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RESUMO 

A presente pesquisa teve por objetivo analisar a variabilidade infraespecífica de 

cepas de Streptococcus mutans isoladas de indivíduos livres de cárie. Foram coletadas 

amostras de saliva total não estimulada, placa dental e de dorso de língua de indivíduos que 

apresentavam indice CPOD igual a zero. Após dispersão e diluição seriada das amostras, 

alíquotas de cada diluição foram inoculadas em meio Mitís Salivarius Bacitracina Agar 

(MSB). Após incubação em estufa de pC02 10% a 37°C, foram isoladas do meio colônias 

com morfologia típica de estreptococos, para posterior identificação por provas 

bioquímicas. As amostras foram incubadas em caldo de Infusão de Cérebro e Coração 

(BHI), centrifugadas e lavadas, sendo os sedimentos obtidos submetidos ao processo de 

extração das proteínas intracelulares. Os extratos protéicos foram separados por 

eletroforese em gel de amido e corados especificamente para a detecção do polimorfismo 

isoenzímático. Os géis foram analisados através dos sistemas enzimáticos: leucina 

arninopeptidase (LAP), manitol l-fosfato desidrogenase (MlP), manose fosfato isomerase 

(MPI), nucleosídio fosforilase (NSP), fenilalanil leucina peptidase (PLP) e transaminase 

glutâmico-oxalacética (GOT). A análise comparativa dos perfis da eletroforese de 

isoenzímas (Multilocus Enzyme Electrophoresis-MLEE) dos isolados, acessada pela soma 

de todos sistemas enzimáticos, permitiu observar a ocorrência de dois ou mais clones de S. 

mutans nos diferentes sítios nestes voluntários. Os resultados obtidos mostram que pode ser 

encontrado mais de um tipo genético de S. mutans colonizando os diferentes sítios em um 

mesmo indivíduo. 
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ABSTRACT 

The current research had as aim to analyze the infra-specific variability of 

Streptococcus mutans strains obtained from caries-free individuais. Non-stimulated whole 

saliva, dental biofilm and tongue dorsum sarnples were collected from subjects with DMFT 

= O. After dispersing and decimal dilutions, aliquots from each dilution were inoculated in 

Mitis Salivarius Bacitracin (MSB) agar plates, in duplicate. After growing at pCOz I 0"/o 

and 37°C, it was taken some S. mutans suspect colonies that were biochemically identified. 

S. mutans-positive colonies were grown in Brain Heart Infusion (BHI) broth, they were 

centrifuged and washed. The pellets were submitted to cell disruption and protein 

extraction. Protein extracts were separated by starch gel electrophoresis and specifically 

staíned in order to obtaín the isoenzymic polymorphism. The gels were analyzed for 

enzymatic systems: leucine amino peptidase (LAP), rnannitol-1-phosphate dehydrogenase 

(MIP), mannose phosphate isomerase (MPI), nucleoside phosphorylase (NSP), 

phenylalanyl leucine peptidase (PLP) e glutarnic-oxalacetic transaminase (GOT). The 

comparative analysis of MLEE profiles assessed by the sum of ali enzymatic systems 

allowed the observation of occurrence of one or more S. mutans clones, varying in the 

different intra oral sites among these volunteers. The obtaíned results showed that it may be 

found more than one genetic type of such S mutans colonizing different sites in a sarne 

subject. 
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1 INTRODUÇÃO 

A cárie dental é uma das doenças infecciosas mais comuns, podendo ser observada 

nas mais diversas comunidades, etnias e nações (van PALESTEIN-HELDERMAN et al., 

1996). A etiologia da doença cárie é multifatorial (KEYES, 1962), sendo os hábitos de vida 

e a infecção bacteriana os fatores de maior importância (JOHNSON, 1991; BRATTHALL, 

1997). 

O fato de que os ~estreptococos grupo mutans" constituem a principal porção da 

microbiota envolvida nos mais variados processos cariogênicos já está firmemente 

consolidado, conforme a ampla aceitação por parte da comunidade acadêmica (ZICKERT 

et al., 1983; TANZER, 1995; van PALESTEIN-HELDERMAN et al., 1996; CAUFIELD, 

1997). Dentre os diferentes membros desse grupo, as espécies melhor representativas do 

potencial patogênico são, sem sombra de dúvidas, o Streptococcus mutans e o 

Streptococcus sobrinus (PEREIRA et al., 2000). 

Duas ou mais espécies desses estreptocoeos cariogênicos, podem ocorrer num 

mesmo indivíduo (DAVEY & ROGERS, 1984; MARCOTTE & LAVOIE, 1998). Assim 

como mais de um tipo clonal dessas bactérias pode ser isolado da cavidade bucal 

(CAUFIELD et al., 1988). Contudo, até a presente data a informação disponível sobre tal 

fenômeno é relativamente escassa, e dados acerca da variabilidade genética para essa 

bactéria acessada junto à indivíduos livres de cárie com índices CPOD iguais a zero é 

praticamente inexistente. 

Numa das poucas publicações que abordam a problemática da clonalidade, 

ALALUUSUA et al. (1996) demonstram a ocorrência de diversos clones bacterianos 

durante eventos de presença de lesões ativas de ~cárie de mamadeira", ao passo que 
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crianças livres de cárie apresentaram menores graus de variabilidade genética para a mesma 

bactéria. Um ano mais tarde, KREULEN et al. (1997) contestaram esse achado e 

levantaram uma questão acerca da composição clonal das populações de Streptococcus 

mutans em indivíduos livres de cárie: "Será que somente uma cepa de Streptococcus 

mutans na micro biota fornece uma condição não cariogênica ou será que várias cepas, 

geneticamente distintas, garantem uma placa bacteriana não patogênica estável"? 

As pesquisas nesse campo têm sido dirigidas na compreensão da composição clonal 

das populações de Streptococcus mutans em indivíduos cárie-ativos, como no exemplo da 

recente publicação de GRONROOS & ALALUUSUA (2000), onde os mesmos descrevem 

a ocorrência de um número variável de clones da bactéria nos diferentes dentes de um 

mesmo indivíduo. Dentre as diferentes metodologias que permitem o acesso ao 

polimorfismo in:fraespecífico e a determinação de clones microbianos, a multilocus enzyme 

electrophoresis (MLEE), também conhecida como eletroforese de enzimas constitutivas, é 

um dos recursos que têm se mostrado mais úteis na pesquisa envolvendo bactérias 

(SELANDER & LEVIN, 1980; SELANDER et al., 1985; MUSSER et al., 1986; 

HOFLING et al., 1997), fungos 1eveduriformes (HOFLING & ROSA, 1999; ROSA et al., 

1999; ROSA et al., 2000a; ROSA et a/., 2000b) e mesmo protozoários (MELONI et al., 

1988). 

A importância em se entender os padrões de clonalidade de Streptococcus mutans 

em indivíduos cárie-ativos e livres de cárie pode ser reconhecida quando analisamos o 

trecho de encerramento do artigo de revisão redigido por BOWDEN (1997): ~Populações 

de Streptococcus mutans em indivíduos com altas contagens dessa espécie, mas isentos de 

cáries apresentam diversidade clonal típica em outras populações humanas? Pode ser 
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mostrado que duerentes clones num único indivíduo variam em características que podem 

influenciar sua habilidade de causar doença e sobreviver às pressões ambientais? A 

biodiversidade, em nível de espécies e sub-espécies, em relação às doenças bucais 

permanece entre as mais interessantes áreas da pesquisa em microbiologia oral". 

Tais considerações justificam as pesquisas com o propósito de responder essas 

várias questões ainda presentes. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

A cárie dental é uma doença infecciosa (ZICKERT et ai., 1983) e transmissível 

(TANZER, 1995; CAUFIELD, 1997) caracterizada pela desmineralização dos tecidos não­

descamantes que compõem o corpo dental, e que é provocada, principalmente, por bactérias 

com alta similaridade fenotípica classificadas como estreptococos grupo mutans, sendo que 

as espécies Streptococcus mutans e S. sobrinus são aquelas mais comumente envolvidas no 

processo cariogênico (LINDQUIST & EMILSON, 1991a). Essas bactérias expressam seu 

potencial patogênico toda vez que urna dieta rica em açúcares, em especial a sacarose, é 

ingerida ( van P ALESTEIN HELDERMAN et al., 1996). 

A transrnissibilidade das bactérias envolvidas no desenvolvimento da cárie dental, 

em especial do S. mutans, é o alvo de extensiva investigação epidemiológica que tem 

levado vários grupos de pesquisadores à conclusões diversas e contrastantes. 

Após o estabelecimento do conceito de que são os estreptococos as pnmerras 

entidades cariogênicas a se estabelecer no homem (FITZGERALD & KEYES, 1960; 

KEYES, 1962), iniciou-se urna corrida global em busca do pleno conhecimento acerca da 

transmissão desses microrganismos. KORESTEIN et al. (1995) apontam para o fato de que 

as vias de infecção devem seguir algumas constantes tais como: (1) tamanho do inóculo 

bacteriano; (2) :freqüência de transferência desse inóculo; (3) habilidade das células 

hacterianas em aderir às superficies dentais; e ( 4) variáveis do hospedeiro. 

Os primeiros esforços dirigidos no sentido de se compreender as vias de infecção 

basearam-se em indicadores de saúde dental tais corno índices de cárie e contagens de 

estreptococos cariogênicos (KOHLER & BRATTHAL, 1978; van HOUTE et al., !981; 

KOHLER et al., 1983; ZICKERT et al., 1983; KOHLER et al., 1984; BROWN et al., 
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1985; MATEE et a!., 1992; AALTONEN & TENOVUO, 1994; ANTIIONY & MUNSHI, 

1997) e todos concluíram que a via mais provável de transmissão dessas bactérias ocorria 

nos pares mãe-filho (bebê) e mãe-filho (adolescente) (ALALUUSUA et al., 1989a; 

ALALUUSUA et al., 1989b), embora existam eventuais variações em diferentes grupos 

étnicos (KORESTEIN et al., 1995). 

Estudos mais específicos envolveram o emprego de ferramentas que permitiam a 

classificação dos estreptococos grupo rnutans em sub-grupos antigenicamente relacionados 

(BRATTHALL, 1970; BRATTHALL, 1997). Através desse recurso, KOHLER & 

BRATTHALL (1978) mostraram que um dos pais ou outra pessoa que tomasse conta da 

criança na maioria do tempo e que apresentasse ahos números de estreptococos de um dado 

sorotipo na saliva, podia transferir esse mesmo microrganismo para seu filho através da 

repetida introdução de algumas centenas de unidades formadoras de colônias por meio de 

colheres, copos e outros fõmites. Nesse mesmo contexto, RAMADA et a!. (1980) puderam 

predizer que um mesmo sorotipo tendia a ocorrer simuhaneamente em pares mãe-filho e 

que essa transmissão podia ser veiculada repetidamente pela saliva 

Contudo, a sorotipagem somente mostrava que uma mesma espécie estava 

implicada nesses casos, pois hoje é sabido que sub-grupos antigenicamente relacionados na 

realidade podem corresponder à diferentes espécies. DAVEY & ROGERS (1984) já 

relataram que a sorotipagem de estreptococos grupo mutans para fins epidemiológicos é 

insatisfatória, particularmente porque o S. mutans sorotipo c é, de longe, o mais comum 

ocorrendo em adultos e crianças no Ocidente. Ferramentas com maior poder resolutivo 

passaram a ser avaliadas, e diversos grupos passaram então a empregar a 
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bacteriocinotipagem, que pode apresentar uma melhor capacidade de discriminação 

infraespecífica (DAVEY & ROGERS, 1984; ROGERS, 1980). 

Bacteriocinas são substâncias proteináceas antibacterianas que algumas bacterias 

produzem para interferir no crescimento de outras bactérias, geralmente filogeneticarnente 

relacionadas. No caso do S. mutans, as bacteriocinas são denominadas mutacinas. 

