214

A¢ao moduladora da microbiota de portadores de sindrome de Down
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Resumo

Os portadores da Sindrome de Down possuem baixa prevaléncia de cdrie, apesar de apresentarem uma higiene oral
deficiente. O estudo foi realizado para detectar cepas produtoras de bacteriocinas, com o intuito de avaliar a sua possivel
acdo como moduladoras da microbiota cariogénica dos sindrémicos. Streptococcus mutans e Streptococcus sobrinus sao os
principais produtores de 4cidos na cavidade oral. Em fungio disso, esses estreptococos foram testados antagonicamente
com cepas isoladas dos individuos com Sindrome de Down, para que fosse avaliado se havia inibi¢ao das bactérias
cariogénicas pelas cepas dos sindromicos. Streptococcus mutans e Streptococcus sobrinus foram isolados utilizando o meio
dgar sacarose bacitracina e identificados através de provas bioquimicas. Uma amostra de placa supragengival dos sindromicos
foi coletada e semeada por disseminagio em Agar Mitis-Salivarius, ap6s o isolamento foram cultivados em caldo BHI. Dez
culturas dos sindrémicos foram semeadas no Agar Muller Hinton. Apés o crescimento, as placas foram tratadas com
cloroférmio. Sucessivamente, uma porgao das culturas de bactérias cariogénicas foi transferida para meio semi-sélido BHI
e vertidas nas placas com as culturas testes. Duas das dez cepas testadas apresentaram halo de inibigio de crescimento
contra cepas de Streptococcus mutans. A descoberta de cepas que produzem substincias antimicrobianas pode ser respon-
sdvel pela baixa prevaléncia de cdrie em individuos com Sindrome de Down. Esse achado pode ajudar a entender a
relagao entre microbiota oral e patologia da cdrie dentdria.

Palavras-chave: Streptococcus mutans; Streptococcus sobrinus; Cérie - Sindrome de Down; Bacteriocinas.

INTRODUCAO

A Sindrome de Down ¢ caracterizada pela mentos (AMANO et al., 2000). Estudando as
trissomia do cromossomo 21, ocorrendo em doengas orais destes sindromicos, observa-se que
aproximadamente um a cada setecentos nasci- esses individuos possuem uma maior prevaléncia
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de doenga periodontal que os individuos nor-
mais; analisando os indices de cdries, observa-se
o oposto: os sindrémicos possuem menor
prevaléncia de cdries que os normais. Esse fato ¢
intrigante, pois tais individuos possuem difi-
culdades motoras que dificultam a higienizagao
bucal (SHAPIRA et al., 1991; MORINUSHI;
LOPATIN; TANAKA, 1995; PINAZZO;
VIANNA, 1998/1999).

A doenga periodontal nos sindrémicos é
mais precoce que nos individuos normais, se-
gundo Amano e colaboradores (2000), os quais
sugerem que esse fato se deve a um debilitado
sistema imune, um frdgil tecido periodontal, ou
a um envelhecimento precoce.

Uma explicagao para a baixa prevaléncia
de cdrie nos portadores de Sindrome de Down
pode ser atribuida a presenga de agentes
moduladores da microbiota da cavidade oral
desses individuos. Bactérias produtoras de subs-
tincias com agio contra bactérias cariogénicas
podem explicar a baixa prevaléncia de cdrie dos
sindrémicos.

Azevedo, Zelante e Ito (1985), citando
Jacob e colaboradores, definem bacteriocinas
como proteinas de elevado peso molecular, ela-
boradas por bactérias que apresentam espectro
de agdo antibacteriano limitado a espécies bas-
tante afins as cepas produtoras.

Fantinato, Jorge e Shimizu (1999) acre-
ditam que essa interferéncia bacteriana é uma
protegao natural contra bactérias patogénicas e
sugeriram que as cepas produtoras de
bacteriocinas podem ser vistas como um instru-
mento na prevengao de certas doengas.

Para analisar a atividade antimicrobiana
das cepas isoladas dos portadores de Sindrome
de Down, foi utilizada a técnica de Azevedo,
Zelante e Ito (1985), utilizando-se cepas
indicadoras da produgio de bacteriocina, sendo
que, nesta pesquisa, as cepas indicadoras foram
as sabidamente cariogénicas: Streptococcus mutans
e Streprococcus sobrinus.

