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RESUMO

A presenie pesquisa teve por objetivo analisar a variabilidade infraespecifica de
cepas de Streptococcus mutans isoladas de individuos livres de carie. Foram coletadas
amostras de saliva total ndo estimulada, placa dental e de dorso de lingua de individuos que
apresentavam indice CPOD igual a zero. Apéds dispersdo e diluicdo seriada das amostras,
aliquotas de cada diluiciio foram inoculadas em meio Mitis Salivarius Bacitracina Agar
(MSB). Apo6s incubacdo em estufa de pCO, 10% a 37°C, foram isoladas do meio col6nias
com morfologia tipica de estreptococos, para posterior identificagdio por provas
bioquimicas. As amostras foram incubadas em caldo de Infusdio de Cérebro e Coragio
(BHI), centrifugadas e lavadas, sendo os sedimentos obtidos submetidos ao processo de
extragio das proteinas intracelulares. Os extratos protéicos foram separados por
eletroforese em gel de amido e corados especificamente para a detecgdo do polimorfismo
isoenzimatico. Os géis foram analisados através dos sistemas enzimaticos: leucina
aminopeptidase (LAP), manitol 1-fosfato desidrogenase (M1P), manose fosfato isomerase
{MPI), nucleosidio fosforilase (NSP), fenilalanil leucina peptidase (PLP) e transaminase
ghitdmico-oxalacética (GOT). A andlise comparativa dos perfis da eletroforese de
isoenzimas (Multilocus Enzyme Electrophoresis-MLEE) dos isolados, acessada pela soma
de todos sistemas enzimaticos, permitiu observar a ocorréncia de dois ou mais clones de S.
mutans nos diferentes sitios nestes voluntérios. Os resultados obtidos mostram que pode ser
encontrado mais de um tipo genético de S mutans colonizando os diferentes sitios em um

mesmo individuo.



ABSTRACT

The current research had as aim to analyze the infra-specific variability of
Streptococcus mutans strains obtained from caries-free individuals. Non-stimulated whole
saliva, dental biofilm and tongue dorsum samples were collected from subjects with DMFT
= (). After dispersing and decimal dilutions, aliquots from each dilution were noculated in
Mitis Salivarius Bacitracin (MSB) agar plates, in duplicate. After growing at pCO; 10%
and 37°C, it was taken some S. mutares 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
stained in order to obtain the isoenzymic polymorphism. The gels were analyzed for
enzymatic systems: leucine amino peptidase (LAP), mannitol-1-phosphate dehydrogenase
(M1P), mannose phosphate isomerase (MPI), nucleoside phosphorylase (NSP),
phenylalanyl leucine peptidase (PL.P) e glutamic-oxalacetic transaminase (GOT). The
comparative analysis of MLEE profiles assessed by the sum of all enzymatic systems
atlowed the observation of occurrence of one or more S. mutans clones, varying in the
different intra oral sites among these volunteers. The obtained results showed that it may be
found more than one genetic type of such S. mutans colonizing different sites in a same

subject.



1 INTRODUCAQC

A carie dental é uma das doencgas infecciosas mais comuns, podendo ser observada
nas mais diversas comunidades, etnias e nacdes (van PALESTEIN-HELDERMAN et al.,
1996). A etiologia da doenga cérie € multifatorial (KEYES, 1962), sendo os habitos de vida
e a infeccdo bacteriana os fatores de maior importincia (JOHNSON, 1991; BRATTHALL,
19973.

O fato de que os “estreptococos grupo mutans” constituem a principal por¢do da
microbiota envolvida nos mais variados processos cariogénicos ja esta firmemente
consolidado, conforme a ampla aceitacdo por parte da comunidade académica (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 patogénico sdio, sem sombra de dividas, o Streptococcus mutans € o
Streptococcus sobrinus (PEREIRA er al., 2000).

Duas ou mais espécies desses estreptococos cariogénicos, podem ocorrer num
mesmo individuo (DAVEY & ROGERS, 1984; MARCOTTE & LAVOGIE, 1998). Assim
como mais de um tipo clonal dessas bactérias pode ser isolado da cavidade bucal
(CAUFIELD er al., 1988). Contudo, até a presente data a informacio disponivel sobre tal
fenbmeno € relativamente escassa, € dados acerca da variabilidade genética para essa
bactéria acessada junto a individuos livres de carie com indices CPOD iguais a zero €
praticamente inexistente.

Numa das poucas publicacdes que abordam a problemdtica da clonalidade,
ALALUUSUA et al. (1996) demonstram a ocorréncia de diversos clones bacterianos

durante eventos de presenca de lesSes ativas de “cérie de mamadeira™, ao passo que



criancas livres de cérie apresentaram rmenores graus de variabilidade genética para a mesma
bactéria. Um ano mais tarde, KREULEN er al. (1997) contestaram esse achado e
levantaram uma questio acerca da composi¢o clonal das populagbes de Streprococcus
mutans em individuos livres de carie: “Serd que somente uma cepa de Strepfococcus
mutans na microbiota fornece uma condigdo ndo cariogénica ou serd que vdrias cepas,
geneticamente distintas, garantem uma placa bacteriana ndo patogénica estavel”?

As pesquisas nesse campo tém sido dirigidas na compreensio da composicdo clonal
das populacdes de Strepfococcus mutans em individuos cérie-ativos, como no exemplo da
recente publicagiio de GRONROOS & ALALUUSUA (2000), onde os mesmos descrevem
a ocorréncia de um nmimero varidvel de clones da bactéria nos diferentes dentes de um
mesmo individuo. Dentre as diferentes metodologias que permitem o acesso ao
polimorfismo infraespecifico e a determinagéo de clones microbianos, a multilocus enzyme
electrophoresis (MLEE), também conhecida como eletroforese de enzimas constitutivas, é
um dos recursos que tém se mostrado mais Uteis na pesquisa envolvendo bactérias
(SELANDER & LEVIN, 1980; SELANDER er al., 1985; MUSSER ef al, 1986;
HOFLING et al., 1997), fungos leveduriformes (HOFLING & ROSA, 1999; ROSA ef ai.,
1999; ROSA et al., 2000a; ROSA er al., 2000b) e mesmo protozoarios (MELONI er af,
1988).

A importéncia em se entender os padrdes de clonalidade de Streptococcus mutans
em individuos cérie-ativos e livies de carie pode ser reconhecida quando analisamos o
trecho de encerramento do artige de revisdo redigido por BOWDEN (1997): “Populac¢des
de Streptococcus mutans em individuos com altas contagens dessa espécie, mas isentos de

caries apresentarn diversidade clonal tipica em outras populacbes humanas? Pode ser



mostrado que diferentes clones num Gmieo individuo variam em caracteristicas que podem
influenciar sua habilidade de causar doenca e sobreviver as pressdes ambientais? A
biodiversidade, em nivel de espécies e sub-espécies, em relacfio as doengas bucais
permanece entre as mais interessantes areas da pesquisa em microbiologia oral”.

Tais consideracbes justificam as pesquisas com o proposito de responder essas

varias questdes ainda presentes.
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2 REVISAO DE LITERATURA

A cérie dental ¢ uma doenca infecciosa (ZICKERT et al., 1983) e transmissivel
(TANZER, 1995; CAUFIELD, 1997) caracterizada pela desmineralizagfio dos tecidos nfio-
descamantes que compdem o corpo dental, e que € provocada, principalmente, por bactérias
com alta similaridade fenotipica classificadas como estreptococos grupo mutans, sendo que
as espécies Streprococcus muians e S. sobrinus sio aquelas mais comumente envolvidas no
processo cariogé€nico (LINDQUIST & EMILSON, 1991a). Essas bactérias expressam seu
potencial patogénico toda vez que uma dieta rica em agucares, em especial a sacarose, é
ingerida (van PALESTEIN HELDERMAN et al., 1996).

A transmissibilidade das bactérias envolvidas no desenvolvimento da carie dental,
em especial do S, mutans, € o alvo de extensiva investigacdo epidemioldgica que tem
levado varios grupos de pesquisadores & concluses diversas e contrastantes.

ApoOs o estabelecimento do conceito de que so os estreptococos as primeiras
entidades cariogénicas a se estabelecer no homem (FITZGERALD & KEYES, 1960;
KEYES, 1962), iniciou-se uma corrida global em busca do pleno conhecimento acerca da
transmissdo desses microrganismos. KORESTEIN et al. (1995) apontam para o fato de que
as vias de infeccfo devem seguir algumas constantes tais como: (1) tamanho do indculo
bacteriano; (2) freqiiéncia de transferéncia desse indculo; (3) habilidade das células
bacterianas em aderir as superficies dentais; e (4) varidveis do hospedeiro.

