de torneira,
recolhidas, codificadas e o excesso de liquido foi removido das cerdas batendo-se
levemente o cabo da escova dental de encontro a borda da pia.

Logo apéds a lavagem, as escovas do Grupo 1 (controle) foram submetidas
ao processamento microbioldgico. As escovas dos Grupos 2 a 13 foram mantidas a
temperatura ambiente por 4, 8, 12, 16, 20, 24, 28, 32, 36, 40, 44 e 48 horas,
respectivamente, fixadas em uma base de isopor, a fim de evitar o contato direto entre
elas, mantidas presas com a cabeca voltada para cima, permitindo a circulagdo de ar para
secagem das mesmas pelos periodos de tempo estabelecidos, previamente ao
processamento microbiolégico.
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Com a finalidade de verificar se as escovas dentais ndo apresentavam
contaminacgdo oriunda do processo de fabricacéo industrial e embalagem, como controle
adicional 5 escovas dentais foram retiradas de suas embalagens originais e submetidas

imediatamente ao processamento microbioldgico, sem serem contaminadas.

Cultura microbiana

Decorridos os diferentes periodos de secagem, as escovas dos grupos 2 a
13 foram submetidas ao processamento microbioldgico (semeadura, incubacéo, contagem

e identificacdo) da mesma maneira descrita anteriormente para o estudo /7 vitro.

Confirmacédo da identidade microbiana
A confirmacédo de que 0s microrganismos presentes nas cerdas, contados sob
a forma de colbnias/biofilmes, realmente eram pertencentes ao grupo mutans, foi
realizada escolhendo-se aleatoriamente 4 a 5 colénias/biofilmes presentes nas cerdas de
4 a 5 escovas dentais de cada grupo, as quais foram transferidas para tubos contendo
2,0mL de Tampdo Fosfato Sorensen (PBS) e pérolas de vidro. Apds serem submetidos a
agitacdo em aparelho Mixtron-Toptronix (Sdo Paulo - SP), em velocidade 4, por 2
minutos, foi efetuada a semeadura de aliquotas da suspensdo resultante no meio de
cultura SB-20M, seletivo para estreptococos do grupo mutans. Decorridas 72 horas de
incubacdo em microaerofilia, a 37°C, foi verificado o desenvolvimento de ufc, sendo
efetuadas a identificacdo bioquimica de acordo com Shklair e Keene (1974) e
Whittenbury, (1964), com modificagbes propostas por Ito et al. (1993): fermentacdo do
manitol, sorbitol, rafinose e melibiose, resisténcia a bacitracina, hidrolise da esculina,
hidrolise da arginina e producdo de perdxido de hidrogénio. Para esse estudo, a prova do
peréxido de hidrogénio foi modificada pela adicdo de 0,5% de Bacto Yeast Extract (Difco)
no meio 7ryptic Soy Agar (Difco).
Adicionalmente, foi avaliada a quantidade de polissacarideo extracelular
presente nas cerdas das escovas dentais, nos diferentes grupos, de acordo com o0s

seguintes escores:

- Escore 0: auséncia de polissacarideo extracelular.
- Escore 1: presenca de polissacarideo extracelular recobrindo até 50%

da superficie das cerdas.



TESE DE DOUTORADO | 69
Marta Estela Saravia

- Escore 2: presencga de polissacarideo extracelular recobrindo mais que
50% da superficie das cerdas.
Os dados foram avaliados estatisticamente por meio do teste néo-
paramétrico de Wilcoxon, empregando o software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad

Software Inc., San Diego, CA, USA). O nivel de significancia adotado foi de 5%.

RESULTADOS

Estudo /in vitro

Observou-se que a medida que o tempo de secagem aumentou, o nimero
de coldnias/biofilmes sofreu reducé@o. De acordo com a tabela 7, verificou-se presenca de
contaminacdo por S. mutans em todas as escovas dos Grupos 1 (controle) e 2 (secagem
por 4 horas). Além disso, 4 das 5 escovas do Grupo 3 (8 horas de secagem) estavam
contaminadas, com numeros de coldnias/biofilmes de 50 a mais de 100 (Figura 9). A
partir do periodo de 12 horas de secagem, ndo houve desenvolvimento de S. mutans nas

cerdas das escovas.

Tabela 7 - Numero de coldnias/biofilmes de Streptococcus mutans nas cerdas de escovas dentais, apos

diferentes periodos de secagem

Escova G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8 G9
dental (controle) (4 hs) (8 hs) (12 hs) (24 hs) (36 hs) (48 hs) (60 hs) (72 hs)
1 +100 +100 82 0 0 0 0 0 0
2 +100 +100 88 0 0 0 0 0 0
3 +100 +100 50 0 0 0 0 0 0
4 +100 +100 +100 0 0 0 0 0 0
5 +100 85 0 0 0 0 0 0 0
G= grupo.