A produgao de dcidos, principalmente em
um pH diminuido, é determinante da ativida-
de cariogénica de uma cepa. Soet, Nyvad e
Kilian (2000) analisaram a velocidade de pro-
dugdo de 4cidos de cepas caracterizadas como

215

estreptococos orais do grupo mitis e cepas de
Streptococcus mutans e Streptococcus sobrinus. Os
resultados demonstraram que, em todos os va-
lores de pH, a velocidade de produgao de 4ci-
dos do Streprococcus mutans e Streptococcus sobrinus
eram significativamente maiores que dos outros
estreptococos orais. O Streprococcus sobrinus apre-
sentou-se como o mais acidurico e acidogénico
das espécies testadas.

As espécies de estreptococos do grupo
mutans, mais predominantemente isoladas de
amostras salivares, sao Streptococcus mutans e
Streptococcus sobrinus (HOFLING et al., 1999),
sendo que a associagdo Streptococcus mutans e
Streptococcus sobrinus é potencialmente mais
cariogénica que a coloniza¢ao apenas pelo
Streptococcus mutans.

O presente trabalho visa & detecgio de
cepas produtoras de substincias antimicrobianas
como moduladoras da microbiota oral em por-
tadores de Sindrome de Down. Para a realiza-
¢ao dos testes, foi necessdrio o isolamento e iden-
tificagao da cepas de Streprococcus mutans e
Streprococcus sobrinus, o isolamento de micror-
ganismos a partir de amostras de placa bacteriana
de portadores de Sindrome de Down e a avalia-
¢ao da agao antimicrobiana de cepas da
microbiota dos sindromicos contra as bactérias
cariogénicas.

MATERIAIS E METODOS

Isolamento e Identificagio de
Streptococcus mutans e Streptococcus sobrinus

A amostragem para o isolamento e iden-
tificagao de cepas de Streptococcus mutans e
Streptococcus sobrinus constou de dez criangas,
pacientes das disciplinas de Cariologia e de
Odontopediatria da Faculdade de Odontologia
da Universidade Federal da Bahia, com idade
entre trés a dez anos, de ambos os sexos, sem
distin¢ao de raga ou cor, que foram examinadas
no que diz respeito a cdries dentais, seguindo-se
orientagao de Pinto (1990).

A coleta da placa supragengival foi reali-
zada assepticamente no ambulatério dessas
disciplinas, sendo o suabe passado cuidadosa-
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mente pelas superficies dentais das criangas. O
material contido no suabe foi semeado através
do método da estria composta no meio dgar
sacarose bacitracina - SB20 (DAVEY; ROGERS,
1984). A coleta em todas as criancas foi realiza-
da em duplicata. As placas foram transportadas
para o laboratério e colocadas em jarras com at-
mosfera reduzida, obtida pela queima de uma
vela (TORTORA; FUNKE; CASE, 2000). A
incubagio foi feita a 37°C por quarenta e oito
horas.

A observagao e a contagem das colénias
com caracterfsticas pertencentes aos
estreptococos do grupo mutans foram realiza-
das sob luz artificial, seguindo-se os padroes
descritos para o meio dgar sacarose bacitracina -
SB20 (DAVEY; ROGERS, 1984).

As colédnias, com os tipos morfoldgicos
caracteristicos foram transferidas para tubos com
5,0 ml do meio tioglicolato estéril e incubadas
a 37°C por vinte e quatro horas, em atmosfera
reduzida. As culturas foram submetidas a colo-
racao de Gram e a provas bioquimicas para que
fossem isoladas e identificadas como cepas de
espécies de Streprococcus mutans e Streptococcus
sobrinus.

Isolamento das Cepas de Placa Dental de
Portadores de Sindrome de Down

Para o presente estudo, foram seleciona-
dos quinze portadores de Sindrome de Down,
sem distin¢ao de idade, raca ou cor, de ambos
os sexos, alunos da Escola Especializada do SESI
(Servico Social da Inddstria), apds autorizagao
cedida pela diretoria da escola e consentimento
dos pais.

As coletas foram realizadas em um equi-
po odontoldgico da prépria escola. Com o auxi-
lio de uma cureta dentindria estéril, era coleta-
da placa supragengival de duas superficies den-
tais de cada sindromico. O pool de placa de
cada individuo era transportado assepticamente
para um tubo de microcentrifuga, contendo 1,0
ml da solu¢io de PBS (Phosphate-buffered
saline) estéril, como preconizado por Amano e
colaboradores (2000).