Os primeiros esforgos dirigidos no sentido de se compreender as vias de infecgéio
basearam-se em indicadores de satide dental tais como indices de céarie e contagens de
estreptococos cariogénicos (KOHLER & BRATTHAL, 1978; van HOUTE ez al., 1981;

KOHLER ef al., 1983; ZICKERT ef al., 1983; KOHLER ef al., 1984; BROWN ef al.,
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1985; MATEE ef al., 1992; AALTONEN & TENOVUO, 1994; ANTHONY & MUNSHI,
1997) e todos conchiiram que a via mais provavel de transmissfo dessas bactérias ocorria
nos pares mie-filho (bebé) ¢ mie-filho (adolescente) (ALALUUSUA er al., 1989a;
ALALUUSUA ef al., 1989b), embora existam eventuais variagdes em diferentes grupos
étnicos (KORESTEIN er al., 1995).

Estudos mais especificos envolveram o emprego de ferramentas que permitiam a
classificacdo dos estreptococos grupo mutans em sub-grupos antigenicamente relacionados
(BRATTHALIL, 1970; BRATTHALL, 1997). Através desse recurso, KOHLER &
BRATTHALL (1978) mostraram que um dos pais ou outra pessoa que tomasse conta da
crianga na maioria do tempo e que apresentasse altos nimeros de estreptococos de um dado
sorotipo pa saliva, podia transferir esse mesmo microrganismo para seu filho através da
repetida introducBo de algumas centenas de unidades formadoras de colnias por meio de
colheres, copos e outros fomites. Nesse mesmo contexto, HAMADA ez al. (1980) puderam
predizer que um mesmo sorotipo tendia a ocorrer simultaneamente em pares mée-fitho e
que essa transmissio 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 & diferentes espécies. DAVEY & ROGERS (1984) ja
relataram que a sorotipagem de estreptococos grupo mutans para fins epidemiolégicos ¢é
insatisfatria, particularmente porque o S. mutans sorotipo ¢ €, de longe, o mais comum
ocorrendo em adultos e criancas no Ocidente. Ferramentas com maior poder resolutivo

passaram a ser avaliadas, e diversos grupos passaram entdc a empregar a

12



bacteriocinotipagem, que pode apresentar uma melhor capacidade de discriminagio
infraespecifica (DAVEY & ROGERS, 1984; ROGERS, 1980).

Bacteriocinas sdo substdncias proteindceas antibacterianas que algumas bacterias
produzem para interferir no crescimento de outras bactérias, geralmente filogeneticamente
relacionadas. No caso do 5. mufans, as bacteriocinas sdo denominadas mutacinas.

Através da mutacinotipagem, ROGERS (1980) mostrou que a transmissio de S.
mutans geralmente se da dentro dos grupos familiares e nfio no ambiente escolar. Quando
analisado mais atentamente, esse trabaltho mostra ainda que criangas sdo infectadas com um
dado mutacinotipo numa dada fase de sua infincia e que esse microrganismo depois de
estabelecido, permanece constante ¢ predominante mesmo quando da inclusdo/substituicio
de novos membros adultos as suas familias. Em 1984, DAVEY & ROGERS mostraram que
a bacteriocinotipagem permitiu determinar que em virias familias analisadas, o pai ndo
apresenta cepas em comum com o$ demais membros da familia, ¢ que a fonte mais
provavel de infecg¢do intrafamilial no plano vertical seria a mie, que apresenta cepas em
comum com os filhos.

GRONROOS et al. (1998) apontam para o fato de que as mutacinas, em virtude de
suas propriedades biologicas de antagonismo seletivo, t&ém papel preponderante no processo
de colonizac¢do e consolidagfio de uma cepa pioneira, e que cepas com alta producéio dessas
bacteriocinas sio mais facilmente transmitidas de um adulto para uma crianca que outras
cepas comn baixa atividade mutacinolitica. Talvez esse componente venha a explicar porque
uma vez que os estreptococos grupo rnutans tornem-se estabelecidos, eles sdo dificilmente

eliminados da microbiota oral (ALALTJUSUA, 1991).
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Na busca de marcadores epidemiolégicos menos sujeitos a interferéncia técnica e
gue possam detectar niveis mais sutis de polimorfismo, iniciaram-se alguns trabathos
envolvendo a procura de plasmideos em S. mutans. CAUFIELD ef al. (1982) propuseram
que o plasmideo criptico pYA318 (MACRINA e¢r al,, 1977) de aproximadamente 5.6kb
podia ser empregado como marcador epidemiologico, visto que o mesmo somente é
encontrado em cerca de 13% das cepas de S murans. Os autores obtiveram que 40% das
cepas plasmideo-positivas isoladas de criangas apresentavam homologia com cepas
isoladas de parentes (pais, irmfios, e tios), demonstrando a permanéncia e transmissdo
dessas cepas nas familias. Anos mais tarde, CAUFIELD e al. (1988) empregaram o mesmo
sistema numa amostragem mais ampla buscando o polimorfismo para um segundo
plasmideo criptico pUA140 (CAUFIELD er al, 1985). Obtiveram que os diferentes
plasmideos permaneciam conservados em cepas de S. mutans oriundas de grupos raciais
especificos, possivelmente coevoluindo com os mesmos. Esse estudo permitiu, ainda,
determinar que cepas plasmideo-positivas obtidas a partir de criangas apresentavam alta
correlagio com cepas isoladas de suas mies, o que reforcava a teoria da transmissfio
materna.

KULKARNI ez al. (1989) obtiveram, através da técnica de REA (restriction enzyme
analysis — andlise de enzima de restricfio), que existe uma tendéneia de se encontrar
determinados clones de S. mutans disseminados entre 0os membros de uma familia, sem,
contudo, se excluir a possibilidade da ocorréncia de outros clones extrafamiliais em alguns
membros dessas familias. Esse trabalho mostrou, ainda, que a freqiiéncia de isolamento dos
clones intrafamiliais € superior a dos clones extrafamiliais, o que indica que eles sio

possivelmente os primeiros a colonizar os dentes levando a uma conseqiiente
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predominincia numérica. Esse fato j& havia sido anteriormente alentado por outros autores
(KRASSE er af., 1967, DAVEY & ROGERS, 1984; CAUFIELD ef g/, 1988). Essa
tendéncia de infeccdo primdria intrafamilial, contudo, nfo foi observada por
EMANUELSSON er al. (1998) que acharam 5/11 casos de ocorréncia de clones
extrafamiliais em criancas suecas com 3 anos de idade, contra 6/11 casos de ocorréncia
simultinea de um mesmo clone nas criancas e suas mies.

O consenso ocidental de que a via mais comum de transmissfo de estreptococos
grupo mutans para criancas ¢ aquela estabelecida entre a mie e o bebé nio é
pecessariamente O .mesmo para determinadas populacdes, conforme apontam os achados de
EMANUELSSON & WANG (1998). Esses autores realizaram um levantamento em onze
familias chinesas constituidas por ambos pais e uma crianga ¢ obtiveram que em 3/11
casos, 0 S. mutans do pai € da crianca apresentavam o mesmo perfil REA contra 4/11 casos
onde as cepas da mée e da crianga eram 1dénticas. Esse fato ganha maior interesse quando
observa-se que todas as criancas que apresentavam o mesmo clone bacteriano que os pais
receberam cuidados bésicos até os 3 primeiros anos de idade dispensados pelas mies, e que
oS pais apresentavam menores niveis de colonizac3o oral que as mies, no momento das
coletas. No Japdo, KOZAI ef al. (1999) observaram que 36/70 gendtipos obtidos a partir de
estreptococos grupo mutans das criangas apresentavam homologia com suas mies, contra
22/70 gendtipos que colonizavam pais e fithos. Os autores propdem que os pais, tanto
quanto as mdes, podem ser fontes primérias de infeccio e que a espécie S. sobrinus
(sorotipos d e g) mostrou maior probabilidade de transmissio que S. mutans (sorotipo ¢).
Em outro estudo, conduzido na Finlindia por SAARELA er ai. (1993), foi observado que 2

em 4 casais caucasianos com periodontite avancada, albergavam uma mesma cepa de S.
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mutans aldm dos mesmos clones de  Porphyromonas gingivalis e Actinobacillus
actinomycetemcornitans, indicando co-infecgfio entre casais.