Através da mutacinotipagem, ROGERS (1980) mostrou que a transmissão de S. 

mutans geralmente se dá dentro dos grupos familiares e não no ambiente escolar. Quando 

analisado mais atentamente, esse trabalho mostra ainda que crianças são infectadas com um 

dado mutacinotipo numa dada fase de sua inf'ancia e que esse microrganismo depois de 

estabelecido, permanece constante e predominante mesmo quando da inclusão/substituição 

de novos membros adultos às suas famílias. Em 1984, DA VEY & ROGERS mostraram que 

a bacteriocinotipagem permitiu determinar que em várias famílias analisadas, o pai não 

apresenta cepas em comum com os demais membros da família, e que a fonte mais 

provável de infecção intrafamílial no plano vertical seria a mãe, que apresenta cepas em 

comum com os filhos. 

GRÕNROOS et al. (1998) apontam para o fato de que as mutacinas, em virtude de 

suas propriedades biológicas de antagonismo seletivo, têm papel preponderante no processo 

de colonização e consolidação de uma cepa pioneira, e que cepas com alta produção dessas 

bacteriocinas são mais facilmente transmitidas de um adulto para uma criança que outras 

cepas com baixa atividade mutacinolítica Talvez esse componente venha a explicar porque 

uma vez que os estreptococos grupo mutans tornem-se estabelecidos, eles são dificilmente 

eliminados da rnicrobiota oral (ALALUUSUA, 1991). 
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Na busca de marcadores epidemiológicos menos sujeitos a interferência técnica e 

que possam detectar níveis mais sutis de polimorfismo, iniciaram-se alguns trabalhos 

envolvendo a procura de plasrnideos em S. mutans. CA!.JFIELD et al. (1982) propuseram 

que o plasrnideo críptico p V A318 (MA CRINA et al., 1977) de aproximadamente 5 .6kb 

podia ser empregado como marcador epidemiológico, visto que o mesmo somente é 

encontrado em cerca de 13% das cepas de S. mutans. Os autores obtiveram que 400/o das 

cepas plasrnideo-positivas isoladas de crianças apresentavam homologia com cepas 

isoladas de parentes (pais, irmãos, e tios), demonstrando a permanência e transmissão 

dessas cepas nas famílias. Anos mais tarde, CAUFIELD et al. (1988) empregaram o mesmo 

sistema numa amostragem mais ampla buscando o polimorfismo para um segundo 

plasrnideo críptico pUAI40 (CAUFIELD et al., 1985). Obtiveram que os diferentes 

plasrnideos permaneciam conservados em cepas de S. mutans oriundas de grupos raciais 

específicos, possivelmente coevoluindo com os mesmos. Esse estudo permitiu, ainda, 

determinar que cepas plasrnideo-positivas obtidas a partir de crianças apresentavam alta 

correlação com cepas isoladas de suas mães, o que reforçava a teoria da transmissão 

materna. 

KULKARNI et al. (1989) obtiveram, através da técnica de REA (restriction enzyme 

analysis análise de enzima de restrição), que existe uma tendência de se encontrar 

determinados clones de S. mutans disseminados entre os membros de uma fami1ia, sem, 

contudo, se excluir a possibilidade da ocorrência de outros clones extrafàmiliais em alguns 

membros dessas famílias. Esse trabalho mostrou, ainda, que a freqüência de isolamento dos 

clones intrafarniliais é superior a dos clones extrafarniliais, o que indica que eles são 

possivelmente os primeiros a colonizar os dentes levando a uma conseqüente 
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predominância numérica. Esse fato já havia sido anteriormente alentado por outros autores 

(KRASSE et al., 1967; DAVEY & ROGERS, 1984; CAUFIELD et al., 1988). Essa 

tendência de infecção primária intrafamilial, contudo, não foi observada por 

EMANUELSSON et al. (1998) que acharam 5/11 casos de ocorrência de clones 

extrafamiliais em crianças suecas com 3 anos de idade, contra 6/11 casos de ocorrência 

simultânea de um mesmo clone nas crianças e suas mães. 

O consenso ocidental de que a via mais comum de transmissão de estreptococos 

grupo mutans para crianças é aquela estabelecida entre a mãe e o bebê não é 

necessariamente o mesmo para determinadas populações, conforme apontam os achados de 

EMANUELSSON & WANG (1998). Esses autores realizaram um levantamento em onze 

famílias chinesas constituídas por ambos pais e urna criança e obtiveram que em 3/11 

casos, o S. mutans do pai e da criança apresentavam o mesmo perfil REA contra 4/11 casos 

onde as cepas da mãe e da criança eram idênticas. Esse fato ganha maior interesse quando 

observa-se que todas as crianças que apresentavam o mesmo clone bacteriano que os pais 

receberam cuidados básicos até os 3 primeiros anos de idade dispensados pelas mães, e que 

os pais apresentavam menores níveis de colonização oral que as mães, no momento das 

coletas. No Japão, KOZAl et al. (1999) observaram que 36/70 genótipos obtidos a partir de 

estreptococos grupo mutans das crianças apresentavam homologia com suas mães, contra 

22170 genótipos que colonizavam pais e filhos. Os autores propõem que os pais, tanto 

quanto as mães, podem ser fontes primárias de infecção e que a espécie S. sobrinus 

(sorotipos de g) mostrou maior probabilidade de transrníssão que S. mutans (sorotipo c). 

Em outro estudo, conduzido na Finlândia por SAARELA et al. (1993), foi observado que 2 

em 4 casais caucasianos com periodontite avançada, albergavam urna mesma cepa de S. 
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mutans além dos mesmos clones de Porphyromonas gingivalis e Actinobacillus 

actinomycetemcomitans, indicando co-infecção entre casais. 

A teoria de que a infecção oral primária por estreptococos grupo mutans pode 

permanecer estável ao longo da inf'ancia, proposta inicialmente por ROGERS (1977) e por 

DAVEY & ROGERS (1984), foi experimentalmente comprovada por CAUFIELD & 

W ALKER (1989) que, empregando a técnica de REA, relataram a aquisição, por parte das 

crianças, de clones aparentemente predominantes nas mães e manutenção da estabilidade 

desses clones de S. mutans por mais de 3 anos. Anos mais tarde, ALALUUSUA et al. 

(1994) obtiveram amostras de S. mutans (sorotipos c e f) a partir de crianças finlandesas 

primeiramente com 5 anos de idade e das mesmas, 5 ou 7 anos após. Através da técnica de 

ribotipagem, os autores puderam observar que durante o intervalo entre os 5 e os 12 anos de 

idade não ocorrem alterações bruscas no tipo de S. mutans que coloniza a cavidade oral, 

com substituição ou introdução de novas linhagens, o que poderia ser explicado pela 

hipótese de que cepas já instaladas antes da idade de 5 anos tornam-se estabilizadas e 

permanentes. 

Resultados contrastantes obtiveram EMANUELSSON & THORNQVIST (2000), 

num estudo semelhante, onde avaliaram a estabilidade e a variação clonal dos estreptococos 

grupo mutans em onze farnilias suecas cujas crianças tinham 7 anos de idade no momento 

da primeira coleta e 9-12 anos de idade na época da segunda coleta. Mostraram que 9 

crianças albergavam um ou dois clones constantes nas duas amostragens, sendo que 

algumas incorporaram um novo genótipo a sua rnicrobiota ao passo que duas perderam o 

clone original. Nos adultos analisados, a perda ou substituição de clones foi mais comum 

(9/21 dos casos), indicando que a estabilidade clonal ocorre na maioria dos indivíduos, 
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muito embora alguns possam perder ou ganhar novos genótipos com o passar do tempo. 

A idade na qual as crianças adquirem os estreptococos cariogênicos parece ser de 

fundamental importância visto que as mesmas permanecem estáveis por anos e que, se as 

mesmas produzirem fatores de inibição de crescimento que atuem sobre outras cepas que 

por ventura venham a colonizar tardiamente, permanecem sob o status de predominantes 

numéricos. A colonização primária esta intirnarnente relacionada com hábitos sociais tais 

como beijar bebês diretamente na boca, limpar ou umedecer chupetas ou bicos de 

mamadeiras, e dividir com o bebê um mesmo fôrnite (AALTONEN & TENOVUO, 1994). 

Contudo, tais hábitos parecem não contribuir efetivamente na colonização oral por 

estreptococos cariogênicos em bebês cuja dentição decídua ainda não tenha irrompido, urna 

vez que a presença dessas bactérias não é detectada em bebês edêntulos (BERKOWITZ et 

al., 1975; CARLSSON et a!., 1975; ALALUUSUA, 1991) que não apresentam superfícies 

sólidas requeridas para sua adesão (CA T ALANOTTO et a!., 1975; STILES et a!., 1976). 

Uma pergunta então foi formulada nos meios acadêmicos: A aquisição inicial de 

estreptococos grupo mutans ocorre logo após a emergência dos incisivos centrais? Essa 

questão foi parcialmente solucionada por CAUFIELD et a/. (1991) e por CAUFIELD et al. 

(1993) que detectaram a presença dessas bactérias em 25% de 38 crianças aos 19 meses de 

idade e em 75% aos 31 meses de idade, sendo que a idade média quando da aquisição foi 

de 26 meses (FIG. 1). Esse período passou a ser denominado como ')anela de 

infectividade", e iniciava-se cerca de 12 meses após a emergência dos primeiros dentes. 
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Figura 1 - "Janela de inf"ectividade" proposta por Caufield et al. 

[.J. Dent. Res. 70 (Special Issue):367, 1991] e Caufield et al [J. 
Dent. Res. 72(1):37-45, 1993]. 

A descoberta dessa janela de infectividade levou a uma melhor compreensão de 

achados anteriores. Achados de KOHLER et ai. (1983) mostram existir uma significativa 

tendência em se aumentar a proporção de crianças infectadas por S. mutans conforme as 

mesmas vão atravessando a janela de infectividade, e que medidas preventivas devem ser 

tomadas no sentido de se evitar ou retardar a primoinfecção nessa faixa etária, visto que 

crianças com histórico precoce de cárie dental tomam-se pacientes de alto risco (KÜHLER 

et ai., 1984, FUJIWARA et al., 1991). MATEE et ai. (1992) já haviam relatado que 

crianças amamentadas ao peito durante 1 e 2,5 anos de idade, por conseguinte, com urna 

intima relação de proximidade física com suas mães, podem apresentar altas contagens de 

estreptococos e lactobacilos cariogênicos, além de ahos indices de cárie mesmo na ausência 

de uso de mamadeiras adoçadas com sacarose, durante a fase de desmame. 

Alguns estudos anteriores à elaboração da "teoria da janela de infectividade", 

mostram que a aquisição inicial de estreptococos cariogênicos pode ocorrer mais 
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precocemente. BERKOWITZ & JONES (1985) mostraram que crianças com 10-16 meses 

de idade possuíam um único mutacinotipo, ao passo que suas mães possuíam mais de um 

tipo ocorrendo simultaneamente, o que sob a óptica da janela de infectividade, mostra que o 

clone predominante na mãe é aquele mais facilmente transferido para crianças com idades 

inferiores ao valor base na janela Outra observação digna de nota, mostra que crianças com 

13-22 meses de idades, filhas de mães com altas contagens de S. mutans e que fuzem uso de 

mamadeiras adoçadas, tendem a apresentar altas contagens de bactérias cariogênicas e 

superfícies dentais cariadas (BROWN et al., 1985). Essa constatação mostra que a alta 

carga infectiva proveniente das mães associada ao hábito da ingestão de uma dieta calórica 

pode antecipar essa janela de i:rllectividade. Essa característica de precocidade no 

estabelecimento da infecção em relação à janela de infectividade proposta por CAUFIELD 

et al. (1991), e novamente por CAUFIELD et al. (1993) foi analisada por NEWBRUN 

(1992) que apontou para o fato de que as mães possuem uma população de estreptococos 

grupo mutans mais heterogênea, inclusive com capacidades infectivas diversas 

(GRÕNROOS et al., 1998). 