Os Grupos 1 a 3 ndo apresentaram diferenca estatisticamente significante
entre si (p>0,05), porém apresentaram diferenca significante com relacdo aos outros
grupos (p<0,05). A partir do periodo de secagem de 12 horas, houve uma diminuicdo
significativa nos numeros de coldnias/biofilmes de S. mutans (p<0,01), em comparacao
aos grupos 1 a 3.

Ndo foi observada contaminacdo microbiana nas 5 escovas dentais

retiradas da embalagem original, mesmo apés incubacéo a 37°C por 20 dias.
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Figura 9 - Resumo da metodologia empregada e resultados obtidos, apos cultura microbiana das escovas
dentais no meio CaSaB-20M

A- Preparagao do indculo com a cepa S. mutans ATCC 25175.

B- Colocacgao das escovas dentais em Becker.

C- Contaminagéo das escovas dentais com o indculo, na concentragéo 0,5 da escala McFarland.

D- Lavagem das escovas dentais, apos contaminagdo por 4 minutos.

E- Manutengao das escovas em base de isopor, por diferentes tempos de secagem.

F- Caldo Sacarose Bacitracina Modificado (CaSaB-20M).

G- Colocagdo das escovas em tubos de ensaio de 25X150mm contendo 10,0mL do meio de cultura
CaSaB-20M, fechados com algod&o.

H- Escova dental representativa do Grupo 1 (controle). Presenca de um grande ndmero de colénias/biofilmes
de Streptococcus mutans nas cerdas.

|- Escova dental representativa do Grupo 3 (secagem por 8 horas). Presenga de colénias/biofilmes de Strep-
tococcus mutans nas cerdas.

J, K- Escovas dentais representativas do Grupo 2 (secagem por 4 horas). Presenca de um grande numero de
colonias/biofilmes de Streptococcus mutans nas cerdas.

L- Escova dental representativa do Grupo 3 (secagem por 8 horas). Presenca de colénias/biofilmes de Strep-
tococcus mutans nas cerdas.
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Estudo /n vivo

Todas as criancas selecionadas (100%) participaram do estudo até a sua
conclusdo. A tabela 8 apresenta a porcentagem de casos por escore, atribuido de acordo
com o numero de colbnias/biofilmes de estreptococos do grupo mutans presentes nas
cerdas das escovas dentais de criancas, apds escovacdo e diferentes periodos de

secagem.

Tabela 8 - Porcentagem de casos por escore, de acordo com o numero de colbnias/biofilmes de

estrepococos do grupo mutans presentes nas cerdas de escovas dentais de criangas

Periodos de Secagem (horas)

Escore
0 4 8 12 16 18 20 24 28 32 36 40 44 48

] 20% 100%
1 20% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 80%

2 - - - - 15% 15%

3

100% 100% 100% 100% 85% 65%

A medida que o tempo de secagem aumentou, o0 nUmero de
colénias/biofilmes sofreu reducdo. Nos periodos de tempo de 0, 4, 8, 12 e 16 horas, as
escovas dentais apresentaram intensa contaminacdo microbiana (quantidades
incontaveis), com predominancia de escore 3, sem diferenca estatisticamente significante
entre esses periodos de tempo (p>0,05). A partir do periodo de 18 horas de secagem,
houve uma diminuicdo significante na viabilidade de estreptococos do grupo mutans
(p=0,0078), com escore predominantemente 1 nos periodos de 20, 24, 28, 32, 36, 40 e
44 horas, sem diferenca significante entre esses periodos (p>0,05). A partir do periodo de
16 horas o tamanho das colénias também sofreu reducdo. No periodo de 48 horas ndo foi
observada viabilidade microbiana em 100% dos casos, com diferenga significante em
comparacgao aos demais periodos (p<0,05).

Nas 5 escovas dentais removidas da embalagem original e ndo utilizadas
(controle adicional), ndo observou-se contaminacdo microbiana, ap6s processamento
microbioldgico.