A teoria de que a infec¢io oral primaria por estreptococos grupo mutans pode
permanecer estdvel ao longo da infincia, proposta inicialmente por ROGERS (1977) e por
DAVEY & ROGERS (1984), foi experimentalmente comprovada por CAUFIELD &
WALKER (1989) que, empregando a técnica de REA, relataram a aquisicdo, por parte das
criancas, de clones aparentemente predominantes nas méies ¢ manutencio da estabilidade
desses clones de .S, mutans por mais de 3 anos. Anos mais tarde, ALALUUSUA ef al.
(1994) obtiveram amostras de S. mutans (sorotipos ¢ € f) a partir de criangas finlandesas
primeiramente com 5 anos de idade e das mesmas, 5 ou 7 anos apds. Através da técnica de
ribotipagem, os autores puderam observar que durante o intervalo entre os 5 e os 12 anos de
idade ndo ocorrem alteracOes bruscas mno tipo de S. mutans que coloniza a cavidade oral,
com substituicdo ou imtrodugdo de novas linhagens, o que poderia ser explicado pela
hipétese de que cepas jé 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 varia¢io clonal dos estreptococos
grupo mutans em onze familias suecas cujas criancas tinham 7 anos de idade no momento
da primeira celeta e 9-12 anos de idade na época da segunda coleta. Mostraram que 9
criangas albergavam um ou dois clones constantes nas duas amostragens, sendo que
algumas incorporaram um novo genOtipo a sua microbiota ao passo que duas perderam o
clone original. Nos adultos analisados, a perda ou substituicio de clones foi mais comum

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

A idade ma qual as criangas adquirem os estreptococos cariogénicos parece ser de
fundamental importincia visto que as mesmas permanecem estaveis por anos € que, se as
mesmas produzirem fatores de inibic@io de crescimento que atuem sobre outras cepas que
por ventura venham a colonizar tardiamente, permanecem sob o status de predominantes
numéricos. A colonizacio primdria esta intimamente relacionada com habitos sociais tais
como beijar bebés diretamente na boca, limpar ou umedecer chupetas ou bicos de
mamadeiras, € dividir com o bebé um mesmo fomite (AALTONEN & TENOVUG, 1994).
Contudo, tais habitos parecem nio contribuir efetivamente na colonizacdo oral por
estreptococos cariogénicos em bebés cuja denticdo decidua ainda ndo tenha irrompido, uma
vez que a presenca dessas bactérias nfo € detectada em bebés edéntulos (BERKOWITZ et
al., 1975; CARL.SSON et al., 1975; AT ALUUSUA, 1991) que ndo apresentam superficies
solidas requeridas para sua adesfio (CATALANOTTO et al., 1975; STILES ef al., 1976).

Uma pergunta entfo foi formulada nos meios académicos: A aquisicfio inicial de
estreptococos grupo mutans ocorre Jogo apdés a emergéncia dos incisivos centrais? Essa
questdo foi parcialmente solucionada por CAUFIELD er al. (1991) e por CAUFIELD et al.
(1993) que detectaram a presenca dessas bactérias em 25% de 38 criancas aos 19 meses de
idade e em 75% aos 31 meses de idade, sendo que a idade média quando da aquisi¢do foi
de 26 meses (FIG. 1). Esse periodo passou a ser denominado como “janela de

infectividade™, e iniciava-se cerca de 12 meses apés a emergéncia dos primeiros dentes.
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Figura 1 — “Janela de infectividade™ proposta por Caufield e al.
[-. Dent. Res. 70 (Special Issuwe):367, 1991] ¢ Caufield ef of [J.
Deent. Res. 72(1):37-45, 1993].

A descoberta dessa janela de infectividade levou a uma melhor compreensio de
achados anteriores. Achados de KOHILER et al. (1983) mostram existir uma significativa
tendéncia em se aumentar a proporcio de criancas infectadas por S. mutans conforme as
mesmas vio atravessando a janela de infectividade, e que medidas preventivas devem ser
tomadas no sentido de se evitar ou retardar a primoinfeccio nessa faixa etaria, visto que
criangas com histoérico precoce de cérie dental tornam-se pacientes de alto risco (KOHLER
et al., 1984, FUJIWARA et al, 1991). MATEE et al. (1992) ja haviam relatado que
criancas amamentadas ao peito durante 1 e 2,5 anos de idade, por conseguinte, com uma
intima relacdo de proximidade fisica com suas mies, podem apresentar aitas contagens de
estreptococos e lactobacilos cariogénicos, além de altos indices de cérie mesmo na auséncia
de uso de mamadeiras adocadas com sacarose, durante a fase de desmame.

Alguns estudos anteriores a elaboragiio da “teoria da janela de infectividade”,

mostram que a aquisicdo inicial de estreptococos cariogénicos pode ocorrer mais
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precocemente. BERKOWITZ & JONES (1985) mostraram que criangas com 10-16 meses
de idade possuiam um Gnico mutacinotipo, ao passe que suas mies possuiam mais de um
tipo ocorrendo simultaneamente, 0 que sob a Optica da janela de infectividade, mostra que o
clone predominante na mée € aquele mais facilmente transferido para criancas com idades
inferiores ao valor base na janela. Outra observacio digna de nota, mostra que criangas com
13-22 meses de idades, filhas de mies com altas contagens de 8. mutans e que fazem uso de
mamadeiras adocadas, tendem a apresentar altas contagens de bactérias cariogénicas e
superficies dentais cariadas (BROWN er al., 1985). Essa constatagiio mostra que a alta
carga infectiva proveniente das mies associada ao habito da ingestdo de uma dieta caldrica
pode antecipar essa janela de infectividade. Essa caracteristica de precocidade no
estabelecimento da infecgfio em relagdo a 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 mées possuem uma populagio de estreptococos
grupo mutans mais heterogénea, inclusive com capacidades infectivas diversas
(GRONROOS et al., 1998).

Através do fingerprinting por ribotipagem, ALALUUSUA et al. (1996) mostraram
que criancas com “cdrie-de-mamadeira™ albergavam dois ou mais clones de estreptococos
cariogénicos (nfo foi feita distingio entre S. mutans e S. sobrinus) assim como suas mies, e
que esses clones perduravam por toda a extensio da janela de infectividade, ao passo que
criangas livres de cdrie apresentavam somente um ribotipo que podia inclusive desaparecer
durante os 18-36 primeiros meses de vida. Num estudo paralelo, KREULEN et 4l. (1997)
utilizaram a RP-PCR {random primed polymerase chain reaction) para analisar isolados de

S. mutans e demonstrando que criancas que tiveram cdrie-de-mamadeira (usc de
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mamadeiras até os 30 meses, em média) apresentavam um unico tipo clonal da bactéria, ao
passo que seus irrnfos ndo 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 infincia.

Apos 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 & DASANAYAKE, 1996) ou mesmo uma segunda janela
para estreptococos grupo mutans entre os 6 ¢ os 12 anos de idade, quando a dentigéo
permanente emerge (CAUFIELD ez al., 1993; CARLEN et al., 1996).

Além do aspecto das janelas de infectividade dos estreptococos grupo mutans, outro
ponto vem despertando o interesse da classe académica, no tocante a transmissibilidade
dessas bactérias cariogénicas: a fidelidade da infecgio inicial das criangas a partir de suas
mies. LI & CAUFIELD (1995) acompanharam um grupo de pares mie-filho com coletas
periddicas de mutans a cada 3 meses, desde o nascimento até a idade de 3 anos e obtiveram
que 24/34 (70,6%) albergavam geno6tipos de mutans idénticos aos de suas mies, sendo que
a maior fidelidade de transmissfio ocorreu nos pares mée-fitha (88%), contra 53% nos pares
mie-filho. Esses achados podem levar a inferéncia de que hdbitos sociais podem ser
diferentes entre os pares mie-filha e mae-fitho (CAUFIELD, 1997).

A conservagdo género-especifica acessada por EMMANUELSSON & WANG
(1998) em familias chinesas mostra que 100% das meninas analisadas, em contraste com
50% dos meninos, albergavam um genétipo similar a um ou a ambos pais, o que ressalta a

estrita aquisicéio intrafamilial de bactérias cariogénicas pelas meninas daquela populacfio.
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Alguns autores defendem a posicdo de que uma infecclo priméria anterior 3 erupgio
dental poderia inclusive trazer alguns beneficios 4 crianca numa fase posterior. Esses
autores baseiam-se principalmente em achados preliminares onde apesar das altas
concentragdes de 8. mutans, os dentes nio apresentavam caracteristicas clinicas de cérie
(KOHLER & BRATTHALL, 1979; KOHLER et al., 1983). Os resultados de um estudo
conduzido por AALTONEN et al. (1985) sugerem que criancas cujas mies apresentavam
altas contagens de S mutans durante a fase pré-dentada da crianca (“periodo de
imunizagdo™) e baixos valores para essas bactérias durante a fase dentada (“periodo de
infecgdo™), foram significativamente menos propensas 2 cirie dental que outras expostas a
uma baixa imunizagfio e alto desafio infectivo, dessa maneira, a exposigio infantil aos
antigenos das bactérias cariogénicas maternas numa fase anterior a erupgdo dos dentes pode
aumentar a resisténcia da crianca & infeccio por esses patdégenos (AALTONEN &
TENOVUO, 1994). Porém, esses achados nfo podem ser creditados 4 uma pretensa
atividade de sIgA anti-S. mutans, conforme proposto por CAMLING & KOHLER (1987),
as quais ndo obtiveram valores discrepantes nas concentragdes desse anticorpo em criancas
cujas miies foram submetidas a um programa de profilaxia e em criancas cujas mies nio
receberam tal tratamento na fase pré-dentada da crianca.