Através do fingerprinting por ribotipagem, ALALUUSUA et al. (1996) mostraram 

que crianças com "cárie-de-mamadeira" albergavam dois ou mais clones de estreptococos 

cariogênicos (não foi feita distinção entre S. mutans e S. sobrinus) assim como suas mães, e 

que esses clones perduravam por toda a extensão da janela de infectividade, ao passo que 

crianças livres de cárie apresentavam somente um ribotipo que podia inclusive desaparecer 

durante os 18-36 primeiros meses de vida. Num estudo paralelo, KREULEN et al. (1997) 

utilizaram a RP-PCR (random primed polymerase chain reaction) para analisar isolados de 

S. mutans e demonstrando que crianças que tiveram cárie-de-mamadeira (uso de 
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mamadeiras até os 30 meses, em média) apresentavam um único tipo clonal da bactéria, ao 

passo que seus irmãos não afetados apresentaram uma maior diversidade clonal. Esses 

achados corroboram com a premissa de que cepas instaladas durante a janela de 

infectividade e que tornaram-se dominantes numéricos, tendem a serem preservados ao 

longo da inf'ancia. 

Após a "descoberta" da janela de infectividade para estreptococos grupo mutans, 

seguiram-se algumas tentativas de se estabelecer janelas de infectividade para outros 

estreptococos orais (CAUFIELD & DASANA Y AKE, 1996) ou mesmo uma segunda janela 

para estreptococos grupo mutans entre os 6 e os 12 anos de idade, quando a dentição 

permanente emerge (CAUFIELD et al., 1993; CARLÉN et al., 1996). 

Além do aspecto das janelas de infectividade dos estreptococos grupo mutans, outro 

ponto vem despertando o interesse da classe acadêmica, no tocante a transmissibilidade 

dessas bactérias cariogênicas: a fidelidade da infecção inicial das crianças a partir de suas 

mães. LI & CAUFIELD (1995) acompanharam um grupo de pares mãe-filho com coletas 

periódicas de mutans a cada 3 meses, desde o nascimento até a idade de 3 anos e obtiveram 

que 24/34 (70,6%) albergavam genótipos de mutans idênticos aos de suas mães, sendo que 

a maior fidelidade de transmissão ocorreu nos pares mãe-filha (88%), contra 53% nos pares 

mãe-filho. Esses achados podem levar à inferência de que hábitos sociais podem ser 

diferentes entre os pares mãe-filha e mãe-filho (CAUFIELD, 1997). 

A conservação gênero-específica acessada por EMMANUELSSON & W ANG 

(1998) em fàmílias chinesas mostra que 100% das meninas analisadas, em contraste com 

50"/o dos meninos, albergavam um genótipo similar a um ou a ambos pais, o que ressalta a 

estrita aquisição intrafàmilial de bactérias cariogênicas pelas meninas daquela população. 
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Alguns autores defendem a posição de que uma infecção primária anterior à erupção 

dental poderia inclusive trazer alguns beneficios à criança numa fase posterior. Esses 

autores baseiam-se principalmente em achados preliminares onde apesar das altas 

concentrações de S. mutans, os dentes não apresentavam características clinicas de cárie 

(KOHLER & BRATTHALL, 1979; KOHLER et al., 1983). Os resultados de um estudo 

conduzido por AALTONEN et ai. (1985) sugerem que crianças cujas mães apresentavam 

altas contagens de S. mutans durante a fase pré-dentada da criança ("período de 

imunização") e baixos valores para essas bactérias durante a fase dentada ("período de 

infecção"), foram significativamente menos propensas à cárie dental que outras expostas a 

uma baixa imunização e alto desafio infectivo, dessa maneira, a exposição infantil aos 

antígenos das bactérias cariogênicas maternas numa fase anterior a erupção dos dentes pode 

aumentar a resistência da criança à infecção por esses patógenos (AALTONEN & 

TENOVUO, 1994). Porém, esses achados não podem ser creditados à uma pretensa 

atividade de sigA anti-S. mutans, conforme proposto por CAMLlNG & KOHLER (1987), 

as quais não obtiveram valores discrepantes nas concentrações desse anticorpo em crianças 

cujas mães foram submetidas a um programa de profilaxia e em crianças cujas mães não 

receberam tal tratamento na fase pré-dentada da criança. 

Muito embora já tenhamos apontado a importância dos estreptococos grupo mutans 

como agente etiológico da cárie dental, a sua simples presença na cavidade oral não pode 

ser relacionada à doença. SULLIV AN et ai. (1989, 1996) defendem a tese de que variações 

nas contagens de estreptococos e lactobacilos cariogênicos não necessariamente refletem a 

condição de saúde dental dos pacientes e que a simples quantificação dessas bactérias não é 

um recurso inteiramente seguro para a predição de cáries. 
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O acesso ao flúor também deve ser tomado em conta, uma vez visto que indivíduos 

vivendo em áreas cujas águas de consumo são fluoretadas, apresentam uma menor 

incidência de cáries quando comparado com outros residentes em áreas onde esse beneficio 

não é disponível (GROENEVELD & BACKER-DIRKS, 1988). O papel do flúor como 

redutor de cáries foi avaliado por TWETMAN et al. (1990) que obtiveram 52% de crianças 

livres de cárie numa região com aha concentração de flúor na água de consumo a despeito 

dos altos números de estreptococos cariogênicos em suas salivas. 

Uma dieta rica em açúcares fermentáveis, em especial a sacarose, leva a uma queda 

nos valores de pH na placa dental, bem como a um aumento na proporção de estreptococos 

cariogênicos nessa placa. Essa constatação levou HAYES et al. (1983) a comparar os 

hábitos dietéticos de crianças com 3-9 anos livres de cárie (CPOD = 0), crianças 

susceptíveis sem histórico de novas lesões e restaurações por 3 anos, e crianças com 

atividade de cárie. Nesse estudo, os pesquisadores também incluíram os mesmos três 

grupos para estudantes de 18-23 anos. Obtiveram que as crianças e os jovens dos dois 

primeíros grupos não tinham o hábito de ingerirem sacarose entre a refeições e 

apresentavam uma rnicrobiota menos cariogênica que a dos terceiros grupos. 

No tocante a rnicrobiota cariogêníca de adolescentes livres de cárie, num estudo de 

1990 conduzido por NYV AD & KILIAN, foi demonstrado que 4 horas após a introdução 

de uma superficie de esmalte isenta de estreptococos na cavidade oral, ocorriam 

significantes variações na composição da rnicrobiota estreptocócica inicial, quando 

comparada com a de outros adolescentes cárie-ativos. Dentre esses achados para o grupo 

livre de cárie, salientam-se uma menor quantidade de S. mutans aderido ao esmalte e uma 

maior proporção de S. sanguis e estreptococos produtores de IgAI-protease. 
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A utilização de proteínas da saliva como fonte de nitrogênio por parte de S. mutans 

de indivíduos livres de cárie e cárie-ativos foi avaliada por COWAN et al. (1979). Nesse 

estudo, obtiveram que sobrenadantes estéreis de saliva total estimulada obtida a partir de 

pacientes cárie-ativos consistentemente suportava melhor o crescimento de S. mutans 

quando comparada com as secreções de indivíduos livres de cárie. Obtiveram ainda que 

inibidores de crescimento para essa bactéria não foram aparentes quando salivas de livres 

de cárie eram adicionadas a um meio de cultura a base de aminoácidos. Em 1983, esse 

mesmo grupo de pesquisadores (COWAN et ai., 1983) comparou o crescimento de uma 

cultura de S. mutans 01 A-29R) em substratos líquidos cujas fontes de nitrogênio eram as 

proteínas das salivas de indivíduos livres de cárie e cárie-ativos. Nas culturas com saliva 

proveniente de pacientes do segundo grupo (cárie-ativos) observou-se um crescimento 

significativamente maior (p = 0,05) de S. mutans, o que veio a confmnar os resultados do 

trabalho anteriormente publicado por esses autores. 
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3 PROPOSIÇÃO 

Com base na observação de que a literatura especializada contempla poucos estudos 

acerca da variabilidade genética de estreptococos cariogênicos em indivíduos "livres de 

cáries", a proposição primeira deste traballio de pesquisa é analisar o perfil de colonização 

dos Streptococcus mutans presentes na cavidade de indivíduos livres de cárie envolvendo a 

detecção do polimorfismo genético destes microrganismos através da técnica de 

eletroforese de isoenzimas (MLEE). 

A plena compreensão da estruturação populacional dessas bactérias num grupo 

humano com características tão particulares, muito provavelmente, contribuirá de forma 

positiva no melhor entendimento da doença cárie. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Seleção dos voluntários 

Foram selecionados 8 voluntários, alunos do curso de graduação em Odontologia da 

Faculdade de Odontologia de Piracicaba, Universidade Estadual de Campinas, de ambos os 

sexos, com idade variando entre 17 e 21 anos, que não estavam fazendo uso de medicação 

antibiótica ou imunossupressora nos últimos seis meses, e que apresentavam índice CPOD 

igual a zero (W AL TER & SHKLA!R, 1982), no momento das coletas. 

4.2 Isolamento e confirmação da identidade das linhagens de S. mutans 

Aos voluntários, foi solicitado que dispensassem saliva não estimulada em tubos de 

rosca estéreis, até quantidade aproximada de lmL, sendo que essas coletas foram realizadas 

entre 8 e 9 horas da manhã. Com o auxílio de urna cureta, foi realizada raspagem das faces 

vestibulares e linguais dos dentes, para obtenção de urna amostra significante da microbiota 

da placa dental. O material originário do dorso da língua foi coletado através de raspagem 

com o auxílio de "swab" estéril. 

As amostras de placa dental e dorso de língua foram acrescidas de solução salina 

0,9"/o e, assim como as amostras de saliva, foram submetidas a 30 segundos de vibração em 

um agitador de tubos (Phoenix AT 56), visando a obtenção de urna suspensão uniforme. 

Em seguida, as mesmas foram diluídas em série decimal de 10-1 a 10·3 em solução salina a 

0,9"/o. 

Para o cultivo de S. mutans, alíquotas de O,lmL de cada diluição foram inoculadas 

em duplicata em placas de Petri, contendo Mitis Salivarius Bacitracina Ágar (MSB), em 

anexo. Após incubação a 37°C por 24-48 horas em atmosfera com pC02 de 10% (Cole­

Parmer®), foram tomadas entre 10 a 20 colônias de Streptococcus grupo mutans crescidas 
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em diferentes pontos da superficie do meio de cultura, de forma aleatória, que foram 

transferidas, cada uma, para tubo de cultura contendo caldo de infusão de cérebro e coração 

(BHI), em anexo, e mantidos em condições ótimas de desenvolvimento celular (3JOC, pC02 

10%, 24-48 horas). Alíquotas de 1mL das amostras foram armazenados a -18"C em BHI-

glicerol a 10% (ANEXO) para manutenção das mesmas. 

A identificação das cepas de Streptococcus do grupo mutans foi realizada através de 

provas bioquimicas, seguindo-se os critérios adotados no Manual de Bergey's (HARDIE, 

1986), utilizando-se as provas de fermentação de manitol, sorbito~ melibiose e rafmose, 

hidrólise de arginina, produção de peróxido de hidrogênio e sensibilidade à bacitracina. As 

inoculações foram realizadas sempre a partir de culturas recentes (24 horas) em BHI. 

Para a identificação, foi seguida a tabela das características bioquímicas para a 

identificação da espécies de Streptococcus do grupo mutans, de acordo com HARDIE 

(1986) (TAB. 1). 

Tabela 1: Critérios para determinação bioquímica das espécies de estreptococos grupo 

mutans 

S. mutans S. rattus 
S. S. 

S. ferus 
S. S. 

Provas cricetus sobrinus macacae downei 

Sorotipos c-e-f e b a d-g c c h 
Fermentação de: 
Manítol + + + + + + + + 
Sorbitol + + + + +* + + + 
Melibiose + + + -·· 
Rafinose + + + + ** + 
Produção de 
H,o, + 
Hidrólise da 
Argínína + 
Resistência à 

Bacitracina + + + + 

(*) algrnnas cepas podem dar resultado negativo; (**) algrnnas cepas podem dar resultado positivo. 
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4.2.1 Fermentação de Carboidratos 

Nesta prova bioquímica foi utilizado o meio base constituído por caldo de 

tioglicolato sem dextrose ou outro açúcar, 1,5% de ágar e 0,0016% de púrpura de 

bromocresol. Ap&s dissolução dos componentes em água destilada, o pH foi acertado para 

7 ,O e os substratos manitol, sorbitol e melibiose foram adicionados na proporção final de 

1,0"/o, respectivamente, e o meio foi esterilizado a 121°C por 15 minutos. Para a rafinose, 

o meio base foi previamente autoclavado e a solução do açúcar esterilizada por filtração, 

utilizando-se membranas filtrantes com poros de 0,22Jlm (Millipore), na proporção fmal 

de 1 ,0%. Os meios contendo os diferentes açúcares foram distribuídos em placas de Petri 

em alíquotas de 2() mL. 