A figura 10 apresenta escovas dentais representativas do crescimento

microbiano nas cerdas, apos escovacao e diferentes periodos de secagem.
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Figura 10 - Escovas dentais representativas do crescimento microbiano nas cerdas, apés escovacgao,
diferentes periodos de secagem e cultura microbiana no meio CaSaB-20M (Estudo in vivo)

A, B- Periodo de 12 horas: presenga de grande nimero de colénias/biofilmes de estreptococos do
grupo mutans sobre as cerdas; C-F- Periodo de 18 horas: nesse periodo ainda observou-se presenca
de intensa contaminag&o das cerdas por estreptococos do grupo mutans; G, H- Periodo de 44 horas:
reducdo na contaminag¢do microbiana das escovas; I-K- Vista aproximada das colénias/biofilmes de
estreptococos do grupo mutans observadas sobre as cerdas.

75
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De acordo com a tabela 9, polissacarideos extracelulares foram
frequentemente observados nas cerdas das escovas dentais nos periodos de secagem de
0 a 32 horas, estando presentes em maiores quantidades nos periodos de 0 a 12 horas
(p<0,05), com gradativa reducdo até o periodo de 32 horas. Contrariamente ao que
ocorreu nos periodos iniciais, ndo foram observados polissacarideos extracelulares nos
peridos de 36, 40 e 48 horas (p<0,05).

Tabela 9 - Escores da quantidade de polissacarideos extracelulares nas presentes nas cerdas das escovas

dentais de criancas, apés escovacao e diferentes periodos de secagem

Periodos de Secagem (Horas)
Escore

0] 4 8 12 16 18 20 24 28 32 36 40 44 48
0 10% 10% 10% 15% - - 50% 75% 80% 80% 100% 100% 80% 100%
1 60% 65% 70% 70% 100%  100% 50% 25% 20% 20% - - 20%
2 30% 25% 20% 15%
DiscussAo

No presente estudo, observou-se que tanto /7 vitro quanto /n vivo, as
escovas tornam-se intensamente contaminadas por microrganismos apos sua utilizacéo, o
que esta de acordo com as observacdes de Glass e Jensen (1988), Kozai et al. (1989),
Verran et al. (1997), Suido et al. (1998), Nelson-Filho et al. (2000), Warren et al. (2001),
Quirynen et al. (2003), Nelson-Filho et al. (2004), Nelson-Filho et al. (2006), Aysegul et
al. (2007), Efstratiou et al. (2007), Bezirtzoglou et al. (2008), Boylan et al. (2008), Ankola
et al. (2009) e Balappanavar et al. (2009).

Do ponto de vista clinico, quando ndo se efetua procedimentos com a
finalidade de promover a reducédo da contaminacdo microbiana das escovas dentais apds
sua utilizacdo, os microrganismos sobrevivem sobre as cerdas, o que pode contribuir para
a disseminacdo de microrganismos na cavidade bucal (Bezirtzoglou et al., 2008), no
mesmo individuo ou entre diferentes individuos (Svanberg, 1978; Newbrun, 1992; Pinto

et al., 1997), possivelmente elevando o risco a carie dental.
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Isto pode também representar um risco significativo para alguns grupos
de individuos, como os imunossuprimidos, transplantados e portadores de cardiopatias,
nos quais as bacteriemias transitérias podem favorecer a ocorréncia de endocardite
bacteriana (Sconyers et al., 1973; Muller et al., 1998; Kennedy et al., 2003; Sullivan et
al., 2003). Eventualmente, também pode haver contato direto entre escovas de diferentes
membros da familia, nos recipientes sobre a pia ou nos armarios de banheiro (Newbrun,
1992).

Além disso, o controle da ocorréncia de contato salivar entre individuos, em
ambientes como creches, pré-escolas e outras instituicdes que abrigam criancas de idade
precoce é muito dificil (Malmberg et al., 1994), podendo a escova ser trocada e/ou
compartilhada, inadvertidamente. Esse fato agrava-se quando se trata de individuos
portadores de necessidades especiais, em funcdo do comportamento muitas vezes nao

colaborador, e dos diferentes niveis de comprometimento mental (Barbosa, 2003).

Outro aspecto agravante é que periodo de tempo no qual os estreptococos
do grupo mutans permanecem viaveis nas cerdas das escovas é, ainda, controverso.
Kozai et al. (1989) relataram que S. mutans estavam presentes nas escovas utilizadas por
criancas em altos niveis (2,55X10* unidades formadoras de colénias) 6 horas ap6s seu
uso e exposicdo ao ar. Spolidorio et al. (2003) avaliaram a viabilidade de S. mutans em
escovas dentais confeccionadas de materiais opacos e transparentes, por meio do método
da diluicdo, observando que, apés 8 horas, 0 numero de microrganismos diminuiu para 0.
Nelson-Filho et al. (2004) demonstraram, /1 situ, que 0s S. mutans estavam presentes em
93% das escovas utilizadas por criancas, mesmo apds 4 horas de exposicdo ao ar e a

temperatura ambiente.