Muito embora ja tenhamos apontado a importincia dos estreptococos grupo mutans
como agente etioldgico da cérie dental, a sua simples presenga na cavidade oral ndo pode
ser relacionada & doenca. SULLIVAN et al. (1989, 1996) defendem a tese de que variacdes
nas contagens de estreptococos e lactobacilos cariogénicos nfio necessariamente refletem a
condi¢do de saide dental dos pacientes e que a simples quantificacfo dessas bactérias nfo €

um recurso inteiramente seguro para a predicdo de caries.
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O acesso ao fltor também deve ser tomado em conta, uma vez visto que individuos
vivendo em Areas cujas aguas de consumo sio fluoretadas, apresentam uma menor
incidéncia de caries quando comparado com outros residentes em areas onde esse beneficio
nio ¢ disponivel (GROENEVELD & BACKER-DIRKS, 1988). O papel do flior como
redutor de caries foi avaliado por TWETMAN ef al. (1990) que obtiveram 52% de criangas
livres de carie numa regifio com alta concentracio de flior na 4gua de consumo a despeito
dos altes ntimeros de estreptococos cariogénicos em suas salivas.

UIma dieta rica em actcares fermentéaveis, em especial a sacarose, leva a uma queda
nos valores de pH na placa dental, bem como a um aumento na proporgio de estreptococos
cariogénicos nessa placa. Essa constatac@o levou HAYES ef al. (1983) a comparar os
habitos dietéticos de criangas com 3-9 apos livres de carie (CPOD = 0), criancas
susceptiveis sem historico de novas JesOes e restauragdes por 3 anos, € criangas com
atividade de céarie. Nesse estudo, os pesquisadores também incluiram os mesmos trés
grupos para estudantes de 18-23 anos. Obtiveram que as criangas e os jovens dos dois
primeiros grupos ndo tinham o habito de ingerirem sacarose entre a refeigdes e
apresentavam uma microbiota menos cariogénica que a dos terceiros grupos.

No tocante a microbiota cariogénica de adolescentes livres de cdrie, num estudo de
1990 conduzido por NYVAD & KILI AN, foi demonstrado que 4 horas apds a introdugfo
de uma superficie de esmalte isenta de estreptococos na cavidade oral, ocorriam
significantes variagBes na composicdo da microbiota estreptocdcica inicial, quando
comparada com a de outros adolescentes carie-ativos. Dentre esses achados para o grupo
tivre de carie, salientam-se uma menor quantidade de S. mutans aderido ao esmalte e uma

maior proporgdo de S sanguis e estreptococos produtores de IgAl-protease.
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A utilizag8o de proteinas da saliva como fonte de nitrogénio por parte de S. murans
de individuos livres de carie e cdrie-ativos foi avaliada por COWAN er ol. (1979). Nesse
estudo, obtiveram que sobrenadantes estéreis de saliva total estimulada obtida a partir de
pacientes cérie-ativos consistentemente suportava melhor o crescimento de S. murans
quando comparada com as secrecdes de individuos livres de carie. Obtiveram ainda que
inibidores de crescimento para essa bactéria nfio foram aparentes quando salivas de livres
de carie eram adicionadas a um meio de cultura a base de aminoacidos. Em 1983, esse
mesmo grupo de pesquisadores (COWAN et al., 1983) comparou o crescimento de uma
cultura de S. mutans (VA-29R) em substratos liquidos cujas fontes de nitrogénio eram as
proteinas das salivas de individuos livres de cdrie e carie-ativos. Nas culturas com saliva
proveniente de pacientes do segundo grupo (carie-ativos) observou-se um crescimento
significativamente maior (p = 0,05) de S. mutans, 0 que veic a confirmar os resultados do

trabalho anteriormente publicado por esses autores.
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3 PROPOSICAO

Com base na observacdo de que a literatura especializada contempla poucos estudos
acerca da variabilidade genética de estreptococos cariogénicos em individuos “livres de
céries”, a proposicio primeira deste trabalho de pesquisa € analisar o perfil de colonizagéo
dos Streptococcus mutans presentes na cavidade de individuos livres de carie envolvendo a
detecgiio do polimorfisme genético destes microrganismos através da técnica de
eletroforese de isoenzimas (MLEE).

A plena compreensdo da estruturacio populacional dessas bactérias num grupo
humano com caracteristicas tdo particulares, muito provavelmente, contribuird de forma

positiva no melhor entendimento da doenga carie.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Selecido dos voluntirios

Foram selecionados 8 voluntéarios, alunos do curso de graduagiio em QOdontologia da
Faculdade de Odontologia de Piracicaba, Universidade Estadual de Campinas, de ambos os
sexos, com idade variando entre 17 ¢ 21 anos, que ndo estavam fazendo uso de medicagio
antibidtica ou imunossupressora nos tltimos seis meses, e que apresentavam indice CPOD
igual a zero (WAL TER & SHKLAIR, 1982), no momento das coletas.
4.2 Isolamento e confirmacio da identidade das linhagens de S. mutans

Aos voluntérios, foi solicitado que dispensassem saliva nfo estimulada em tubos de
rosca estéreis, até quantidade aproximada de 1mL, sendo que essas coletas foram realizadas
entre 8 ¢ 9 horas da manhi. Com o auxilio de uma cureta, foi realizada raspagem das faces
vestibulares e linguais dos dentes, para obtencfo de uma amostra significante da microbiota
da placa dental. O material origindrio do dorso da lingua foi coletado através de raspagem
com o auxilio de “*swab” estéril

As amostras de placa dental e dorso de lingua foram acrescidas de solu¢do salina
0,9% e, assim commo as amostras de saliva, foram submetidas a 30 segundos de vibragio em
um agitador de tubos (Phoenix — AT 56), visando a obtenciio de uma suspensfo uniforme.
Em seguida, as mesmas foram diluidas em série decimal de 10™ a 10° em solugdo salina a
0.9%.

Para o cultivo de S. murans, aliquotas de 0,1ml de cada diluigdo foram moculadas
em duplicata em placas de Petri, contendo Mitis Salivarius Bacitracina Agar (MSB), em
anexo. Apos incubaciio a 37°C por 24-48 horas em atmosfera com pCO, de 10% (Cole-

Parmer®), foram tomadas entre 10 a 20 colénias de Streptococcus grupo mutans crescidas
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em diferentes pontos da superficie do meio de cultura, de forma aleatdria, que foram
transferidas, cada uma, para tubo de cultura contendo caldo de infusdo de cérebro e coracéo
(BHI), em anexo, € mantidos em condigdes otimas de desenvolvimento celular (37°C, pCO-
10%, 24-48 horas). Aliquotas de Imi. das amostras foram armazenados a —18°C em BHI-
glicerol a 10% (ANEXO) para manutengio das mesmas.

A identificagdo das cepas de Streprococcus do grupo mutans foi realizada através de
provas bioquimicas, seguindo-se 0s critérios adotados no Manual de Bergey’s (HARDIE,
1986), utilizando-se as provas de fermentacio de manitol, sorbitol, melibiose ¢ rafinose,
hidrolise de arginina, producfio de peroxido de hidrogénio e sensibilidade & bacitracina. As
inoculagdes foram realizadas sempre a partir de culturas recentes (24 horas) em BHIL

Para a identificacfio, foi seguida a tabela das caracteristicas bioquimicas para a
identificagdo da espécies de Strepfococcus do grupo mutans, de acordo com HARDIE
(1986) (TAB. 1).

Tabela 1: Critérios para determinacdo bioquimica das espécies de estreptococos grupo

mutans

s. S. s S.
Provas S. mutans S. rattus cricetus sobrinus S. ferus macacae downei
Sorotipos cef e b a d-g c c h
Fermentacio de:
Manitol + + + + + + + +
Sorbitol + + A + -+ + + o+
Melibiose + - + + Sk - - -
Rafinose + + + + ~Fk - + -
Producao de
H;0, . - - - + - - -
Hidrolise da
Arginina - - + - - - - -
Resisténcia a
Bacitracina + + + - + - - -

(*) algumas cepas podem dar resultado negativo; (¥*) algumas cepas podem dar resultado positivo.
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4.2.1 FermentacZ@o de Carboidratos

Nesta prova bioquimica foi wutilizado o meio base constituido por caldo de
tioglicolato sem dextrose ou outro actcar, 1,5% de dgar e 0,0016% de pirpura de
bromocresol. Apé&s dissolucdo dos componentes em 4gua destilada, o pH foi acertado para
7.0 € os substrato s manitol, sorbitol € mmelibiose foram adicionados na propor¢io final de
1,0%, respectivamnente, e o meio foi esterilizado a 121°C por 15 minutos. Para a rafinose,
o meio base foi previamente autoclavado e a solugdo do agicar esterilizada por filtracéo,
utilizando-se memnbranas filtrantes com poros de 0,22pm (Millipore), na proporgio final
de 1,0%. Os meios contendo os diferentes agicares foram distribuidos em placas de Petri
em aliquotas de 20 mlL.

