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Resumo

Objetivos: Este trabalho tem como objetivo avaliar a associagdo das bactérias Prevotella
Melaninogénica e Actinomyces ao biofilme escuro em dentes permanentes. Relato de Caso:
Um paciente apresentou manchas enegrecidas ao longo do contorno cervical dos dentes foi
convidado a participar do presente estudo. Foi coletado com o auxilio de uma cureta estéril,
uma parte deste biofilme que transferido para um eppendorft contendo soro fisiolégico. O
material coletado foi agitado em um Vértex por 15 segundos e em seguida, inoculadas em 100
microlitros (pl) da solugdo em um meio de dgar sangue suplementado com Canamicina 5%,
seguido de cultivo por 72 horas. A partir do crescimento bacteriano, as mesmas foram isoladas
em agar macconkey, chocolate e sangue em anaerobiose. Em seguida foram realizados testes
de bioquimismo, utilizando-se os meios MIO (motilidade, indol e ornitina), citrato, TSI (triplo
acucar com ferro) e LIA (agar lisina com ferro). Conclusao: Através das caracteristicas clinicas
associadas ao bioquimismo empregado nos testes, podemos concluir que a bactéria que esta
associada as manchas negras presentes no paciente é do género prevotella spp.

Palavras-chaves: Prevotella melaninogenica; Actinomyses; Bacteria; Manchas; Cromogénica.

Abstract

Objectives: This study aims to evaluate the association of Prevotella Melaninogenic and
Actinomyces bacteria with dark biofilm in permanent teeth. Case Report: A patient with black
spots along the cervical contour of the teeth was invited to participate in the present study.
After its clarification and acceptance, completing the IC, was collected with the aid of a sterile
curette, a part of this biofilm that was inserted into an eppendorff containing saline. The
collected material was vortexed for 15 seconds and then inoculated into 100 microliters (ul)

of the solution in a 5% kanamycin supplemented blood agar medium, followed by cultivation
for 72 hours. From bacterial growth, they were isolated on macconkey agar, chocolate and
anaerobic blood. Biochemical tests were then performed using MIO (motility, indole and
ornithine), citrate, TSI (triple sugar with iron) and LIA (iron lysine agar) media. Conclusion:
Through the clinical characteristics associated with the biochemism employed in the tests, we
can conclude that the bacteria that is associated with black spots present in the patient is of the
genus prevotella spp.

Keywords: Melaninogenic Prevotella; Actinomyses; Bacterium; Stains; Chromogenic.
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Introducao

A cavidade bucal possui o mais complexo sistema de crescimento aberto das
microbiotas e o maior reservatorio de microrganismos, favorecendo contaminagdes
e proliferacdo de bactérias (1). Os microrganismos presentes na cavidade bucal
estabelecem adesdo ou permanéncia em sulcos, fissuras ou espagos interproximais
dos dentes (2). O corpo humano tem uma estimativa de 10 trilhoes de células que
trabalham de maneira integrada (3). O nimero de células procariontes chega a ser 10
vezes maior que a quantidade de células do organismo humano, ou seja, 97% desses
organismos sdo benéficos e os outros 3% causam doengas (4). Sendo concentrado em
maiores quantidades na boca e no intestino, considerando a boca o local de maior
aglomeragdo desses seres (5).

A microbiota oral é um composto de diversos microrganismos, que em sua
grande maioria ndo sdo comensais, ou seja, ndo prejudicam o organismo hospedeiro
(4). Dentre os microrganismos, existem diversas espécies de bactérias, arqueas, fungos,
virus e protozoarios, esses seres sao capazes de prevenir a colonizagao na cavidade oral,
de outros microrganismos patogenos (3).

A macha negra consiste em uma microbiota diferente da do biofilme dental,
apresentando uma estrutura relativamente estavel, com porcentagem de 90% de
bastonetes gram-positivos, em geral, os Actinomyces (6). Apesar de gram-negativa, a
Prevotella melaninogénica é encontrada em pequena porcentagem (1%), porém sendo
um dos principais agentes causais desses manchamentos (7).

As alteragdes de cor na dentadura decidua ou permanente, sdo comuns nos
consultérios odontoldgicos, podem ser associados a fatores clinicos ou estéticos (8).

As manchas dentarias estdo divididas em dois tipos de descoloragao: intrinseca, que é
causada por fatores congénitos, sistémicos ou genéticos; ja a extrinseca esta associada

a presenca de bactérias cromogénicas no biofilme dentario, alimentos pigmentados ou
utilizagao de agentes (9).