Os tubos de microcentrifuga foram leva-
dos para o laboratério e as amostras eram agita-
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das e passavam por dilui¢des decimais sucessi-
vas em solucao de PBS, acrescida de Tween 80,
obtendo-se até a diluigao 10°. Aliquotas de 0,1
ml das dilui¢oes 10, 10“e 10° foram semeadas
por disseminagdo, com o auxilio de uma al¢a de
Drigalsky estéril, em placas de Petri com o meio
de dgar Mitis Salivarius. As placas foram incu-
badas a 37°C por vinte e quatro horas, em at-
mosfera reduzida.

A observagiao e a contagem das colénias
foram realizadas sob luz artificial e quantificadas
através da UFC/ml (unidades formadoras de
colonias por mililitro). Os diferentes tipos
morfoldgicos das col6nias foram caracterizados.

As colonias que possufam tipos
morfolégicos distintos eram transferidas para
tubos com 5,0 ml do meio tioglicolato estéril e
incubadas a 37°C por vinte e quatro horas, em
atmosfera reduzida. Apds o crescimento
bacteriano, os tubos foram conservados em es-
tufa a 22°C e repicados a cada quinze dias.

Detecgao de Bacteriocinas:

Para a detecgao de substincias que, i vitro,
apresentam propriedades antimicrobianas, foi
utilizada a técnica do “antagonismo posposto”,
jd anteriormente adotada por Azevedo, Zelante
e Ito (1985); porém a técnica foi modificada
pelo tratamento com cloroférmio das placas de
Petri apds o crescimento das coldnias testes e
antes da semeadura das cepas indicadoras.

As culturas das cepas-teste, isto é cepas
isoladas dos portadores de Sindrome de Down,
foram ativadas em caldo tioglicolato a 37°C, por
vinte e quatro horas, em atmosfera reduzida.
Posteriormente, aliquotas de 0,01 ml das cul-
turas das cepas a serem testadas como produto-
ras de bacteriocinas foram semeadas com o au-
xilio de pipeta automdtica, no meio Agar Muller-
Hinton. As placas foram deixadas & temperatu-
ra ambiente para a absor¢io da por¢ao da cultu-
ra. Em seguida, foram incubadas a 37°C por
quarenta e oito horas, em atmosfera reduzida.
O crescimento das cepas dos portadores de
Sindrome de Down em Agar Muller-Hinton
pode ser observado na Figura 1.

Apés o crescimento bacteriano, as placas
de Petri foram tratadas com cloroférmio. Para



Figura 1 - Cepa de placa supra gengival de
individuo portador da Sindrome de Down, em
Agar Muller-Hinton

isso, as placas foram vertidas em gazes estéreis,
umedecidas com 5 ml de cloroférmio e
mantidas na parte interna da tampa durante
trinta minutos (LIMA et al., 2002).

Duas cepas foram utilizadas como
indicadoras da produ¢ao de bacteriocina: uma
pertencia a espécie de Streptococcus mutans, e
outra a Streprococcus sobrinus. Essas cepas foram
semeadas em tioglicolato e incubadas a 37°C,
por vinte e quatro horas, em atmosfera reduzi-
da.

Apés o crescimento bacteriano, as cultu-
ras foram dilufdas a 1:10, 1:35 ¢ 1:100, em
caldo BHI (Hearr Infusion Broth) estéril. Os
inéculos

finais foram preparados utilizando-se de
BHI semi-sélido, obtendo-se as concentracgoes
finais de 1:85, 1:300 e 1:850, respectivamen-
te.

Depois de feitas as diluigées em caldo
BHI, aliquotas de 1,0 ml da dilui¢ao apropria-
da da cepa indicadora foram transferidas para
7,5 ml de BHI semi-sélido, mantido a aproxi-
madamente 50°C. Essa mistura foi
homogeneizada e vertida sobre a superficie do
dgar previamente semeado com as cepas-teste.
As placas foram mantidas 4 temperatura ambi-
ente até a completa solidificagio e posteriormente
reincubadas a 37°C, por vinte e quatro horas,
em atmosfera reduzida. O crescimento foi ana-
lisado observando-se a formacio ou nao de halos
de inibi¢io de crescimento em volta das col6ni-
as-teste (BALAKRISHNAN; SIMMONDS;
TAGG, 2001).