Por meio de um repicador de Sreer, foram inoculados 5pL das culturas de 24 horas
nas placas contendo os diferentes carboidratos, e estas foram incubadas nas mesmas
condi¢des anteriores. A primeira leitura foi realizada apds 24 horas. A prova é

considerada positiva quande houver viragem do indicador de pH, da cor plrpura para a

amarela (ANEXO).
4.2.2 Producio de Peroxido de Hidrogénio

A prova de producio de peroxido de hidrogénio foi realizada segundo
WHITTENBURY (1964). O pH do meio base foi ajustado a 7,2, sendo esterilizado em
autoclave a 121°C por 15 minutos. A seguir, o meio foi resfriado até atingir uma
temperatura proxima a 45°C, e foram adicionados 5,0ml de uma mistura de sangue

desfibrinado de carneiro e dgua destilada estéril, em partes iguais, e ainda uma solucio de
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0,1g de orto-dianisidina em 5,0mlL de 4gua destilada estéril, sendo o meio total aguecido
em banho-maria fervente por 15 minutos, e distribuido ainda quente em Placas de Petri.

A semeadura a partir das culturas das cepas em BHI, consistiu de 3 inoculacdes
proximas, tipo “picada”, feitas com agutha de platina diretamente no meio de cultura. As
placas foram incubadas em pCO; 10%%, por um periodo de até 7 dias a 37°C. A producsio
de peréxido de hidrogénio ¢ detectada pelo aparecimento de um halo marrom-escuro ou
preto em torno do crescimento (ANEXO).

4.2.3 Resisténcia a Bacitracina

Ao meio base utilizado no teste de fermentagfio de manitol (SHKLAIR & KEENE,
1974), acrescido de duas unidades internacionais de bacitracina por mililitro, foi
adicionado 1,0g de manitol para cada 100ml. do meio, que foi autoclavado. Apds
resfriamento até cerca de 45°C, foi adicionada a bacitracina (0,0037%) esterilizada por
filtragdo, e 0 meio foi distribuido em aliquotas de 20mL em placas de Petri.

Apés a serneadura, as amostras foram incubadas em pCO; 10% por até 72 horas a
37°C. O crescimento do microrganismo indica sua resisténcia ao antibidtico presente no
meio, observada com a mudanga da cor purpura para amarela, indicando a fermentacio do
manitol (ANEXO).

4.2.4 Hidrolise da Arginina

Esta prova se baseia na produgdo ou nfio da enzima arginina-desaminase, a qual
libera amdnia ac agir sobre o substrato arginina. A capacidade das cepas de hidrolisarem
arginina produzindo amonia, foi testada como preconizado por NIVEN er al. (1942) e
preparado segundo AZEVEDO (1988).

O meio de cultura utilizado nesta prova bioquimica é composto por: 0,5% extrato
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de levedura, 0,5%% triptona, 0,2% fosfato dipotassio, 0,05% glicose, 0,3% D-arginina HC],
sendo o volume final obtido pelo acréscimo de agua destilada. As cepas foram semeadas
transferindo-se 0. 1mL do indculo para os tubos contendo o meio de cultura, e estes foram
incubados a 37°C: durante 48 horas. Apos o periodo de incubacio, foram adicionadas duas
gotas do reativo de Nessler a cada tubo. A presenga de amdnia na cultura, evidenciada
pelo aparecimento de coloracdio alaranjada, indica reacfio positiva enquanto que a
coloragiio amarela indica prova negativa (ANEXQO).

4.3 Eletroforese de isoenzimas (Multilocus Enzyme Electrophoresis-MLEE)

As linhagens que confirmadamente (provas bioquimicas) sio S mutans e sua
linhagem-tipo (A TCC25175) foram cultivadas a 37°C, pCO, 10%, por 24 horas, em frascos
com 400mlL de caldo de infusdio de cérebro e coragiio (B.H.L).

Ap6s 24 horas de incubag@io, as culturas foram centrifugadas a 2000g e os
sedimentos foram lavados duas vezes com tampdo fosfato de potéssio 40mM (pH 7.5),
transferidos para tubos de 2mL com tampa de rosca e os prescipitados finais ressuspendidos
em aproximadamente 250ml. desse mesmo tampdo, aos quais foram adicionados pérolas de

vidro (0,45-0,553mm J) previamente tratadas com 4cido cloridrico 1:1 (FIG. 2), em

quantidades iguais a de massa celular (=500mg). Os tubos foram adaptados em um
disrruptor de célalas Bead Beater (Biospec, Inc.) (FIG. 3), onde foram agitados a 4500rpm
por 1 minuto, ems 2 tomadas de 30 segundos com intervalo de 5 minutos quando os tubos
foram mantidos em gelo. Uma centrifugacio a 5000¢ forneceu os sobrenadantes com as

proteinas citoplasmaticas 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).

Tampéo Fosfalo

Péroia de vidro

Massa celular

Figura 2 - Tubo pldstico com rosca Figura 3 - Disrruptor de células BeadBeater® (Biospec
(2ml) empregado na exiracfo de Products, Inc.).

proteinas de Streplococcus mutans.

Tampio Fosfato (z250pL); pérola de

vidro (z 500mg); massa celular

{=500mg).

- Wicks

Solucio
protéica

Figura 4 - Centrifoga Refrigerada  Figura 5 - SolugHo protéica (= Figura 6 - Wicks embebidos

HAWK 15/05 Mod MSBOGS.CR2Z.H 230ul) armazenada em tubos em solugio protéica (= 251L.)

(SANYO Gallenkamp PLC). Eppendorf {1,5mL)a - 70°C. ¢ armazenada em Eppendort
{1,5mL)a—T0°C.

30



A eletroforese foi processada em suporte de amido (SMITHIES, 1955) de milho
(VAL e ¢l., 1981) hidrolizado (Penetrose 30, das Refinacbes de Mitho Brasil Lida). O
amido foi dissolvido até concentragcfio final de 13%, sob aquecimento em forno de
microondas € agitacdo, em soluclio tampdo do gel (ANEXO), especifica para as enzimas
analisadas, de acordo com SELANDER er al. (1986) ¢ GILMOUR er al. (1987) (FIG. 7A,
7B ¢ 7C). Depois de completamente dissolvido o amido, a mistura foi vertida em molde de
acrilico de 200x120x10mm {ALFENAS ef a/., 1991) (FIG. 8A ¢ 8B}, onde permaneceu até
resfriamento, quando entdo, fo1 feito um corte longitudinal a 25mm de uma das margens, na
sua maior extensdo. A menor porgdio fatiada do gel foi afastada e na fenda formada foram
inseridos os “wicks” com as amostras (FIG. 9). As duas partes do gel foram novamente

unidas e todo o conjunto foi levado ao refrigerador.

Figura 7 - A. Frasco de Erlenmeyer (1000 mL) contendo Penetrose 30% a 13% em tampo 1:30 Tris-citrato
{TC) pH 8.,0; B. Formno Microondas M-34 (CCE Eletrodomeésticos S/A); €. Gel de amido ap0s o cozimento.
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thur 8 - A. Molde de “acrilico (200x939mm} sobre uma base de vidro reguldvet;
B. Gel de amido em molde de acrilico.

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

Os moldes foram colocados sobre as cubas contendo o sistema de tampdes
adequado para a enzima estudada (SELANDER ez al., 1986) que foram conectadas ao gel
através de pontes de tecido (Perfex®) embebidas de tampfo.

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 cotoncte de algodfo hidrofilo. Os géis foram

novamente reunidos ¢ o procedimento eletroforético foi reiniciado, over-night, até que o
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indicador de migragdo deslocasse aproximadamente 80-100mm a partir da linha de
aplicagio, 0 que pode ser observado, devido a colocagio de 2 “wicks™ embebidos com

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

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

Ao término da corrida eletroforética, a fonte foi desligada, o gel foi retirado ¢
fatiado na sua altura, em ldminas de aproximadamente 1,5mm de espessura por intermédio
de réguas sobrepostas ¢ de um fio de diimetro minimo (linha para pesca n° 15) (FIG. 11).
Essas fatias foram removidas para cubas de porcelana de fundo branco e nelas foram feitas

as revelagOes das enzimas (FIG 12).

Figura 11 - Sisterna para laminaglio do gel de amido.  Figura 12 - Gel de amido em ldmina pronta para
Mesa de acrilico, réguas (1,5mm de expessura) e fio  coloragfo.
para pescan® 15.
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Os sistemas enziméticos analisados foram (SELANDER ef al., 1986; GILMOUR ¢
al., 1987; ALFENAS et al., 1991): alcool desidrogenase (ADH), lactato desidrogenase
(LDH), malato desidrogenase (MIDH), isocitrato desidrogenase (IDH), aspartato
desidrogenase (ASD), glucose desidrogenase (GDH), manitol desidrogenase (MADH),
sorbitol desidrogenase (SDH), aconitase (ACO), enzima malica (ME), catalase (CAT),
superoxido dismutase (SOD), transaminase glutdmico-oxalacética (GOT), o-esterase
(EST), B-esterase (EST), leucina aminopeptidase (LAP), glicosil transferase (GTF),
peroxidase (PO), c-amilase (a-AM), manitol 1-fosfato desidrogenase (M1P).