Por meio de um repicador de Steer, foram ínoculados 5J.1L das culturas de 24 horas 

nas placas contendo os diferentes carboidratos, e estas foram incubadas nas mesmas 

condições anteriores. A primeira leitura foi realizada após 24 horas. A prova é 

considerada positiva quando houver viragem do índicador de pH, da cor púrpura para a 

amarela (ANEXO). 

4.2.2 Produção de Peróxido de Hidrogênio 

A prova de produção de peróxido de hidrogênio foi realizada segundo 

WHITTENBURY (1964). O pH do meio base foi ajustado a 7,2, sendo esterilizado em 

autoclave a 12l°C por 15 minutos. À seguir, o meio foi resfriado até atingir uma 

temperatura próxima a 45°C, e foram adicionados 5,0mL de uma mistura de sangue 

desfibrinado de carneiro e água destilada estéril, em partes iguais, e aínda uma solução de 
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O,lg de orto-dianisidina em 5,0mL de água destilada estéril, sendo o meio total aquecido 

em banho-maria fervente por 15 minutos, e distribuído ainda quente em Placas de Petri. 

A semeadura a partir das culturas das cepas em BHI, consistiu de 3 inoculações 

próximas, tipo "picada", feitas com agulba de platina diretamente no meio de cultura. As 

placas foram incubadas em pC02 10%, por um período de até 7 dias a 37°C. A produção 

de peróxido de hidrogênio é detectada pelo aparecimento de um halo marrom-escuro ou 

preto em tomo do crescimento (ANEXO). 

4.2.3 Resistência à Bacitracina 

Ao meio base utilizado no teste de fermentação de manito1 (SHKLAlR & KEENE, 

1974), acrescido de duas unidades internacionais de bacitracina por mililitro, foi 

adicionado l,Og de manitol para cada 100mL do meio, que foi autoclavado. Após 

resfriamento até cerca de 45°C, foi adicionada a hacitracina (0,0037%) esterilizada por 

filtração, e o meio foi distribuído em alíquotas de 20mL em placas de Petri. 

Após a semeadura, as amostras foram incubadas em pC02 10% por até 72 horas a 

37"C. O crescimento do microrganismo indica sua resistência ao antibiótico presente no 

meio, observada com a mudança da cor púrpura para amarela, indicando a fermentação do 

manitol (ANEXO). 

4.2.4 Hidrólise da Arginina 

Esta prova se baseia na produção ou não da enzima arginina-desaminase, a qual 

libera amônia ao agir sobre o substrato arginina A capacidade das cepas de hidrolisarem 

arginina produzindo amônia, foi testada como preconizado por NIVEN et al. (1942) e 

preparado segundo AZEVEDO (1988). 

O meio de cultura utilizado nesta prova bioquímica é composto por: 0,5% extrato 
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de levedura, 0,5% triptona, 0,2% fosfuto dipotássio, 0,05% glicose, 0,3% D-arginina HCl, 

sendo o volume final obtido pelo acréscimo de água destilada. As cepas foram semeadas 

transferindo-se O, lmL do inóculo para os tubos contendo o meio de cultura, e estes foram 

incubados a 37°C durante 48 horas. Após o período de incubação, foram adicionadas duas 

gotas do reativo de Nessler a cada tubo. A presença de amônia na cultura, evidenciada 

pelo aparecimen-to de coloração alaranjada, indica reação positiva enquanto que a 

coloração amarela indica prova negativa (ANEXO). 

4.3 Eletroforese de isoenzimas (Multilocus Enzyme Electrophoresis-MLEE) 

As linhagens que confirmadarnente (provas bioquímicas) são S. mutans e sua 

linhagem-tipo (A TCC25175) foram cultivadas a 37°C, pC02 1 0"/o, por 24 horas, em frascos 

com 400mL de caldo de infusão de cérebro e coração (B.H.I.). 

Após 24 horas de incubação, as culturas foram centrifugadas a 2000g e os 

sedimentos foram lavados duas vezes com tampão fosfato de potássio 40mM (pH 7,5), 

transferidos para "tubos de 2mL com tru:npa de rosca e os prescipitados finais ressuspendidos 

em aproximadamente 250mL desse mesmo tampão, aos quais foram adicionados pérolas de 

vidro (0,45-0,55rnm 0) previamente tratadas com ácido clorídrico 1:1 (FIG. 2), em 

quantidades iguais a de massa celular (:=500mg). Os tubos foram adaptados em um 

disrruptor de células Bead Beater (Biospec, Inc.) (FIG. 3), onde foram agitados a 4500rpm 

por 1 minuto, em. 2 tomadas de 30 segundos com intervalo de 5 minutos quando os tubos 

foram mantidos em gelo. Uma centrifugação a 5000g forneceu os sobrenadantes com as 

proteinas citoplasmáticas totais (FIG. 4 e 5)que foram aplicados em tiras de papel de filtro 
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("wicks") Whatman n° 3 de 5x12mm, que foram mantidas a -75°C, até momento de uso 

(FIG. 6). 

Figura 2 - Tubo plástico com rosca 
(2mL) empregado na extração de 
proteínas de Streptococcus mutans. 

Tampão Fosfato (=250J.!L); pérola de 
vidro (=:; 500mg); massa celular 
(=:;500mg). 

Figura 4 - Centrlfuga Refrigerada 
HAWK 15/05 Mod.MSB005.CR2.H 
(SANYO Gallenkamp PLC). 

Figura 5 - Solução protéica (=:; 
250>tL) armazenada em tubos 
Eppendorf (1,5mL) a-70°C. 

30 

Figura 6 - Wícks embebidos 
em solução protéica(=:; 25J.!L) 
e armazenada em Eppendorf 
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A eletroforese foi processada em suporte de amido (SMITHIES, 1955) de milho 

(V AL et al., 1981) hidrolizado (Penetrose 30, das Refinações de Milho Brasil Ltda). O 

amido foi dissolvido até concentração final de 13%, sob aquecimento em fomo de 

microondas e agitação, em solução tampão do gel (ANEXO), específica para as enzimas 

analisadas, de acordo com SELANDER et al. (1986) e GILMOUR et al. (1987) (FIG. 7A, 

7B e 7C). Depois de completamente dissolvido o amido, a mistura foi vertida em molde de 

acrílico de 200x120x10mm(ALFENAS et al., 1991) (FIG. 8A e 8B), onde permaneceu até 

resfriamento, quando então, foi feito um corte longitudinal a 25mm de uma das margens, na 

sua maior extensão. A menor porção fatiada do gel foi afastada e na fenda formada foram 

inseridos os "wicks" com as amostras (FIO. 9). As duas partes do gel foram novamente 

unidas e todo o conjunto foi levado ao refrigerador. 

Figura 7- A. Frasco de Erlenrneyer (1000 rnL) contendo Penetrose 30® a 13% em tampão 1:30 Tris-citrato 
(TC) pH 8,0; B. Fomo Microondas M-34 (CCE Eletrodomésticos SI A); C. Gel de amido após o cozimento. 
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Figura 8 - A. Molde de acrílico (200x120xl0mm) sobre uma base de vidro regulável; 
B. Gel de amido em molde de acrílico. 

Figura 9 - Aplicação da amostra e azul de bromofenol 
em gel de amido. 

Os moldes foram colocados sobre as cubas contendo o sistema de tampões 

adequado para a enzima estudada (SELANDER et al., 1986) que foram conectadas ao gel 

através de pontes de tecido (Pcrfex®) embebidas de tampão. 

A partir de uma fonte de eletroforese, foi aplicada uma d.d.p. de 130 volts, por 30 

minutos. Decorrido esse tempo, a fonte foi desligada e os "wicks" retirados. As faces 

internas da fenda foram limpas com cotonete de algodão hidrófilo. Os géis foram 

novamente reunidos e o procedimento eletroforético foi reiniciado, over-night, até que o 
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indicador de migração deslocasse aproximadamente 80-lOOmm a partir da linha de 

aplicação, o que pode ser observado, devido a colocação de 2 "wicks" embebidos com 

solução de azul de bromofenol, em cada urna das duas extremidades da fenda (FIG. 10). 

Figura 10 - Sistema de corrida eletroforética para 
isoenzimas (gel de amido apoiado sobre as cubas e 
conectado através de ponte de tecidos). 

Ao término da corrida eletroforética, a fonte foi desligada, o gel foi retirado e 

fatiado na sua altura, em lâminas de aproximadamente 1,5mm de espessura por intermédio 

de réguas sobrepostas e de um fio de diâmetro mínimo (linha para pesca n° 15) (FIG. 11). 

Essas fatias foram removidas para cubas de porcelana de fundo branco e nelas foram feitas 

as revelações das enzimas (FIG 12). 

Figura 11 - Sistema para laminação do gel de amido. 
Mesa de acrílico, réguas (1,5mm de expessura) e fio 
para pesca 0° 15. 
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Os sistemas enzimáticos analisados foram (SELANDER et al., 1986; GILMOUR et 

al., 1987; ALFENAS et al., 1991): álcool desidrogenase (ADH), lactato desidrogenase 

(LDH), malato desidrogenase (MDH), isocitrato desidrogenase (IDH), aspartato 

desidrogenase (ASD), glucose desidrogenase (GDH), manitol desidrogenase (MADH), 

sorbitol desidrogenase (SDH), aconitase (ACO), enzima málica (ME), catalase (CAT), 

superóxido dismutase (SOD), transaminase glutâmico-oxalacética (GOT), a-esterase 

(EST), ~-esterase (EST), leucina aminopeptidase (LAP), glicosil transferase (GTF), 

peroxidase (PO), a.-amilase (a-AM), manitoll-fosfato desidrogenase (MlP). 

4.4 Análise dos padrões eletroforéticos 

As imagens positivas dos géis da MLEE, foram capturadas por um ~scanner" 

Hewlett"' -Packard modelo ScanJet 4C/T e transferidas para a interfàce de análise de géis do 

programa SigmaGel= for Windows= (Jandel Scientific), onde foram feitas as 

determinações dos valores de mobilidade relativa (Rm) para cada banda eletroforética, em 

função da distância de migração distai do azul de bromofenol (na MLEE). 

A análise comparativa dos perfis da MLEE dos isolados de cada voluntário, 

acessada pela soma de todos sistemas enzimáticos, permitiu observar a ocorrência ou não 

de um ou mais clones de S. mutans na saliva, biofilme bacteriano e dorso da língua desses 

voluntários com índices CPOD iguais a zero. Os isolados que apresentaram mesmo tipo 

eletromórfico (ET) foram considerados com sendo um mesmo clone bacteriano. 

Com a fmalidade de confirmação matemática, os perfis de todos os isolados (em 

seus valores Rm) foram convertidos em matriz de dados binários, na qual a presença de 

urna banda num dado Rm recebeu valor 1 e a ausência recebeu valor O. Essa matriz foi 
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plotada no programa NTSYS versão 1,7 (Applied Biostatistics, Inc.) que forneceu, 

mediante a aplicação do coeficiente de associação Simple Matching (SNEATH & SOK.AL, 

1973), uma matriz de similaridade que após tratamento com o algoritmo UPGMA forneceu 

um dendrograma de similaridade, com o agrupamento dos possíveis clones formados. 
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5 RESULTADOS 

5.1 Identificação das espécies de estreptococos cariogênicos 

Os resultados obtidos nos testes de identificação de Streptococcus do grupo mutans, 

a partir das amostras de saliv~ placa dental e dorso de língua de voluntários que não 

apresentam cáries e/ou restaurações referentes a cáries anteriores, permitiram a classificação 

em espécies diversas, conforme pode ser observado na TAB. 2 e GRAF I. 