As cepas que estimularam algum halo de
inibi¢ao eram testadas pela produgao de catalase
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e, apds a coloragio de Gram, eram observadas
a0 microscdpio. Essas cepas foram semeadas em
caldo tioglicolato por vinte e quarto horas, a
37°C, em atmosfera reduzida, e, com as cultu-
ras ainda ativas, eram semeadas em dgar sacarose
bacitracina e testadas quanto as provas do
manitol e sorbitol.

RESULTADOS

Com os experimentos de isolamento e
identificagdo do Streptococcus mutans e
Streptococcus sobrinus, foram obtidos os seguin-
tes resultados: das vinte amostras de placa
supragengival, foram isoladas nove col6nias com
caracteristicas de Streptococcus mutans e
Streptococcus sobrinus. Apés a identificagio bio-
quimica, resultaram trés cepas de Streprococcus
mutans e duas de Streprococcus sobrinus.

Os experimentos para obtengao das ce-
pas-teste resultaram em cinqiienta cepas isola-
das de amostras de placa supragengival dos por-
tadores de Sindrome de Down. Porém os testes
para observar a possivel producio de substinci-
as antimicrobianas foram feitos com apenas dez
dessas cepas, j& que muitas eram perdidas du-
rante a ativagio no meio tioglicolato, e outras
nio apresentavam crescimento no dgar Miiller
Hinton, o que impossibilitava os testes do “an-
tagonismo posposto” com essas cepas.

A leitura dos resultados dos testes para
constatacio da presenca de bacteriocinas foi fei-
ta observando-se as zonas ou halos de inibicao
do crescimento das cepas indicadoras, em torno
das colénias das cepas-teste. A pesquisa foi rea-
lizada com dez cepas isoladas de portadores de

Figura 2 - Halo de inibi¢do de crescimentos
contra Streptococcus mutans.
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Sindrome de Down, sendo cada uma delas tes-
tadas contra duas cepas indicadoras (Streptococcus
mutans e Streprococcus sobrinus). Das dez cepas
testadas, duas apresentaram halo de inibicao de
crescimento contra Streptococcus mutans de apro-
ximadamente trés centimetros de didmetro (FI-
GURA 2).

Essas duas col6nias que estimularam halo
de inibigao caracterizaram-se, em dgar Mitis
Salivarius, como colénias grandes, claras,
translicidas, semelhantes 4 gelatina, bastante
amolecidas, facilmente removidass do meio,
havendo sempre coldnias escuras e pequenas
abaixo e ao lado delas, ou col6nias grandes
colunares.

Essas cepas, que inibiram o crescimento
de Streptococcus mutans, foram caracterizadas
como catalase negativa e como estreptococos.

Por apresentarem crescimento em dgar
sacarose bacitracina, as cepas demonstraram ser
resistentes a bacitracina e caracterizaram-se como
manitol e sorbitol positivas. Com esses resulta-
dos, essas duas cepas sao sugestivas de pertence-
rem ao grupo mutans.

DISCUSSAO

A téenica do “antagonismo posposto” foi
adotada por apresentar a vantagem de permitir
a difusio da bacteriocina no meio, antes da se-
meadura da cepa indicadora, além de possibili-
tar o estabelecimento de comparagao entre os
diversos espectros de agao, sob a mesma condi-
¢do experimental.

A modifica¢io adotada para a técnica do
“antagonismo posposto’ (AZEVEDO; ZELANTE;
ITO, 1985), isto é, o tratamento com clorofér-
mio das placas com as colonias- teste, antes da
semeadura das cepas indicadora, foi realizado
para impedir interagao e a inibi¢ao por compe-
tigdo entre as coldnias, o que resultaria em um
viés para os resultados obtidos na pesquisa. As-
sim, as cepas dos portadores de Sindrome de
Down foram testadas apenas pela possivel pre-
senca de substancias antibacterianas em suas
coldnias.

Em contrapartida, o tratamento com o
cloroférmio pode ter influenciado nos resulta-
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dos obtidos, pois ¢ possivel que seja o responsd-
vel por desnaturagio protéica, tornando inati-
vas as bacteriocinas, que tém composigiao
protéica.

O resultado em questio — apenas duas
das cepas testadas apresentaram efeito inibit4-
rio —, pode ter sido prejudicado, pois as bacté-
rias que colonizam o periodonto podem ser as
responséveis pela inibigao das cepas cariogénicas.
Porém, para essas cepas, nio foram permitidos
os isolamentos e os testes, devido as caracterfsti-
cas do meio e de incubagio, jd que essas sdo
espécies estritamente anaerébias e com maiores
exigéncias nutricionais que o dgar Mitis
Salivarius, o tioglicolato e o dgar Muller Hinton
podem oferecer.