A maioria dos individuos portadores de pigmentagdes negras extrinsecas nos
dentes, possuem uma microflora de placa constituida por bactérias cromdgenas que
sao Prevotella melaninogénica e Actinomyces (9). As manchas negras sdo apresentadas
com uma linha continua ou ndo, localizadas ao longo da margem gengival, podendo
ser em pontos escuros ou formando uma linha paralela a margem, onde pode atingir
no minimo dois dentes. As pigmentac¢des negras também podem estar impregnadas
em sulcos, fossulas e fissuras, porém sao locais de mais dificil remocao (10), sendo
assim, somente o uso de escova de dentes e dentifricio, ndo sao capazes de eliminar a
mancha negra, necessitando a interven¢ao profissional com raspagem e polimento com
substincias abrasivas como pastas profilaticas ou o uso de jato de bicarbonato de s6dio
(6) . Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a associagdo das bactérias Prevotella
Melaninogénica e Actinomyces ao biofilme escuro em dentes permanentes.
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Relato do caso

Apbs a aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisa (CEP FSG) sob niimero
de parecer 3.612.174 e preenchimento do TCLE pelo paciente, foram iniciados os
procedimentos na clinica de Odontologia do Centro Universitario da Serra Gaucha.
Paciente do género masculino, 52 anos de idade, leucoderma, em bom estado de saude
geral e bucal procurou atendimento na Clinica de Triagem do Curso de Odontologia
do Centro Universitario da Serra Gatucha (FSG) para fins restauradores e instalagdo
de implantes dentdrios e desejava informacao sobre a pigmentacao nos dentes. Apos a
realizacao do exame clinico, foi constatado que o mesmo havia manchas negras na regiao
cervical molares superiores e inferiores, o que tudo indicava ser bactéria cromogénica
(figura 1 e 2). Foi proposto ao paciente a analise microbioldgica das manchas.

Figura 1. Indica as bactérias cromogénicas na cervical dos molares superiores do lado
esquerdo

Figura 2. Indica as bactérias cromogénicas na cervical dos molares superiores do lado
direito
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Foram realizadas fotografias intra bucais das manchas negras (figura 1 e 2).
Apos as amostras foram coletadas da regido cervical dos molares superiores com uma
cureta de Gracey (Golgran, Sdo Caetano do Sul, Brasil), devidamente estéril, a qual foi
raspada da superficie dentaria previamente selecionada durante 20 segundos em cinco
movimentos de vai e volta de forma que tivesse 0 minimo contato com oxigénio. O
material coletado foi submerso no interior de um microtubo de Eppendorf (Eppendorf,
Hamburgo, Alemanha), o qual continha 1ml de soro fisioldgico estéril e mantidos em
Jarra de anaerobiose (Permution, JA0400).

O soro juntamente com o material coletado foi agitado em um Vértex (Didatica
SP, 38266) por 15 segundos, a fim de obter-se uma solugdo homogeneizada de bactérias.
Em seguida foram inoculadas 100 microlitros (ul) da solugdo em um meio de agar
sangue (Kasvi, Padova, Italia) suplementado com Canamicina 5% (KanaPlex, Madison,
USA). Este agar foi entdo cultivado em anaerobiose a 37C° por 72 horas. Apds este
periodo foi observado o aparecimento de coldnias escuras (figura 3), as quais foram
isoladas novamente utilizando-se uma al¢a de levedura de 10 pl em agar sangue. A
cultura foi levada a estufa a uma temperatura de 37C° por 72 horas. O meio novamente
apresentou colonias com coloragdo escura (figura 4), estas em foram isoladas em agar
macconkey (Kasvi, Padova, Italia), chocolate (Kasvi, Padova, Italia) e sangue (Kasvi,
Padova, Italia). As placas foram incubadas em anaerobiose a 37C° por 72 horas.
Observando-se as placas, observou-se que o crescimento em agar macconkey (Kasvi,
Padova, Italia) se deu de forma mais rapida em comparag¢do com os outros meios de
cultivo, com o aparecimento de uma colénia com aspecto enegrecido, a partir dessa
coldnia foram feitos os testes de bioquimismo, utilizando-se os meios MIO (motilidade,
indol e ornitina), citrato, TSI (triplo agtcar com ferro) e LIA (agar lisina com ferro).
Tal teste foi considerado inconclusivo pois ndo se tratava de uma enterobactéria. Foi
também realizada a coloragdo de Gram dessa colonia, na qual, através de microscopia
optica (figura 5) foram observados bacilos gram-negativos (11).
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Figura 3. Indica o aparecimento de col6nias escuras no meio agar sangue
suplementado com canamicina a 5% (KanaPlex, Madison, USA)

Figura 4. Novo crescimento de colonias escuras no meio dgar macconkey (Kasvi,
Padova, Italia), chocolate (Kasvi, Padova, Itdlia) e sangue (Kasvi, Padova, Italia)

Figura 5. Através da microscopia, observa-se bacilos gram-negativos e ap6s foi
realizado a coloragdo de Gram dessa colonia
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Apos o resultado da coloragao, foi realizada prova da bile, na qual o agar bile
esculina (Kasvi, Padova, Italia) foi utilizado, porém nao se observou crescimento neste
meio. Foi realizada também a prova da Rifampicina (Newprov, Pinhais, Brasil), na
qual obteve-se um halo superior a 12 milimetros, resultado que indicia sensibilidade ao
antibidtico. Em contraste, a bactéria apresentou-se resistente ao antibiético Kanamicina

(Newprov, Pinhais, Brasil), com um halo de inibi¢do inferior a 10 milimetros.