Tabela 2: Distribuição e freqüência de amostras de Streptococcus do grupo mutans 

isoladas de diferentes nichos da cavidade oral de voluntários livres de cárie 

Nichos da cavidade oral 

Espécies isoladas Saliva Placa dental Dorso de língua Total % 

Streptococcus mutans 200 128 142 470 70,36 
Streptococcus sobrinus 72 9 9 90 13,47 
Streptococcus cricetus 15 15 18 48 7,19 
Streptococcus rattus 9 21 3 33 4,94 
Streptococcus ferus 12 6 9 27 4,04 

Total 308 179 181 668 100 

Gráfico 1: Distribuição e freqüência de Streptococcus do grupo mutans de 

voluntários livres de cárie nos nichos pesquisados 

saliva placa dental dorso de língua 
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Dentre as 668 amostras de Streptococcus do grupo mutans obtidas, a maioria dos 

microrganismos encontrados na cavidade oral de voluntários livres de cárie foram 

identificadas como sendo da espécie Streptococcus mutans (70,36%) seguido de S. sobrinus 

(13,47%), S. cricetus (7,19"/o), S. rattus (4,94%) e S. ferus (4,04%). De acordo com a TAB. 

2 e o GRAF 1, as espécies S. mutans e S. sobrinus foram predominantes na saliva com 200 e 

72 amostras, respectivamente, enquanto que na placa dentaL a predominância foi de S. 

mutans seguida de S. rattus ( 128 e 21, respectivamente) e no dorso de lin~ a 

predominância foi de S. mutans e S. cricetus (142 e 18, respectivamente). 

Dos isolados identificados, por provas bioquímicas, como sendo S. mutans foram 

tomados um total de 201 cepas que foram armazenados a -70"C para as etapas posteriores 

do projeto. 

5.2 Eletroforese de isoenzimas 

Paralelamente às etapas de identificação dos isolados, procedeu-se a padronização 

da técnica de eletroforese de isoenzimas, empregando-se os extratos celulares de 

Streptococcus mutans (linhagem ATCC-25175 e três isolados clinicos), Staphylococcus 

aureus (linhagem LM-003) e Candída albicans (linhagem CBS-562). 

Dentre todas as enzimas ensaiadas durante o processo de padronização, observou-se 

que a maioria das desidrogenases [álcool desidrogenase (ADH), lactato desidrogenase 

(LDH), malato desidrogenase (Ml)H), isocitrato desidrogenase (IDH), aspartato 

desidrogenase (ASD), glucose desidrogenase (GDH), rnanitol desidrogenase (MADH), 

sorbitol desidrogenase (SDH), aconitase (ACO), enzima rnálica (ME)], superóxido 

dismutase (SOD), a.-esterase (EST), j3-esterase (EST), peroxidase (PO), a.-arnilase (a.-AM) 
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e catalase (CAT) não forneceram perfis eletroforéticos detectáveis para S. mutans, mesmo 

em extratos obtidos a partir de diferentes subcultivos. Todas as enzimas acima citadas 

foram separadas em tampão A, de acordo com os protocolos propostos por SELANDER et 

al. (1986). 

Como não foram obtidos perfis eletroforéticos para a matona das enzimas 

pesquisadas optou-se por acrescentar mais dois tampões da cuba e do gel, C e D, na 

intenção de se obter um possível maior número de enzimas expressas. Contudo, mesmo 

com a inclusão desses dois novos sistemas de tampões, continuou-se não obtendo bandas 

eletroforéticas para as enzimas acima assinaladas. Foi descartada a possibilidade de que os 

reagentes pudessem estar comprometidos, uma vez que, embora não se tenha obtido bandas 

para S. mutans, foram normalmente detectadas bandas eletroforéticas para S. aureus e C. 

albicans. Possivelmente, essas enzimas sejam produzidas em quantidades inferiores àquelas 

detectáveis pela técnica, ou mesmo não sejam produzidas pelo S. mutans. 

No caso específico da glicosil-transferase (GTF), era esperada a ocorrência de 

bandas eletroforéticas, visto que essa enzima é sabidamente produzida por S. mutans. 

Contudo, mesmo alterando-se as diferentes possibilidades de tampões da cuba e do gel, 

bem como diversos protocolos de detecção, não foi possível detectar-se a ocorrência de 

bandas eletroforéticas. Resultado similar foi observado para os outros microrganismos­

controle empregados paralelamente. 

Os sistemas enzimáticos manitol l-fosfato desidrogenase (MlP) e leucina 

aminopeptidase (LAP) em tampão A, e transaminase glutâmico-oxalacética (GOT) em 

tampão D, forneceram perfis eletroforéticos detectáveis e com capacidade discriminatória 

infra-específica. 
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Para que a análise dos tipos genéticos fosse a mais fidedigna possível, optou-se por 

elevar-se o número de marcadores isoenzimáticos, com a inclusão de três novos sistemas 

enzimáticos: manose fosfato isomerase (MPI), nucleosísio fosforilase (NSP) e fenilalanil 

leucina peptidase (PLP). Para a detecção do polimorfismo das amostras, em relação a essas 

três enzimas empregou-se os seguintes sistemas-tampão, de acordo com SELANDER et al. 

(1986): tampão A [Tris-citrato pH 8 (cuba) e Tris-citrato pH 8 1:30 (gel)J, tampão B [Tris­

citrato pH 6,3 (cuba) e Tris-citrato pH 6,7 (gel)J, tampão C [Borato pH 8,2 (cuba) e Tris­

citrato pH 8,7 (gel)J e tampão D [Hidróxido de lítio pH 8,1 (cuba) e Hidróxido de lítio 

(1:9)-Tris-citrato pH 8,3 (gel)]. As três enzimas foram bem resolvidas no sistema de 

tampões A, que passou então a ser empregado na análise dos isolados. 

Nos testes-piloto conduzidos, os sistemas enzimáticos NSP, PLP e MPI forneceram 

resultados satisfatórios, pennitindo assim como no caso da MlP, LAP e GOT a plena 

distinção de cepas não relacionadas provenientes de fontes diversas. A inclusão desses 

novos três sistemas enzimáticos elevou a capacidade do teste em segregar os diferentes 

tipos genéticos da bactéria, a despeito do tempo gasto na padronização das condições de 

detecção. 

As FIG. 13 a 20 representam os diferentes eletroforegramas derivados da detecção 

das enzimas MPI, NSP, PLP, LAP, MlP e GOT, para o Streptococcus mutans dos 

diferentes voluntários, nos diferentes sítios (dorso de língua, placa dental e saliva). A 

expressão das bandas nos diferentes sistemas enzimáticos seguiu um padrão de 

evidenciarnento de múhiplos Zoei, codificando formas alternativas das enzimas, como pode 

ser observado nos eletroforegrarnas. Em alguns casos, como, por exemplo, na LAP do 

voluntário A (FIG. 13), observou-se a existência de um único locus codificando a enzima. 
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Na mesma figura, pode-se observar a expressão alternativa de dois diferentes Zoei 

codificando uma única cópia da enzima, como no caso da NSP. Duas variantes enzimáticas 

codificadas por loci independentes podem ser observadas ocorrendo na expressão da GOT 

dos estreptococos cariogênicos do voluntário G (FIG. 17). Em algumas ocasiões, pode-se 

mesmo detectar a pluri-expressão de 3 diferentes formas da transarninase ocorrendo 

simultaneamente nas bactérias (FIG. 18). A expressão nula de alguns Zoei, isto é, o não 

aparecimento de bandas perceptíveis, pode ser evidenciado no bandeamento da LAP das 

bactérias do voluntário E (FIG. 16). 

De acordo com os diferentes perfis de bandeamento enzimáticos acessados nas 

diferentes figuras, pode-se inferir que um mesmo voluntário estava, no momento das 

amostragens, colonizado por mais de um tipo clonal de S. mutans. Com a finalidade de se 

comprovar tal achado, foram gerados os dendrogramas baseados nas médias aritméticas 

não-ponderadas de similaridade-UPGMA (FIG. 21 a 28). 
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Figura 13: Eletroforegrama representativo dos perfis de migração das enzimas MPI, NSP, PLP, LAP, MIP e GOT para isolados de 

Streptococcus mutans obtidos a partir do dorso de língua, placa dental e saliva do voluntário A 

Dorso de lingua Placa dental Saliva rf 

ADB AD13 AD33 AD34 AD35 AD36 AD37 AD38 AD39 AD40 APl AP4 JU>6 AP9 AP31 AP32 AP34 AP35 AP36 AP37 AS2 AS3 AS4 AS33 AS35 AS36 AS37 AS38 AS39 AS43 

manose fosfato isomerase (MPI) --------- ------ ---------0.64 -- o .48 

nuoleosidio fosforilase (NSP) ------ ------ ------- 0.83 -- - -- - 0.77 

fenilalanil leuoina peptidase (PLP) ------ -------- ---------0.64 -- - 0.59 

--
leuoina aminopeptidaae (LAP) --------- -------- ---------0.83 
manitol l-fosfato deaidrogenase (M1P) ------ ------ ------- 0.61 -- - -- - 0.53 

qlutamato oxaloaoetato tranaaminaae (GO~) --- - - 0.60 ------ -------- ------- 0.46 

AD = Cepas de dorso de língua do voluntário A; AP = Cepas de placa dental do voluntário A; AS = Cepas de saliva do voluntário A 
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Figura 14: Eletroforegrama representativo dos perfis de migração das enzimas MPI, NSP, PLP, LAP, MlP e GOT para isolados de 

Streptococcus mutans obtidos a partir do dorso de língua, placa dental e saliva do voluntário C 

Dorso da lingua Placa dantal Saliva 

CD31 CD32 CD33 CD34 CD35 CP14 CS2 CS15 CS33 CS35 CS37 CS38 

manose fosfato iaomeraae (MPI) - -- - ---- - - ~- --
nuoleosidio fosforilaae (NSP) ----- - -------
fenilalanil leuoina peptidase (PLP) - -- ---- -- ~ ------
leuoina aminopeptidase (LAP) -- - ~ -- --- - --
manitol l-fosfato desidrogenase (MlP) -- -- ~ ------
glutamato oxaloaoetato tranaaminase (GO~) ----- ..... -------- -- --------CD = Cepas de dorso de lingua do voluntário C; CP = Cepas de placa dental do voluntário C; CS = Cepas de saliva do voluntário C 
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Figura 15: Eletroforegrama representativo dos perfis de migração das enzimas MPI, NSP, PLP, LAP, MIP e GOT para isolados de 

Streptococcus mutans obtidos a partir do dorso de língua, placa dental e saliva do voluntário D 

Dorso de lingua Placa dental Saliva rf 

DD31 DD2 DD33 0034 0035 0036 DD37 0038 DD39 DD40 DP31 DP32 DP33 DP34 DP35 DP36 DP37 DP38 DP39 DP40 DS31 DS33 DS34 DS35 0836 DS37 DS38 DS39 DS40 DS41 

manose fosfato isomeraae (MPI) ----- -0.85 --------- --------- ~--------- 0.54 

nuoleoaidio fosforilaae (NSP) 

------------------------------0.81 
fenilalanil leuoina peptidaae (PLP) ----- - 0.'11 ---------- ~-------- ---------0.57 
leuoina aminopeptidase (LAP) ---------- ~-------- ---------0.90 
manitol l-fosfato deaidrogenaae (MlP) ---------- ~-------- ---------0.71 
glutamato oxaloacetato transaminaae (GO~) -------------------- ------- 0.87 -------------------- ~--------- 0.56 

DD = Cepas de dorso de língua do voluntário D; DP =Cepas de placa dental do voluntário D; DS =Cepas de saliva do voluntário D 
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Figura 16: Eletroforegrama representativo dos perfis de migração das enzimas MPI, NSP, PLP, LAP, MlP e GOT para isolados de 

Streptococcus mutans obtidos a partir do dorso de língua, placa dental e saliva do voluntário E 