Algumas caracteristicas bacterianas, como
fatores de viruléncia, podem ser perdidas ou
diminuidas com os sucessivos repiques, o que
prejudicaria os resultados dos testes realizados
in vitro para visualizagio do efeito inibitério das
bacteriocinas.

Os resultados encontrados — constatacao
do efeito inibidor de cepas de estreptococos,
sugestivo do grupo mutans, contra cepas de
Streptococcus mutans — confirmam o conceito de
Azevedo, Zelante e Ito (1985), de que o espec-
tro de a¢do antibacteriano das bacteriocinas ¢é
limitado a espécies bastante afins as cepas pro-
dutoras, podendo até ser letais a si préprias.

O efeito antagdnico modulador parece ser
predominante no ecossistema oral dos portado-
res de Sindrome de Down, porém nio inerente
a eles, j4 que foram observados portadores de
Sindrome de Down com elevados indices de
cdrie, durante a coleta.

A constatagido de cepas presentes na
microbiota oral de portadores de Sindrome de
Down, que inibem o Streptococcus mutans, pode
explicar a baixa prevaléncia de cdrie nesses indi-
viduos, porém, apesar dos resultados positivos,
ainda ¢ discutivel o papel de cepas produtoras
de bacteriocinas na instalagdo e progressao da
doenga cdrie. Testes devem ser feitos para a iden-
tificagio dessa cepa e da substincia produzida,
o que poderd contribuir com informagoes im-
portantes, para novos experimentos que visem a
prevengao da cdrie.



CONCLUSAO

Como as microbiotas da placa dental e
do sulco gengival sao consideradas etiologica-
mente importantes no desenvolvimento da cd-
rie e da doenca periodontal, o melhor entendi-
mento dos fendmenos inibitdrios entre as bac-
térias que co-habitam esses nichos pode repre-
sentar papel fundamental na instalagio e pro-
gressao desses processos patolégicos.

A descoberta de novas cepas, produtoras
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o melhor entendimento do ecossistema oral, vi-
sando A prevengio e ao efetivo controle da cdrie,
justificando e estimulando a execugio de novas
investigagdes a respeito.

Mesmo com um resultado positivo, ¢ dis-
cutivel o papel das bacteriocinas em influenciar
a ecologia microbiana, sendo necessdrias obser-
vagoes complementares, antes de se afirmar que
a dinimica da composi¢io das diversas
microbiotas humanas seja realmente modulada
por essas substincias.

de substincias antimicrobianas, contribuird para

Modulating action of microbiota of carriers of Down’s syndrome on cariogenic
microbiota

Abstract

Carriers of Down Syndrome have low prevalence of tooth decay, despite the fact that they show
precarious oral hygiene. This research was carried out with the intent of evaluating the possible action of
strains that produce bacteriocins as regulators of the carrier of Down Syndrome cariogenic microbiota.
Streptococcus mutans and Streptococcus sobrinus are the main acid producers in the oral cavity. Consequently,
they were tested antagonistically with strains isolated from the individuals with Down Syndrome in order
to verify if cariogenic bacteria were being inhibited by the by the carrier’s strains. Streptococcus mutans and
Streptococcus sobrinus were isolated with the utilization of agar saccharose bacitracin medium and identified
through standard biochemical tests. Samples of carrierssupragingival plaques were collected, spread through
dissemination in Agar Mitis Salivarius and after isolation were cultivated in BHI liquid medium.10
cultures from syndromics were seeded in the Muller Hinton medium. After the growth, the colonies in the
Petri dishes were treated by chloroform. Then, one portion of the cariogenic bacterium cultures was mixed
with soft brain-heart infusion medium and immediately transferred to the Petri dish with the test cultures.
Two of the ten tested strains presented a zone of inhibition against Streptococcus mutans. The discovery of
strains that produce antibacterial substances may be responsible for the low prevalence of tooth decay in
individuals with Down Syndrome. These findings may help to understand the relationship between oral
microbiota and pathological tooth decay.

Keywords: Streptococcus mutans; Streptococcus sobrinus; Tooth decay - Down’s syndrome; Bacteriocin.
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