Resultados

Frente aos aspectos clinicos observados e o bioquimismo realizado, podemos
afirmar se tratar de colonias da bactéria do tipo Prevotella sp. Contudo, os testes foram
inconclusivos para afirmar se tratar de Prevotella melaninogénica.

Discussao

A composi¢ao do microbioma oral varia de habitos alimentares, idade, fungédo
hormonal, fluxo salivar até condi¢des imunologicas, higienizagao e alcoolismo
(12). Acredita-se que os componentes dos pigmentos negros sio compostos de ferro
insoluvel, possivelmente da acdo bacteriana do ambiente bucal e o ferro contido na
saliva (13). Pode-se dividir as manchas dentdrias em duas categorias: Intrinsecas que
sao associadas a mudangas quimicas nos dentes, como a medicagdo tetraciclina ou
defeitos no desenvolvimento dentario; ou extrinsecas que sdo causadas por depositos de
bactérias cromdgenas, alimentos, fumo ou tabaco (14).

Prevotella spp. sdo agentes pleomorficos, anaerdbios, bacilares gram-negativos
(15) ou cocobacilares, e sao colonizadores principalmente da mucosa oral e vaginal,
sendo agentes de suma importancia nas infec¢des periodontais agudas, abcessos
dentarios e outras entidades na cavidade oral. Costuma ser um dos anaerdébios
mais frequentemente isolados em amostras clinicas de infec¢des. No laboratério
apresenta sensibilidade a penicilina, canamicina, vancomicina e colistina. Apresentam
crescimento seletivo em um meio enriquecido com acidos biliares, onde Bacteroides
do grupo fragilis conseguem se reproduzir em colonias, porém o oposto ocorre com
Prevotella spp. Sua cor costuma ser de cor-de-tijolo apds exposta a luz ultravioleta (UV)
a 360nm. (16). As suas colonias quando isoladas em dgar sangue apresentam aspecto
translucido, opaco, cinzento, castanho claro ou preto. (6)

As manchas negras geralmente estdo associadas as bactérias Prevotella
melaninogénica e Actinomyces spp (17) porém, em nosso estudo nao foram encontrados
Actinomyces nos isolados. O desfecho pode ter ocorrido pelo fato da Prevotella spp.
estar em maior concentra¢ao nas amostras em comparagao com Actinomyces spp.
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Os achados do nosso estudo confirmam que as bactérias presentes nas
manchas negras encontradas no paciente se trata de Prevotella spp.. Levando-se
em conta o aspecto enegrecido do biofilme dental e das colonias, associado aos
testes microbioldgicos realizados, a sugestdo diagnostica é que se trate de Prevotella
melaninogénica. Entretanto, para a confirmacao, é necessaria utilizagao da prova de luz
UV (ultra-violeta) ou testes biomoleculares para a confirmagéo e veredito final.

As manchas negras sdao apresentadas com uma linha continua ou néo, localizadas
ao longo da margem gengival, podendo ser em pontos escuros ou formando uma linha
paralela a margem, onde pode atingir no minimo dois dentes. As pigmenta¢des negras
também podem estar impregnadas em sulcos, féssulas e fissuras, porém sao locais de
mais dificil remocéo, (10), somente o uso de escova de dentes e dentifricio, ndo sdo
capazes de eliminar a mancha negra, necessitando a intervencao profissional com
raspagem e polimento com substancias abrasivas como pastas profilaticas ou o uso
de jato de bicarbonato de sédio (18). Para a devida remogao das manchas de bactéria
cromogénica é comum a utilizacdo de escova Robson, pasta e Pedra Pomes, mantendo
0 acompanhamento periddico apds sua remocao, pois nessa fase ¢ comum a ocorréncia
de recidiva (19).

A literatura demonstra que o paciente que tem maiores areas afetadas pelos
pigmentos negros, tem uma menor a probabilidade de desenvolvimento da doenga
carie, devido aos altos niveis de célcio e fosfato em suas placas bacterianas e pela
associagdo da mineralizacao implicando um pH mais estavel, ocorrendo um aumento

na capacidade tampao e a dissolu¢ao do esmalte reduzida (12, 13, 17, 19).

Conclusao

Através das caracteristicas clinicas associadas ao bioquimismo empregado nos
testes, podemos concluir que a bactéria que esta associada as manchas negras presentes
no paciente é do género prevotella spp.
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