Dorso de lingua Placa dêntal Saliva r f 

ED31 ED32 ED33 ED34 ED36 ED37 ED39 BD40 BD41 ED42 &1?31 EP3.2 ZP33 EP34 ES31 ES32 ES33 ES34 ES35 ES36 ES3'7 ES36 ES39 ES40 

manosa fosfato iaomerase (MPI) --------- --- - -- -0.86 --------- --- ~--------- 0.52 

nuoleoaidio foaforilase (NSP) ---------- ~--- -----------0.77 
fenilalanil leuoina peptidaae (P.LP) - - -- -0.80 ---------- ~------ ----------0.66 
leuoina aminopeptidaae (LAP) ---------- ~------ - -- - 0.60 

manitol l-fosfato desidrogenaae (M1P) ---------- ~----- ---------- o.ea 

glutamato oxaloaoetato tranaaminase (GOT) -------- -0.94 -------- - ---- ----------0.43 
ED = Cepas de dorso de lingua do voluntário E; EP = Cepas de placa dental do voluntário E; ES = Cepas de saliva do voluntário E 
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Figura 17: Eletroforegrama representativo dos perfis de migração das enzimas MPI, NSP, PLP, LAP, MIP e GOT para isolados de 

Streptococcus mutans obtidos a partir do dorso de língua, placa dental e saliva do voluntário G 

Dorso de lingua. Placa dental Saliva r f 

GD2 GD31 GD32 GD33 GD34 GD35 OD36 GP2 OP8 GP31 GP32 GP33 GP34 GS6 GS31 GS33 GS34 GS35 GS36 GS3'.1 GS39 GS40 GS43 

manose fosfato iaomerase (MPI) 

~--- -- 0.95 ------- ---- ---------0.64 ------ ~----- ---------0.60 - - 0.50 

nuoleoaidio foaforilaae (NSP) - ~--- - 0.87 ------ ---- ---------0.79 
fenilalanil leuoina peptidaae (PLP) -- 0.88 -- 0.74 - - 0.62 ------ -- --------- o.so 
leuaina aminopeptidaae (LAP) -- 0,87 ------ ---- ---------- o.eo - 0.74 

manitol l-fosfato deaidrogenaae (MlP) -- -- 0.90 - 0.63 ------ -- ~--------- 0.50 
qlutamato oxaloaoetato tranaaminaae (GOT) ------- -- ---------0.85 1-- 0.65 ----- ---- ---------0.55 - 1-- 0.40 

GD = Cepas de dorso de llngua do voluntário G; GP = Cepas de placa dental do voluntário G; GS = Cepas de saliva do voluntário G 
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Figura 18: Eletroforegrama representativo dos perfis de migração das enzimas MPI, NSP, PLP, LAP, MlP e GOT para isolados de 

Streptococcus mutans obtidos a partir do dorso de língua, placa dental e saliva do voluntário I 

Dorso de lingua Plaea dental Saliva rf 

ID31 ID32 ID33 ID35 ID36 ID37 ID38 ID39 ID4l ID42 IPl IPS IP8 IP31 !1132 IP33 IP34 IP35 IP36 IP37 ISl IS3 XS34 XS35 IS36 IS37 IS38 IS39 IS40 IS41 

manose fosfato isomeraae (MPI) - - - 0.65 ------------- -- -- ----------0.50 
nuoleoaidio fosforilaae (NSP) - - - 0.87 --------- -- -- -- ~----------- 0.79 

fenilalanil leuaina peptidase (PLP) - - - 0.85 --------- -- -- -- ~--------- 0.66 

leuoina Mlinopeptidase (LAP) ---------- ~----- -- -- ----------0.80 - - - 0.65 

manitol l-fosfato deaidroqenaae (MlP) 

0.00 

glutamato oxaloaoetato tranaaminaae (GOT) -------- ~---- -- -- -- 0.93 -------- I-- ------ ---------0.66 -------- - ~---- ----- ---------0.42 ------- ----------------

ID = Cepas de dorso de llngua do voluntário I; IP = Cepas de placa dental do voluntário I; IS = Cepas de saliva do voluntário I 
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Figura 19: Eletroforegrama representativo dos perfis de migração das enzimas MPI, NSP, PLP, LAP e MlP para isolados de Streptococcus 

mutans obtidos a partir do dorso de língua, placa dental e saliva do voluntário O 

Dorso de linqua Placa dental Saliva r E 

OD31 0032 0033 0034 0035 0036 OD37 0038 0039 0040 0Ji131 OP32 0133 OP35 OP36 OP37 OP39 OP40 OP42 OP43 OS31 OS32 OS33 OS34 OS35 OS36 OS37 OS38 OS39 OS40 

manose fosfato iaomeraae (MPI) 

0.95 ---- - - - 0.85 --------- -- -- ~--------- 0.58 

nualeosidio fosforilaae (NSP) --- - 0.97 ---------- ~----- -- ----------0.82 
fenilalanil leuoina peptidaae (PLP) ---- - - - 0.65 ---------- ~---- -- ----------0.60 
leuoina aminopeptidaae (LAR) ------------------- ----------0.07 - - 0.80 

manitol l-fosfato desidrogenaae (MlP) ------------------- ---------0.71 
glutamato oxaloaaetato txanaaminaae (GOT) ---- - r-- 0.88 - -0.81 --------- -- -- ~--------- 0.60 

OD ~ Cepas de dorso de linguado voluntário O; OP = Cepas de placa dental do voluntário O; OS~ Cepas de saliva do voluntário O 
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Figura 20: Eletroforegrama representativo dos perfis de migração das enzimas MPI, NSP, PLP, LAP, MlP e GOT para isolados de 

Streptococcus mutans obtidos a partir do dorso de língua, placa dental e saliva do voluntário R 

Dorso de lingua Placa dental Saliva r E 

RD1 RD2 ROS R06 m>7 RP1 ... RP3 ... RPS ... RP7 M1 .... .... .... ..... R.S7 RSB ... RS10 R.S11 

manoae fosfato iaomerase (MPI) ----- ------- ~--------- 0.85 ----- ------- ~--------- 0.63 

nuoleoaidio fosforilaae (NSP) ----- ------- ~--------- 0.77 

fenilalanil leuoina peptidaae (PLP) ----- ~--------- ----------0.67 
léuaina aminopeptidaae (LAP) ----- ~------ ----------0.84 
manitol l~foafato deaidrogenase (MlP) - 0.84 - ~------ ----- ____ 0.77 ---- 0.63 

glutamato oxaloaaetato tranaaminaae (GOT) - - -- -- 0.86 - 0.76 ----- ------- ~----- -- __ 0.57 

RD = Cepas de dorso de lingua do voluntário R; RP = Cepas de placa dental do voluntário R; RS = Cepas de saliva do voluntário R 



Figura 21: Dendrograrna representativo do agrupamento de tipos genéticos idênticos de 

Streptococcus mutans ocorrendo simultaneamente na cavidade bucal do voluntário A, 

determinados pela MLEE 
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A FIG. 21 evidencia a ocorrência simultânea de quatro tipos genéticos de S.mutans 

na cavidade bucal do voluntário A. O clone predominante mostrou-se disperso nos 

diferentes pontos de colheita (dorso de língua, placa dental e saliva), sem concentrar-se 

num deles, em especial. Dois outros clones menores mostraram uma tendência de 

colonização sítio-específica para dorso de língua e placa bacteriana dental, respectivamente. 

Contudo, a cepa APl, isolada de placa dental, mostrou máxima semelhança (SsM = 1,0000) 

com os isolados do dorso de língua. 
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Figura 22: Dendrograma representativo do agrupamento de tipos genéticos idênticos de 

Streptococcus mutans ocorrendo simultaneamente na cavidade bucal do voluntário C, 

determinados pela MLEE 
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Na FIG. 22, pode ser observada a ocorrência simultânea de seis diferentes clones de 

S. mutans colonizando a cavidade bucal do voluntário C. O clone predominante, com 5/12 

(41,6%) casos, mostrou-se concentrado no dorso de língua e na saliva. Outros clones 

menores mostraram-se dispersos, sem urna tendência de colonização sítio-específica. A 

partir da placa bacteriana dental, foi isolada urna única cepa (cepa CP!4) que apresenta alta 

similaridade (SsM = 0,9230) com os isolados do clone de maior incidência. Isso foi devido à 

detecção de uma banda de GOT de valor Rf = 0,44, diferente daquelas de Rf = 0,56 do 

clone principal. 
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Figura 23: Dendrograma representativo do agrupamento de tipos genéticos idênticos de 

Streptococcus mutans ocorrendo simultaneamente na cavidade bucal do voluntário D, 

determinados pela MLEE 
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Uma colonização por três diferentes clones pode ser observada na FIG. 23, que é 

representativa do polimorfismo enzimático para S. mutans do voluntário D. O clone 

dominante numérico, com 21/30 (70,0%) isolamentos, mostrou-se colonizador absoluto do 

dorso de língua e da placa dental, além de ser também encontrado na saliva (um 

isolamento). Outros dois clones menores mostraram-se coexistentes na saliv~ sem 

apresentarem fixação a nenhum tecido estudado. 
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Figura 24: Dendiograma representativo do agrupamento de tipos genéticos idênticos de 

Streptococcus mutans ocorrendo simultaneamente na cavidade bucal do voluntário E, 

determinados pela MLEE 
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O clone que apresentou o mmor número de isolamentos (ll/24) a partir da 

microbiota bucal do voluntário E, conforme mostrado na FIG. 24, foi a variante de S. 

mutans colonizadora predominante das superficies do epitélio lingual e das placas dentais, 

dentre os estreptococos cariogênicos. Outros dois clones mostraram-se detectáveis apenas 

na saliva, sem mostrar adesão a qualquer espécie de superficie. 
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Figura 25: Dendrograma representativo do agrupamento de tipos genéticos idênticos de 

Streptococcus mutans ocorrendo simultaneamente na cavidade bucal do voluntário G, 

determinados pela MLEE 
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Tanto o eletroforegrama da FIG. 17, quanto o fenograma da FIG. 25, mostram a 

prevalência de uma variante clonal dispersa e passível de isolamento dentre a maioria das 

cepas de S. mutans obtidas da cavidade bucal do voluntário G. Os sítios que apresentaram 

maior pluralidade de isolamentos foram a placa dental e o dorso de língua, ambos com três 

clones. No momento da amostragem, a saliva do voluntário albergava dois clones, sendo 

um deles o dominante numérico e o outro, um clone não relacionado (SsM = 0,4430). 
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Figura 26: Dendrograma representativo do agrupamento de tipos genéticos idênticos de 

Streptococcus mutans ocorrendo sirrmltaneamente na cavidade bucal do voluntário I, 

determinados pela MLEE 
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Dentre os três tipos genéticos de S. mutans detectados na cavidade bucal do 

voluntário I, um deles se sobressai em relação aos demais, como dominante numérico. Esse 

clone é encontrado em todos os sítios intra-bucais analisados (FIG. 18). Os outros dois 

clones encontram-se muito distanciados desse, com SsM = 0,0513. A pequena divergência 

existente entre esses dois clones "menores" (SsM = 0,8330) é derivada da não-expressão de 

um lócus de GOT (FIG. 26). 
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Figura 27: Dendrograma representativo do agrupamento de tipos genéticos idênticos de 

Streptococcus mutans ocorrendo simultaneamente na cavidade bucal do voluntário O, 

determinados pela MLEE 
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O extenso polimorfismo enzimático detectado nos isolados de S. mutans da placa 

dental e da saliva do voluntário O (FIG. 19) levou a construção de uma árvore de 

similaridade com sete variantes genéticas da bactéria (FlG. 27). A despeito desse relativo 

número de clones, um deles apresenta-se como o predominante, amplamente distribuído 

(22/30) nos três sítios de colheita. Parte dos outros clones apresenta uma certa semelhança 

entre si, principalmente alguns oriundos da placa dental (SsM ;::: O, 7700). 
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Figura 28: Dendrograma representativo do agrupamento de tipos genéticos idênticos de 

Streptococcus mutans ocorrendo simuhaneamente na cavidade bucal do voluntário R, 

determinados pela MLEE 
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O dendrograma representado na FIG. 28 apresenta a formação de quatro 

agrupamentos (clusters) de isolados com similaridade máxima (SsM = 1,0000) e duas 

linhagens de S. mutans não-emparelhadas (RS3 e RS7). Esses agrupamentos representam 

diferentes clones que encontravam-se espalhados pela cavidade bucal do voluntário R 

segundo uma tendência sítio-inespecífica, mesmo com a existência de um clone sendo 

recolhido quase que exclusivamente do dorso de lingua. 
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Figura 29: Dendrograma representativo do agrupamento de tipos genéticos de 

Streptococcus mutans ocorrendo nas cavidades bucais dos voluntários determinados pela 

MLEE 
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Após a determinação dos perfis MLEE de S. mutans de todos os voluntários foi 

construído um dendrograma (FIG. 29) onde foi tomado um representante de cada clone. O 

acesso aos clusters mostrou que o valor de similaridade máxima (SsM = 0,9630) foi 

verificado somente entre tipos clonais oriundos do mesmo voluntário. 