Por outro lado, Wetzel et al. (2005) observaram contaminagdo nas escovas
dentais mesmo ap6s 8 horas de secagem. Outros autores observaram que, embora a
contaminacdo das cerdas por S. mutans sofra uma diminuicdo com o passar do tempo, as
escovas podem estar contaminadas mesmo 24 horas apés o0 uso (Svanberg, 1978;
Bunetel et al., 2000).

De acordo com os resultados do presente estudo /n vitro, as escovas
dentais apresentaram intensa contaminacdo por S. mutans por até 8 horas. Por outro
lado, no estudo /n vivo observou-se intensa contaminagdo microbiana até o periodo de 16
horas apds a escovacdo, com reducdo na viabilidade nos periodos de 20 a 44 horas e

auséncia de microrganismos apenas apés 48 horas. Essa observacdo pode conduzir a
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conclusdo de que a secagem ao ar ndo € um método adequado para o controle da
contaminacdo das cerdas das escovas, tornando necessario o uso de agentes

antimicrobianos, com essa finalidade.

As diferencas observadas na viabilidade microbiana no presente estudo /n
vitro e in vivo podem ser explicadas pelo fato de que no estudo /7 vivo as escovas dentais
foram contaminadas por cepas de microrganismos da prépria cavidade bucal de criangas
com alto risco a cérie dental, e ndo por cepas padrdo que sS40 menos agressivas. Assim,
verificou-se que /7 vivo 0s microrganismos permaneceram viaveis por 44 horas. no

estudo /n vitro, e por até 44 horas no estudo /n vivo.

No presente estudo /n vivo a redugdo no ndmero de col6nias/biofilmes de
estreptococos do grupo mutans, que ocorreu gradualmente apds os diferentes periodos
de secagem, foi acompanhada de reducdo no tamanho das col6nias e de reducdo da
producdo de polissacarideos extracelulares. Isso pode ser explicado pela reducdo na
disponibilidade de nutrientes, associado ao ambiente desfavoravel para o microrganismo,
em comparacdo as condigbes da cavidade bucal. A importancia dos polissacarideos
extracelulares na patogenicidade do biofilme dentario tem sido demonstrada (Schilling et
al., 1992). Munro et al. (1991) evidenciaram uma forte correlacdo entre a presenca de
polissacarideos extracelulares e a adesdo de estreptococos do grupo mutans. Assim, no
presente estudo a reducdo da producdo de polissacarideos extracelulares pode ter
contribuido para a reducdo da viabilidade microbiana, observada com o decorrer dos

periodos de secagem.

Os resultados do presente estudo mostraram que as cerdas das escovas
podem reter S. mutans e possibilitar que esses estejam viaveis por longos periodos de
tempo. Estudos adicionais sdo necessarios para determinar a viabilidade de diferentes
cepas de estreptococos do grupo mutans, incluindo os Streptococcus sobrinus, e de

outros tipos de bactérias, virus e fungos.
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CONCLUSOES

Considerando as condi¢des especificas deste trabalho e com base nos

resultados obtidos nas diferentes metodologias empregadas, péde-se concluir que:

1) O método de identificacdo morfoldgica, empregando o meio de cultura SB-20M, foi

2)

3)

confiavel para a identificacdo de S. mutans e S. sobrinus.

Os meios SB-20 e SB-20M foram semelhantes na quantificacdo (contagem) de
estreptococos do grupo mutans e na identificacdo morfolégica e bioquimica de S.
mutans e de S. sobrinus, evidenciando que a substituicdo da sacarose pelo agucar

cristal ndo alterou a eficacia do meio.

O meio de cultura SB-20M apresentou resultados estatisticamente superiores,
guando comparado ao meio MSB, com relacdo a contagem de ufc e com relagédo a

identificacdo morfoldgica e bioquimica de S. mutans e de S. sobrinus.

4) O Caldo Sacarose-Bacitracina modificado (CaSaB-20M) permitiu avaliar a

viabilidade de estreptococos do grupo mutans nas cerdas de escovas dentais,
apos diferentes periodos de secagem. De acordo com o estudo /7 vitro com cepa
padrdo de Streptococcus mutans (ATCC 25175), observou-se viabilidade de
microrganismos nas escovas dentais por até 8 horas. Por outro lado, no estudo /n

vivo, 0s estreptococos do grupo mutans permaneceram viaveis por periodos

superiores (44 horas).
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APENDICE A- Trabalhos resultantes desta tese até o presente momento.
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