4.4 Anilise dos padrdes eletroforéticos

As imagens positivas dos géis da MLEE, foram capturadas por um “scanner”
Hewlett®-Packard modelo ScanJet 4C/T ¢ transferidas para a interface de analise de géis do
programa SigmaGel  for Windows  (Jandel Scientific), onde foram feitas as
determinagdes dos valores de mobilidade relativa (Rm) para cada banda eletroforética, em
funcdio da disténcia de migragio distal do azul de bromofenol (na MLEE).

A analise comparativa dos perfis da MLEE dos isolados de cada voluntario,
acessada pela sorna de todos sistemas enzimaticos, permitiu observar a ocorréncia ou nio
de um ou mais clones de S. mutans na saliva, biofilme bacteriano e dorso da lingua desses
voluntarios com indices CPOD iguais a zero. Os isolados que apresentaram mesmo tipo
eletromorfico (ET) foram considerados com sendo um mesmo clone bacteriano.

Com a finalidade de confirmacfo matematica, os perfis de todos os isolados (em
seus valores Rm) foram convertidos em matriz de dados bindrios, na qual a presenga de

uma banda num dado Rm recebeu valor 1 e a auséneia recebeu valor (. Essa matriz foi
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plotada no programa NTSYS verso 1,7 (Applied Biostatistics, Inc.) que forneceu,
mediante a aplicag&io do coeficiente de associacio Simple Matching (SNEATH & SOKAL,
1673), uma matriz de similaridade que apos tratamento com o algoritmo UPGMA forneceu

um dendrograma de similaridade, com o agrupamento dos possiveis clones formados.



5 RESULTADOS

5.1 Identificacio das espécies de estreptococos cariogénicos

Os resultados obtidos nos testes de identificagfio de Streprococcus do grupo mutans,

a partir das amostras de saliva, placa dental ¢ dorso de lingua de voluntdrios que no

apresentam céries €/ou restauragfes referentes a céries anteriores, permitiram a classificaco

em espécies diversas, conforme pode ser observado na TAB. 2 e GRAF 1.

Tabela 2: Distribuicio e freqii€ncia de amostras de Streptococcus do grupo mutans

isoladas de diferentes nichos da cavidade oral de voluntarios livres de céarie

Michos da cavidade oral

Espécies isoladas Saliva | Placa dental | Dorso de lingua | Total Yo
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

Grafico 1: Distribuicio e fregiiéncia de Streprococcus do grupo mutans de

voluntarios livres de cérie nos nichos pesquisados

saliva

placa dentai

dorso de lingua

2 8. mutans
ES. sobrinus
[18. rattus

S. cricetus
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Dentre as 668 amostras de Streprococcus do grupo mutans obtidas, a maioria dos
microrganismos encontrados na cavidade oral de voluntirios livres de cérie foram
identificadas como sendo da espécie Streprococcus mutans {70,36%) seguido de S. sobrinus
(13,47%), §. cricetus (7,19%), S. rattus (4,94%) e S. ferus (4,04%). De acordo com a TAB.
2 ¢ o GRAF 1, as espécies S. mutans € 8. sobrinus foram predominantes na saliva com 200 e
72 amostras, respectivamente, enguanto que na placa dental, a predominincia foi de S.
mutans seguida de S rattus (128 e 21, respectivamente) € no dorso de lingua, a
predominincia foi de 8. mutans ¢ S. ericetus (142 e 18, respectivamente).

Dos isolados identificados, por provas bioquimicas, 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 as etapas de identificacfo dos isolados, procedeu-se a padronizacéo
da técnica de eletroforese de isoenzimas, empregando-se os extratos celulares de
Streptococcus mutans (linhagem ATCC-25175 e trés isolados clinicos), Staphylococcus
aureus (linhagem 1LM-003) e Candida albicans (linhagem CBS-562).

Dentre todas as enzimas ensaiadas durante o processo de padronizacio, observou-se
que a maioria das desidrogenases [alcool desidrogenase (ADH), lactato desidrogenase
(LDH), malato desidrogenase (MIDH), isocitrato desidrogenase (IDH), aspartato
desidrogenase (ASD), glucose desidrogenase (GDH), manitol desidrogenase {MADH),
sorbitol desidrogenase (SDH), aconitase (ACO), enzima malica (ME)], superdxido

dismutase (SOD), o-esterase (EST), B-esterase (EST), peroxidase (PO), a-amilase {a-AM)
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e catalase (CAT) nfo forneceram perfis eletroforéticos detectaveis para S. mutans, mesmo
em extratos obtidos a partir de diferentes subcultivos. Todas as enzimas acima citadas
foram separadas em tampic A, de acordo com os protocolos propostos por SELANDER ef
al. (1986).

Como nfo foram obtidos perfis eletroforéticos para a maioria das enzimas
pesquisadas optou-se por acrescentar mais dois tampdes da cuba ¢ do gel, C e D, na
intencio de se obter um possivel maior niimero de enzimas expressas. Contudo, mesmo
com a inclusdo desses dois novos sistemas de tampdes, continuou-se nfo obtendo bandas
eletroforéticas para as enzimas acima assinaladas. Foi descartada a possibilidade de que os
reagentes pudessem estar comprometidos, uma vez que, embora nfo 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 aquelas
detectaveis pela t€cnica, ou mesmo ndo sejam produzidas pelo S. mutans.

No caso especifico da glicosil-transferase (GTF), era esperada a ocorréncia de
bandas eletroforéticas, visto que essa enzima € sabidamente produzida por S. mutans.
Contudo, mesmo alterando-se as diferentes possibilidades de tampdes da cuba e do gel,
bem como diversos protocolos de detecclio, nfio foi possivel detectar-se a ocorréncia de
bandas eletroforéticas. Resultado similar foi observado para os outros microrganismos-
controle empregados paralelamente.

Os sistemas enzimaticos manitol 1-fosfato desidrogenase (M1P} ¢ leucina
aminopeptidase (LAP) em tampdo A, e transaminase glutdmico-oxalacética (GOT) em
tampdo D, forneceram perfis eletroforéticos detectiveis e com capacidade discriminatéria

infra-especifica.
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Para que @ analise dos tipos genéticos fosse a mais fidedigna possivel, optou-se por
elevar-se 0 ntimero de marcadores isoenzimaticos, com a inclusdo de {rés novos sistemas
enzimaticos: manose fosfato isomerase (MPI), nucleosisio fosforilase (NSP) e fenilalanil
leucina peptidase (PLP). Para a deteccfo do polimorfismo das amostras, em relacdo a essas
{rés enzimas empTegou-se os seguintes sistemas-tampdo, de acordo com SELANDER ez al.
(1986): tampdo A [Tris-citrato pH 8 (cuba) e Tris-citrato pH 8 1:30 (gel)], tampdo B [Tris-
citrato pH 6,3 (cuba) e Tris-citrato pH 6,7 (geD)], tampdo C [Borato pH 8,2 (cuba) e Tris-
citrato pH 8,7 (gel)] e tampdo D [Hidrdxido de litio pH 8,1 (cuba) e Hidréxido de litio
(1:9)-Tris-citrato pH 8,3 (geD)]. As trés enzimas foram bem resoividas no sistema de
tampdes A, que passou entdo a ser empregado na analise dos isolados.

Nos testes-piloto conduzidos, os sistemas enziméaticos NSP, PLP e MPI forneceram
resultados satisfatorios, permitindo assim como no caso da MIP, LAP e GOT a plena
distingio de cepas nfo relacionadas provenientes de fontes diversas. A inclusdo desses
novos trés sistermas enzimaticos elevou a capacidade do teste em segregar os diferentes
tipos genéticos da bactéria, a despeito do tempo gasto na padronizagio das condigdes de
deteccdo.

As FIG. 13 a 20 representam os diferentes eletroforegramas derivados da detecgéo
das enzimas MPI, NSP, PLP, LAP, MIP e GOT, para o Streptococcus mutans dos
diferentes voluntérios, nos diferentes sitios (dorso de lingua, placa dental e saliva). A
expressio das bandas nos diferentes sistemas enzimdticos seguiu um padrio de
evidenciamento de multiplos /oci, codificando formas alternativas das enzimas, como pode
ser observado nos eletroforegramas. Em alguns casos, como, por exemplo, na LAP do

voluntaric A (FIG. 13), observou-se a existéncia de um Gnico locus codificando a enzima.
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Na mesma figura, pode-se observar a expressfic alternativa de dois diferentes Joci
codificando uma inica cépia da enzima, como no caso da NSP. Duas variantes enzimaticas
codificadas por /oci independentes podem ser observadas ocorrendo na expressio da GOT
dos estreptococos cariogénicos do voluntério G (FIG. 17). Em algumas ocasides, pode-se
mesmo detectar a pluri-expressdo de 3 diferentes formas da transaminase ocorrendo
simultaneamente nas bactérias (FIG. 18). A expressio nula de alguns Joci, isto €, o ndo
aparecimento de bandas perceptiveis, pode ser evidenciado no bandeamento da I.AP das
bactérias do voluntario E (FIG. 16).