Pode-se observar na TAB. 3 o total de perfis genéticos encontrados na cavidade oral 

dos voluntários, onde nota-se a ocorrência de 3 a 7 variações clonais nos diferentes 

indivíduos. 

Tabela 3: Total de cepas de Streptococcus mutans analisadas pela MLEE e total de 

perfis genéticos encontrados em 8 voluntários. 

I 
Voluntários 

A c D E G I o R 

Perfis por 
Voluntários 4 6 3 6 6 3 7 6 

Total de cepas 

pesquisadas 30 12 30 24 23 30 30 22 
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6DISCUSSÃO 

O fato de que os cocos reunidos sob a denominação "estreptococos grupo mutans" 

constituem a principal porção da rnicrobiota envolvida nos mais variados processos 

cariogênicos já está firmemente consolidado, conforme a ampla aceitação por parte da 

comunidade acadêmica (ZICKERT et al., 1983; TANZER, 1995; van PALESTEIN­

HELDERMAN et al., 1996; CAUFIELD, 1997). Dentre os diferentes membros desse grupo, 

a espécie melhor representativa do potencial patogênico é, sem sombra de dúvidas, o S. 

mutans, conforme as conclusões de PEREIRA et al. (2000). 

Das amostras obtidas, foi possível o isolamento de estreptococos grupo mutans em 

100"/o dos sítios pesquisados; resuhado que diverge daqueles obtidos por WALTER & 

SHKLAIR (1982), que não detectaram a presença de S. mutans em aproximadamente 20% 

dos elementos livres de cárie, ao passo que foi possível o isolamento dessas bactérias em 

todos indivíduos de um grupo de cárie-ativos. Esses resultados, demonstram que mesmo nos 

voluntários livres de cárie, o isolamento dos estreptococos grupo mutans é uma constante e 

que, portanto, a mera presença desse grupo de microrganismos na cavidade bucal não deve 

refletir em evidente atividade de cárie. 

No levantamento por nós conduzido, a identificação dos estreptococos grupo mutans, 

com base nas características morfológicas e bioquímicas, permitiu a classificação dos 668 

isolados em cinco espécies: S. mutans (70,36%), S. sobrinus (13,47%), S. crícetus (7,19%), 

S. rattus (4,94%) e S. ferus (4,04%). Não foram isoladas cepas de S. downeí ou S. macacae, 

o que estabelece uma concordância com os achados de SPOLIDOR!O (1997), que também 

relatou o isolamento das cinco primeiras espécies na cavidade oral de escolares brasileiros. 
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Além de serem as espécies mais comumente isoladas, S. mutans e S. sobrinus foram 

também aquelas predominantes na saliva (200 e 72 isolados, respectivamente), ao passo que 

na placa dental, a predominância foi de S. mutans seguido de S. rattus (128 e 21 isolados, 

respectivamente) e no dorso de língua,. a predominância foi de S. mutans e S. cricetus (142 e 

18 isolados, respectivamente). Tais resultados são importantes à medida que tem se isolado 

mais freqüentemente S. mutans e S. sobrinus (BEIGHTON et al., 1987; KOHLER & 

BJARNASSON, 1987; LlNDQUIST & EMILSON, 1991b; AHMADY et al., 1993; 

HJROSE et al., 1993), creditando aos mesmos uma importância maior no processo 

cariogênico. 

A observação de que os diferentes nichos íntra-bucais encontravam-se colonizados 

por diferentes combínações de espécies altamente relacionadas fenotipicamente 

(GRONROOS, 2000), sugere a hipótese de que poderia ocorrer simultaneamente uma co­

colonização por diferentes clones de uma mesma espécie, a qual tem sido ínvestigada 

através da análise do perfil de enzimas constitutivas, também conhecidas como isoenzimas. 

Tal tipo de análise permite a obtenção de padrões de bandeamento espécime-específicos 

(jingerprints) e está consolidada na literatura envolvendo bactérias (SELANDER & 

LEVIN, 1980; SELANDER et al., 1985; SELANDER et al., 1986; MUSSER et al., 1986; 

HOFLING et al., 1997), fungos leveduriformes (HOFLING & ROSA, 1999; ROSA et al., 

1999; ROSA et al., 2000a; ROSA et al., 2000b) e mesmo protozoários (MELONl et al., 

1988). 

Os e1etroforegramas (FlG. 13 a 20) mostram uma relativa variedade nos perfis de 

expressão de bandas enzimáticas, denotando a existência, ao menos no momento das 

coletas, de múltiplos tipos genéticos de S. mutans fazendo parte da microbiota bucal dos 
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voluntários. Após o tratamento numérico pelo coeficiente de associação Simple Matching e 

pelo algoritmo UPGMA, os dendrogramas gerados (FIG. 21 a 28) permitiram a detecção de 

3-7 (média= 5,12) clones da bactéria ocorrendo nos diferentes voluntários. A observação 

de estes estavam colonizados por mais de um tipo genético de S. mutans discordam, em 

princípio dos achados de ALALUUSUA et al. (1994), que detectaram a ocorrência de um 

único ribotipo da espécie bacteriana por indivíduo, que se repetia por dois anos seguidos. 

Cabe salientar que a população avaliada naquele estudo era composta de crianças com 5 

anos de idade acompanhadas até os 7 anos de idade, com uma amostragem 

significativamente menor que o analisado em nosso levantamento. Os autores reconhecem 

em seu trabalho que o número de amostras por criança era pequeno e que uma amostragem 

melhor representativa, com o envolvimento de uma maior quantidade de isolados, poderia 

elevar o número de variantes geneticamente distintas de S. mutans por criança. Outro fator 

que pode conduzir à uma melhor compreensão da discordância entre os nossos resultados e 

aqueles obtidos pelo grupo finlandês está relacionado às diferenças nas faixas etárias das 

populações amostradas. Enquanto em sua publicação, ALALUUSUA et al. (1994) 

avaliaram crianças na primeira inf'ancia, a pesquisa que aqui se apresenta foi levada a termo 

com um grupo de voluntários na faixa de 17-21 anos de idade, cuja possibilidade de 

aquisição de clones extra-familiares é sensivelmente maior (CAULFIELD et al. 1988; 

CAULFIELD, 1997), com esses indivíduos, inclusive, já tendo passado pelas ditas 'janelas 

de infectividade" (CAUFIELD et al., 1991; CAUFIELD et al., 1993). Numa outra 

publicação, ALALUUSUA et al. (1996) relataram novamente a monocolonização por um 

único ribotípo de S. mutans em crianças livres de cáries. Porém, os mesmos autores 

levantaram a hipótese de que poderiam estar detectando um ribotipo primário, e que outros 
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clones, caso eles também existissem., estariam abaixo do nível de detecção ou sua 

proporção nas amostras era baixa. 

Assim, fatores como: tipo de metodologia empregada, idade da amostra e 

marcadores genéticos empregados, podem ser fatores limitantes quando se deseja comparar 

dados obtidos por outros autores, nesta mesma linha de investigação. A muhicolonização 

detectada nos dendrogramas (FIG. 21 a 28) leva a uma concordância com os resultados 

publicados por outros grupos de pesquisadores que trabalharam com pacientes pediátricos, 

tais como KULKARNI et al. (1989). Já em mulheres aduhas, com idades variando entre 18 

e 34 anos, a diversidade genética de S. mutans foi determinada pela ribotipagem por 

GRÕl\'ROOS et ai. (1998), que obtiveram 1-4 (média = 2,05) clones por individuo. 

Contudo, nós não pudemos traçar qualquer paralelo acerca da saúde dentária dessas 

mulheres e dos nossos voluntários, pois, os indices de cárie das primeiras não estavam 

disponíbilizados na publicação. 

A proposição da simuhânea muhicolonização bucal por S. mutans foi anteriormente 

apresentada por GRÕNROOS (2000). Entretanto, os indivíduos cuja rnícrobiota foi 

analisada eram crianças que haviam procurado o serviço odontológico para tratamento de 

cáries dentárias. Essa observação vem em favor de nossos resultados, uma vez que essa 

autora detectou a ocorrência de diferentes perfis AP-PCR para S. mutans isolado do 

bio:filme que revestia diferentes dentes de um mesmo paciente. Em nosso experimento, foi 

empregado um pool placa por voluntário, o que deve ter juntado os clones bacterianos 

oriundos dos diferentes dentes. 

A constatação de que um mesmo clone de S. mutans não tende a ocorrer nas 

cavidades bucais de indivíduos sem proximidade farníliar, apresentada na FIG. 29, está em 
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concordância com os achados de CAUFIELD & WALKER (1989), LI & CAUFIELD 

(1995) e CAUFIELD (1997). Os autores relatam que conduziram comparações dos 

jingerprints de DNA cromossômico bacteriano observando que dois isolados provenientes 

de dois indivíduos não eram genotipicamente o mesmo, à exceção dos casos de pares mãe­

filho e irmão-irmão. 

O estabelecimento de qualquer correlação existente entre indices de cárie e número 

de clones de S. mutans ou de qualquer outra espécie cariogênica de estreptoeoeo grupo 

mutans deve levar em consideração outras variáveis que podem influir na interpretação. De 

acordo com van PALESTEIN-HELDERMAN et al. (1996), diferenças na experiência de 

cárie são melhor explicadas em função dos hábitos dietéticos do indivíduo que pela espécie 

bacteriana envolvida. A variabilidade bacteriana., expressa em número de clones, pode não 

ser tão determinante em indivíduos livres de cáries e uma melhor avaliação dietética 

deveria ser conduzida. ALALUUSUA et al. (1996) ressaltam que a existência de múltiplos 

tipos genéticos bacterianos na placa pode ser uma mera conseqüência de circunstâncias 

favoráveis à colonização de estreptococos grupo mutans, muito embora seja possível que a 

ação simultânea de algumas cepas com potenciais cariogênicos diversos possa elevar o 

risco às cáries. 

Além da dieta, a higiene bucal, que supostamente é melhor conduzida no grupo de 

voluntários escolhido (estudantes de Odontologia), é outro fator que merece consideração, 

quando se relaciona polimorfismo genético com experiência de cárie. É possível que 

indivíduos "bons controladores de placa" mantenham a população de estreptococos 

cariogênicos controlada abaixo das concentrações sujeitas aos fenômenos de quorum 

sensing, com expressão de mutacinas. Tal possibilidade contribuiria no entendimento da 
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relativa diversidade genética de S. mutans observada em determinados voluntários, uma vez 

que a pressão seletiva exercida pelas mutacinas seria diminuída, possibilitando a 

colonização por novas variantes genéticas. 