De acordo com os diferentes perfis de bandeamento enzimaticos acessados nas
diferentes figuras, pode-se inferir que um mesmo voluntario estava, no momento das
amostragens, colonizado por mais de umn tipo clonal de S. mutans. Com a finalidade de se
comprovar tal achado, foram gerados os dendrogramas baseados nas médias aritméticas

nfio-ponderadas de similaridade-UPGMA (FIG. 21 a 28).
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Figura 13: Eletroforegrama representativo dos perfis de migragio das enzimas MPI, NSP, PLP, LAP, M1P e GOT para isolados de

Streptococcus mutans obtidos a partir do dorso de lingua, placa dental e saliva do voluntario A

Dorso de lingua Placa dental Saliva vf
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leuains aminopeptidase (LAP)
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AD = Cepas de dorso de lngua do voluntdrio A; AP = Cepas de placa dental do voluntdrio A; AS = Cepas de saliva do voluntario A
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Figura 14: Eletroforegrama representativo dos perfis de migracio das enzimas MPL, NSP, PLP, LAP, M1P e GOT para isolados de

Streptococcus mutans obtidos a partir do dorso de lingua, placa dental e saliva do voluntario C

Dorso de lingua Placa dental aliva vf
¢D31L €D32 D33 CD34 Cp3s Cpid CS2 C315 €833 (§35 <837 es3s
manvse fosfato laomerase (MPI)
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€D = Cepas de dorso de lingua do voluntirio C; CP = Cepas de placa dental do voluntdrio C; CS = Cepas de saliva do voluntdrio C
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Figura 15: Eletroforegrama representativo dos perfis de migragio das enzimas MPI, NSP, PLP, LAP, MIP e GOT para isolados de

Streptococcus mutans obtidos a partir do dorso de lingua, placa dental e saliva do voluntario D

Dorso de lingua Placa dental Saliva zf
©D31 DD2 DD33 DD34 DD35 D36 DD37 DD38 DDA DD40||DPAL DE32 DP33 DP34 DP3S D36 DP37 DP36 DP3S DR40|[(DS31 DE33 DS34 DIIS DI36 DEIT DS36 DS3S DS40 DSdl
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manitol l-foafato desidrogenase {(MIP}

i £ 8

gilutamato oxaloacetato transaminase (GOT)

—

F~————~-—m

DD = Cepas de dorso de lingna do voluntirio D, DP = Cepas de placa dental do voluntario D; DS = Cepas de saliva do voluntario D
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Figura 16: Eletroforegrama representativo dos perfis de migragfio das enzimas MPI, NSP, PLP, LAP, M1P e GOT para isolados de

Streptococcus mutans obtidos a partir do dorso de lingua, placa dental e saliva do voluntario E
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ED = Cepas de dorso de lingua do voluntario E; EP = Cepas de placa dental do voluntdrio E; ES = Cepas de saliva do voluntario E
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Figura 17: Eletroforegrama representativo dos perfis de migragio das enzimas MPL, NSP, PLP, LAP, M1P e GOT para isolados de

Streptococcus mutans obtidos a partir do dorso de lingua, placa dental e saliva do voluntario G
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G = Cepas de dorso de lingua do voluntério G; GP = Cepas de placa dental do voluntirio G; GS = Cepas de saliva do voluntario G
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Figura 18: Eletroforegrama representativo dos perfis de migragio das enzimas MPI, NSP, PLP, LAP, MIP e GOT para isolados de

Streptococcus mutans obtidos a partir do dorso de lingua, placa dental e saliva do voluntario 1

Dorso de lingua Placa dental Saliva xf
In31 1032 ID33 I35 ID36 ID37 ID30 ID39 ID4L ID42[[IPl IPS IP8 IP31 IP32 IP33 IP34 IP3S TIPS IP3T7)JIS1 IS3 I834 1835 IS36 I837 1§38 1839 Irad40 Ia41
manoses fosfato Laomevase (MEPL)
— v— — 0.8%
L .k 7 _x: __F 3 3 B 3 3 J  _J R | . _____F ] b 5 F 3§ 3 R . N - g ¢.5¢
nugleosidio fosforilase (NSPR)
—— — ] .87
- £ 5 5§ 3 5 2 5 27 __: _F B | W — I " M N S W S I RN S e e 079
fonllalanil lewoina peptidase (PLP)
—— w—" — 0.88
L. s ¢ ¢ __§ ¢ __§ &8 B B § _§ ___§ | T — N 1z X 5 B 3 3 _ B ~_F .. " 6.66
laucina aminopeptidase (LAD)
... ¢ ¢ 8% 3 ¢ __§ _§ 3 || _§ ___§ | ¥ | RN A S S T N N I TN S e e - 00
m—— — — 0.65
manitel 1-fosfato desidrogenase (MLF)
0.40
glutamato oxaloacedats transaminase (GOT)
L5 & 3 ¢ R ____§ ___§ | AR - T — SR S—— A 0.83
0.86

H

&2

ID = Cepas de dorso de linguna do voluntario I, IP = Cepas de placa dental do voluntario I, IS = Cepas de saliva do voluntario 1
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Figura 19: Eletroforegrama representativo dos perfis de migragdo das enzimas MPI, NSP, PLP, LAP ¢ M1P para isolados de Streptococcus

mutans obtidos a partir do dorso de lingua, placa dental e saliva do voluntario O

Dorse de lingua Placa dental Baliva vk
CD31 0OD32 0D33 OD34 O0p3S 0DA6 0D37 OD36 Ob39 OD40||OR31 OP3Z OR33 OR35S OP36 QP37 OP3S OP40 OP42 OP43]j08S31 0832 0533 0834 0835 0836 0837 0938 0339 0840
manose foafato isomeorase (MPI}
0.55
SO R aa— w—— o oy © 95
N WA S S N SN MNN NSNS SSTN IV N W S A —— [ T TN NN S N SR R R e 50
nucleosidic fosforilase (N3P}
N R — —— 9.87
M N NN N SN RN SUNEE NN SN M R S S S P I I NN SR EOS FTRR R S e e O 82
fenilalanil leucina peptidase (PLP)
AU S W S s—— o 085
SO SUNO NSO BN NN S A S S D MR S A I ENENS EEENAE MW NIRSE SEHUI DU R BN wa amsm O - S0
leuaing aminopeptidane (LAR)
AR TRRRN AROA AR S TAEE MRS MMM NN TN NS RSN BN BN NI WU RSN SN S JU N AN WO NN G NSONS osy B s U - 87
— —— ¢.80
manitel I-fosfato dealdrogenase (M1P)
NI NN MRS MOUNY WNS DI S S N S S SN N SNSRI SN SR A AN S S Y S DN SN ENM ERSEN ANRCH W S e O 71
glutamato oxaloacetato transaminase (G0T)
Sl MO BNSRSS SvwE n——— 0.88
R s O 82
W WIS W WS T SR M S SN P — AEEES D (L R S S PR p——— s =R g

OB = Cepas de dorso de lingua do voluntario O, OP = Cepas de placa dental do voluntirio Q; OS = Cepas de saliva do voluntdrio O
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Figura 20: Eletroforegrama representativo dos perfis de migraggo das enzimas MPI, NSP, PLP, LAP, MIP e GOT para isolados de

Streptococcus mutans obtidos a partir do dorso de lingua, placa dental e saliva do voluntario R
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RD = Cepas de dorso de lingua do voluntirio R; RP = Cepas de placa dental do voluntdrio R; RS = Cepas de saliva do voluntirio R



Figura 21: Dendrograma representativo do agrupamento de tipos genéticos idénticos de
Streptococcus mutans ocorrendo simultaneamente na cavidade bucal do voluntdric A,

determinados pela MLEE
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A FIG. 21 evidencia a ocorréncia simultinea de quatro tipos genéticos de S.mutans
na cavidade bucal do voluntario A. O clone predominante mostrou-se disperso nos
diferentes pontos de colheita (dorso de lingua, placa dental e saliva), sem concentrar-se
num deles, em especial. Dois outros clones menores mostraram uma tendéncia de
colonizacio sitio-especifica para dorso de lingua ¢ placa bacteriana dental, respectivamente.
Contudo, a cepa AP, isolada de placa dental, mostrou maxima semethanca {(Sqq = 1,0000)

com os isolados do dorso de lingua.
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Figura 22: Dendrograma representativo do agrupamento de tipos genéticos idénticos de
Streptococcus muians ocorrendo simultapeamente na cavidade bucal do voluntario C,