A detecção do polimorfismo genético de S. mutans presentes na cavidade oral de 

indivíduos livres de eárie, indicam a necessidade de maiores estudos comparativos, 

inclusive, com indivíduos cárie-ativos, desejo futuro de nossas pesquisas. Os fatores 

limitantes descritos anteriormente, como: experiência de cárie, idade da amostragem e 

produção de substâncias exógenas por esses microrganismos, poderão ser melhor 

entendidos, em conjunto com os vários relatos da literatura. 
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7 CONCLUSÕES 

Os dados obtidos em nossa pesquisa, permitem concluir que: 

1. A análise comparativa dos perfis isoenzimáticos pelo método Multilocus 

Enzime Electrophoresis (MLEE), permite a detecção do polimorfismo 

genético de S. mutans isolados da cavidade oral de indivíduos livres de 

cárie (CPOD =O); 

2. As espécies de estreptococos grupo mutans mais freqüentemente isoladas 

do epitélio que recobre o dorso de língua, do biofllme que recobre o 

esmalte dentário e da saliva de indivíduos "livres de cáries" são, 

respectivamente, Streptococcus mutans e Streptococcus cricetus, 

Streptococcus mutans e Streptococcus rattus e Streptococcus mutans e o 

Streptococcus sobrinus; 

3. Nas amostras provenientes destes ecossistemas bucais analisados, estão 

presentes múltiplos tipos genéticos de S. mutans 

4. Não se detecta a presença simultânea de um mesmo tipo clonal de 

Streptococcus mutans em dois indivíduos distintos e sem qualquer grau 

de parentesco; 
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ANEXO 

1 Meios para Cultura e Identificação 

1.1 Meio Mitis Salivarius Bacitracina (MSB) 

Mitis salivarius ágar 

Sacarose 

Água destilada 

90g 

150g 

q.s.p. 1000mL 

Aquecer o meio até ferver para dissolução completa. Esterilizar em autoclave durante 15 

minutos a 121 oc . Resfriar até 50-55°C. Adicionar a solução de Bacitracina (0,2U/mL) 

esterilizada por filtração (Membranas filtrantes Millipore com poro de 0,22J.1m). Dispensar 

em placas de Petri previamente esterilizadas. 

1.2 Caldo de Infusão de Cérebro e Coração (BHI) 

BHl 37g 

Extrato de levedura 

Água destilada 

Autoclavar a 121 oc por 15 minutos. 

5g 

q.s.p. 1000mL 

1.3 Caldo de Infusão de Cérebro e Coração Glicerol a 10% (BHI-GlicerollO%) 

BHl 37g 

Extrato de levedura 

Glicerol 

Água destilada 

Autoclavar a 121 oc por 15 minutos. 
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1.4 Meio para identificação de Fermentação de Carboidratos 

1.4.1 Meio TiogJicolato Ágar 

Extrato de levedura 

Casitona 

L-cisteína 

Ágar bacteriológico 

Ácido tioglicólico 

Manitol ou Melibiose ou Rafmose ou Sorbitol 

Água destilada 

Solução de Púrpura de Bromocresol 

Púrpura de Bromocresol 

Álcool etílico 

5g 

15g 

0,25g 

15g 

300J.!L 

lOg 

q.s.p. lOOOmL 

0,016g 

lmL 

Solubilizar a púrpura de bromocresol em álcool etílico. 

Após dissolução dos componentes do meio de tioglicolato em água destilada, corrigir o pH 

para 7,0, acrescentar os substratos manitol ou sorbitol ou melibiose, na proporção de 1% 

respectivamente e a solução de bromocresol. Autoclavar a 121°C por 15 minutos. Para a 

rafinose, esterilizar previamente o meio base e o açúcar solubilizado em água destilada, 

deverá ser esterilizada por filtração (Membranas filtrantes Millipore com poros de 0,22Jlm). 

Distribuir os meios em placas de Petri. 

1.4.2 Meio para identificação de Resistência à Bacitracina 

O meio base de Tioglicolato Ágar para prova de fermentação de manitol deverá ser 

esterilizado em autoclave durante 15 minutos a 121°C. Resfriar até 50-55°C. Adicionar a 

solução de Bacitracína (2U/mL) esterilizada por filtração (Membranas filtrantes Millipore 

com poro de 0,221J.m). Dispensar em placas de Petri previamente esterilizadas. 
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1.4.3 Meio para identificação da Hidróiise da Arginina 

Extrato de levedura 

Triptona 

Fosfato dipotássico 

Glicose 

D-arginina HCl 

Água destilada 

5g 

Sg 

2g 

0,5g 

3g 

q.s.p. IOOOmL 

Solubilizar todos os componentes em água destilada e acertar o pH=7,2-7,4. Distribuir em 

tubos alíquotas de aproximadamente 2 mL. Autoclavar os tubos com meio por 15 minutos a 

121 °C. Inocular O,lmL da cultura, incubar a 37°C por 48 horas. Após o crescimento pingar 

2 gotas do Reativo de Nessler sobre a cultura. Observar aparecimento de coloração 

alaranjada. 

Reativo de Nessler 

Solução A: Iodeto de potássio 27,6g 

Água destilada SmL 

Solução B: Bicloreto de mercúrio 2,5g 

Água destilada lOmL 

Solução C: Hidróxido de potássio 15g 

Água destilada 30mL 

Dissolver o iodeto de potássio em 5mL de água destilada (Sol. A)e, em seguida adicionar 

pouco a pouco a solução de bicloreto (Sol. B) dissolvida em banho-maria e adicionada a 

quente, para evitar precipitação ou dissolução não homogênea. Ao esfriar, acrescentar a 

solução de hidróxido de potássio (Sol. C) e água destilada até completar o volume de 

lOOmL. Deixar a solução em descanso para decantação, sendo o sobrenadante 

acondicionado em frasco âmbar, fechado com rosca e conservado em ambiente fresco. 
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1.4.4 Meio para identificação de Produção de Peróxido de Hidrogênio 

Extrato de carne 0,5g 

Extrato de levedura 0,5g 

Tween 80 0,05mL 

Sulfato de manganês O,Olg 

Ágar 1,5g 

Água destilada 90mL 

Solubilizar o meio, ajustar o pH para 7,2 e esterilizar em autoclave a 121 oc por 15 minutos. 

Para cada 90mL de meio acrescentar 5mL de uma solução de sangue desfibrinado de 

carneiro e água destilada estéril misturadas em partes iguais, mais 5mL de outra solução de 

O,lg de o-dianisidina em água destilada estéril. Aquecer a 100°C por 15 minutos. Dispensar 

em placas de Petri. 
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2 Soluções Tampão 

2.1 Tampão Fosfato de Potássio 40 mM (pH 7,5) 

KHzP04 5,44g 

água destilada q.s.p. 1 OOOmL 

Ajustar o pH com solução concentrada de NaOH. 

2.2 Tampão Fosfato de Potássio O,lM pH 5,5 

KHzP04 13,6g 

água destilada q.s.p. 1 OOOmL 

Ajustar o pH com solução concentrada de NaOH. 

2.3 Tampão Fosfato de Sódio pH7,0 

Solução A: NaHzP04 .HzO 

água destilada 

Solução B: NazHP04 .7Hz0 

água destilada 

27,6g 

q.s.p. IOOOmL 

53,6g 

q.s.p. lOOOmL 

Misturar partes iguais das soluções A e B e diluir a mistura 1:24 com água destilada. 

2.4 Tampão Tris-HCI 0,2M pH 8,0 

Tris 

água destilada 

Ajustar o pH com HCI, até pH igual a 8. 

24,2g 

q.s.p. lOOOmL 
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2.5 Tampão A (Tris-Citrato pH 8,0) 

Eletrodo: Tris 

Ác. cítrico. HzO 

Água destilada 

Ajustar o pH com ácido cítrico. 

Gel: Tampão do eletrodo diluído 1:29. 

2.6 Tampão D (Hidróxido de Lítio) 

Eletrodo: Hidróxido de Lítio .HzO 

Ácido bórico 

Água destilada 

83,2g 

33,09g 

q.s.p. lOOOmL 

1,2g 

11,89g 

q.s.p. lOOOmL 

Ajustar o pH com ácido bórico até 8, 1. 

Gel: Tris 

Ácido cítrico .HzO 

Água destilada 

6,2g 

1,6g 

q.s.p. lOOOmL 

Misturar o Tampão do eletrodo 1:9 com o Tampão do gel, ajustar o pH=8,3. 
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3 Soluções para revelação 

3.1 MgCI2 O,lM 

MgC\z.6HzO 

água destilada 

3.2 MnCiz 0,25M 

MnCh.4HzO 

água destilada 
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q.s.p. lOOmL 

4,95g 

q.s.p. lOOmL 



4 Sistemas de revelação 

4.1 Transaminase glutâmico-oxalacética (GOT- E.C. 2.6.1.1) 

Ácido L-aspártico 75rng 

Piridoxal 5 '-fosfato 2,5rng 

Ácido a-cetoglutárico 

Fast blue BB 

Tampão Tris-HCl 0,2M pH 8,0 

50mg 

50mg 

50mL 

Incubar a 30°C, no escuro, até o aparecimento de bandas azuis, em fundo marrom. 

4.2 Leucina amino peptidase (LAP - E.C. 3.4.1.1.) 

L-leucina-[3-naftilamida HCI 

BlackK 

MgCh O,lM 

Tampão KHzPÜ4 O,lMpH 5,5 

30mg 

30mg 

lmL 

50mL 

Incubar a 30°C, no escuro, até o aparecimento de bandas escuras. 

4.3 Manitol1-fosfato desidrogenase (M1P- E. C. 1.1.1.17) 

Manitoll-fosfato 5rng 

NAD 

MTT 

PMS 

Tampão Tris-HCl 0,2M pH 8,0 

2mL 

lmL 

0,5mL 

50mL 

Incubar a 30°C, no escuro, até o aparecimento de bandas escuras. 
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4.4 Manose fosfato isomerase (MPI - E. C. 5.3.1.8) 

Manose 6-fosfato 20mg 

Glucose 6-fosfato desidrogenase 20mg 

Fosfoglucose isomerase lOOU 

NAD 2mL 

NADP lmL 

PMS O,SmL 

MTT lmL 

MgCh O, IM lmL 

Tampão Tris-HCl 0,2M pH 8,0 SOmL 

Incubar a 30°C, no escuro, até o aparecimento de bandas escuras. 

4.5 Nucleosídio fosforilase (NSP- E. C. 2.4.2.1) 

Inosina 

Xantina oxidase 

MTT 

PMS 

Tampão Fosfato de Sódio pH 7,0 

40mg 

4U 

lmL 

O,SmL 

SOmL 

Incubar a 30°C, no escuro, até o aparecimento de bandas escuras. 

4.6 Fenilalanil-leucina peptidase (PLP- E. C. 3.4.x.x) 

F enilalanil-leucina 

Peroxidase 

Snake venon 

o-dianisidina 2HC1 

MnCh 0,25M 

Tampão Tris-HCI 0,2M pH 8 

20mg 

lOmg 

lOmg 

lOmg 

O,SmL 

SOmL 

Incubar a 30°C, no escuro, até o aparecimento de bandas escuras. 
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UNIC::AMI' 

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS 

FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE PIRACICABA 

CEP- COMITÊ DE ÉTICA EM PESQUISA 

PARECER DO CEP- FOP/UNICAMP 

Comunicamos que o Protocolo de Pesquisa referente ao Projeto No. 07/99: 

Titulo do Projeto de Pesquisa: Isolamento, identiíicação e detecção do polimorfismo genético dos 
streptococos do grupo mutans isolados da cavidade oral de universitários livres de cárie 

Pesquisador Orientador/Orientado: Prof. Reginaldo Bruno Gonçalves 1 Rosemeire Takaki Rosa e 
Marcelo Henrique Napimoga 

apresentado a este Comitê para análise ética, segundo a Resolução 
CNS 196/96, do Conselho Nacional de Saúde, de 10/10/96, e de acordo com cópia 
do projeto arquivada em nossa secretaria, foi considerado: 

[X] Aprovado, em reunião realizada em _07 _)_04_}_99_. 

l 1 Aprovado com pendência, devendo o Pesquisador encaminhar as modificações 
sugeridas em anexo para complementação da análise do Projeto. 

[ ] Com pendência. 
[ ] Reprovado. 

Análise e parecer do relator (com resumo do projeto): Observamos a ausência do 
cronograma de execução, devendo o mesmo ser anexado ao projeto. Do mais todas as 
solicitacões anteriores foram atendidas, portanto consideramos o projeto APROVADO. 
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