determinados pela MLEE
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Na FIG. 22, pode ser observada a ocorréncia simultinea de seis diferentes clones de
S. mutans colonizando a cavidade bucal do voluntario C. O clone predominante, com 5/12
(41,6%) casos, mostrou-se concentrado no dorso de lingua e na saliva. Qutros clones
menores mostraram-se dispersos, sem uma tendéncia de colonizacfio sitio-especifica. A
partir da placa bacteriana dental, foi isolada uma tnica cepa {cepa CP14) que apresenta alta
similaridade (Ssm = 0,9230) com os isolados do clone de maior incidéncia. Isso foi devido a
detecgiio de uma banda de GOT de wvalor 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 identicos de
Streptococcus mulans ocorrendo simultancamente na cavidade bucal do voluntario D,

determinados pela MLEE
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Uma colonizagio por trés diferentes clones pode ser observada na FIG. 23, que €
representativa do polimorfismo enzimdtico para S. mufans do voluntdrio D. O clone
dominante numérico, com 21/30 (70,0%) isolamentos, mostrou-se colonizador absoluto do
dorso de lingua e da placa dental, além de ser também encontrado na saliva (um
isolamento). Qutros dois clones menores mostraram-se coexistentes na saliva, sem

apresentarern fixacdo a nenhum tecido estudado.
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Figura 24: Dendrograma representativo do agrupamento de tipos genéticos idénticos de
Streptococcus mulans ocorrendo stimultancamente na cavidade bucal do voluntirio E,

determinados pela MLEE
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O clone que apresentou © mnaior numero de isolamentos (11/24) a partir da
microbiota bucal do voluntario 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 cariogénicos. Qutros dois clones mostraram-se detectdveis apenas

na saliva, sem mostrar adesdo a qualquer espécie de superficie.
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Figura 25: Dendrograma representativo do agrupamento de tipos genéticos idénticos de
Streptococcus mutans ocorrendo simultancamente na cavidade bucal do voluntdrio G,

determinados pela MLEE
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Tanto o eletroforegrama da FIG. 17, quanto o fenograma da FIG. 25, mostram a
prevaléncia de uma variante clonal dispersa € passivel de isolamento dentre a maioria das
cepas de S. mutans obtidas da cavidade bucal do voluntério G. Os sitios que apresentaram
maior pluralidade de isolamentos foram a placa dental ¢ o dorso de lingua, ambos com trés
clopes. No momento da amostragem, a saliva do voluntdrio atbergava dois clones, sendo

um deles o dominante numérico € o outro, um clone niio relacionado (Sgy = 0,4430).
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Figura 26: Dendrograma representativo do agrupamento de tipos genéticos idénticos de
Streptococcus mutans ocorrendo simultaneamente na cavidade bucal do voluntdrio I,

determinados pela MLEE
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Dentre os trés tipos genéticos de S. mutans detectados na cavidade bucal do
voluntario I, um deles se sobressal em relagdo aos demais, como dominante numérico. Esse
clone é encontrado em todos o0s sitios intra-bucais analisados (FIG. 18). Os outros dois
clones encontram-se muito distanciados desse, com Sgym = 0,0513. A pequena divergéncia
existente entre esses dois clones “menores” (Ssy = 0,8330) é derivada da néc-expresséo de

um locus de GOT (FIG. 26).
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Figura 27: Dendrograma representativo do agrupamento de tipos genéticos idénticos de
Streptococcus mastans ocorrendo sumnultaneamentie na cavidade bucal do voluntdrio O,

determinados pela MLEE
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O extenso polimorfismo enzimatico detectado nos isolados de S. mutans da placa
dental € da saliva do voluntario O (FIG. 19) levou a construcio de uma arvore de
similaridade com sete variantes genéticas da bactéria (FIG. 27). A despeito desse relativo
mimero de clones, um deles apresenta-se como o predominante, amplamente distribuido
(22/30) nos trés sitios de colheita. Parte dos outros clones apresenta uma certa semelhanga

entre si, principalmente alguns oriundos da placa dental (Sem = 0,7700).
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Figura 28: Dendrograma representativo do agrupamento de tipes genéticos idénticos de
Streptococcus wuetans ocorrendo simultancamente na cavidade bucal do voluntdrio R,

determinados pela MLEE
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O dendrograma representado na FIG. 28 apresenta a formaciio de quatro
agrupamentos {clusters) de isolados com similaridade maxima (Sgmq = 1,0000) e duas
linhagens de S. mutans nio-emparelhadas (RS3 ¢ RS7). Esses agrupamentos representam
diferentes clones que encontravam-se espalhados pela cavidade bucal do voluntario R
segundo uma tendéncia sitio-inespecifica, mesmo com a existéncia de um clone sendo

recothido quase gue exclusivamente do dorso de lingua.
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Figura 29: Dendrograma representativo do agrupamento de tipos genéticos de
Streptococcus miitans ocorrendo nas cavidades bucais dos voluntarios determinados pela

MLEE
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Apés a determinagdo dos perfis MLEE de 8 muans de todos os voluntarios foi
construido um dendrograma {FI1G. 29) onde foi tomado um representante de cada clone. O
acesso aos clusters mostrou que ¢ valor de similaridade maxima (Sgy = 0,9630) foi
verificado somente entre tipos clonais oriundos do mesmo voluntario.

Pode-se observar na TAB. 3 o total de perfis genéticos encontrados na cavidade oral
dos voluntarios, onde nota-se a ocorréncia de 3 a 7 variagdes clonais nos diferentes

individuos.

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

perfis genéticos encontrados em 8 voluntarios.

Voluntirios
A C D E G | 0 R
Perfis por
Voluntarios 4 6 3 6 6 3 7 6
Total de cepas

pesquisadas 30 12 30 24 23 36 30 22
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6 DISCUSSAO

O fato de que os cocos reunidos sob a denominacfic “estreptococos grupo mutans”
constituemm a principal por¢dic da microbiota envolvida nos mais variados processos
cariogénicos j& estd firmemente consolidado, conforme a ampla aceitagdio por parte da
comnunidade académica (ZICKERT ef al, 1983; TANZER, 1995; van PALESTEIN-
HELDERMAN et al., 1996; CAUFIELD, 1997). Dentre os diferentes membros desse grupo,
a espécie melhor representativa do potencial patogénico ¢, sem sombra de dividas, o S.
mutans, conforme as conclusGes de PEREIRA et al. (2000).

Das amostras obtidas, foi possivel o isolamento de estreptococos grupo mutans em
100% dos sitios pesquisados; resultado que diverge daqueles obtidos por WALTER &
SHKI AIR (1982), que nido detectaram a presenca de S. mutans em aproximadamente 20%
dos elementos livres de cdrie, ao passo que foi possivel o isolamento dessas bactérias em
todos individuos de um grupo de carie-ativos. Esses resultados, demonstram que mesmo nos
voluntarios livres de cérie, o isolamento dos estreptococos grupo mutans € uma constante e
que, portanto, a mera presenga desse grupo de microrganismos na cavidade bucal nfo deve
refletir em evidente atividade de cérie.

No levantamento por nés conduzido, a identificagdo dos estreptococos grupo mutans,
com base nas caracteristicas morfoldgicas e bioquimicas, permitiu a classificacio dos 668
isolados em cinco espécies: S. mutans (70,36%), S. sobrinus (13,47%), S. cricetus (7,19%),
S. rattus (4,.94%) e S. ferus (4,04%). Nao foram iscladas cepas de S. downei ou S. macacae,
o que estabelece uma concordincia com os achados de SPOLIDORIO (1997), que também

relatou o isolamento das cinco primeiras espécies na cavidade oral de escolares brasileiros.



Além de serem as espécies mais comumente isoladas, S. mutans e 5. sobrinus foram
também aquelas predominantes na saliva (200 e 72 isolados, respectivamente}, ao passc que
na placa dental, a predominancia foi de S. mutans seguido de S. rattus (128 ¢ 21 isolados,
respectivamente) € no dorso de lingua, a predominéncia foi de S. mutans e S. cricetus (142 e
18 isolados, respectivamente). Tais resultados sfo importantes a medida que tem se isolado
mais freqiientemente S. mutans e S. sobrinus (BEIGHTON et al., 1987, KOHLER &
BJARNASSON, 1987, LINDQUIST & EMILSON, 1991b; AHMADY er al, 1993;
HIROSE et al, 1993), creditando aos mesmos uma importdncia maior no processo
cariogénico.

A observacio de que os diferentes nichos intra-bucais encontravam-se colonizados
por diferentes combinagdes de espécies altamente relacionadas fenotipicamente
(GRONROOS, 2000), sugere a hipdtese de que poderia ocorrer simultaneamente uma co-
colonizacdo por diferentes clones de uma mesma espécie, a qual tem sido investigada
através da analise do perfil de enzimas constitutivas, também conhecidas como isoenzimas.
Tal tipo de andlise permite a obteng&o de padrSes de bandeamento espécime-especificos
(fingerprints) € estd consolidada na literatura envolvendo bactérias (SELANDER &
LEVIN, 1980; SELANDER et al., 1985; SELANDER ef al., 1986; MUSSER et al., 1986;
HOFLING ef al., 1997), fungos leveduriformes (HOFLING & ROSA, 1999; ROSA ef al.,
1999; ROSA et al., 2000a; ROSA ez al., 2000b) e mesmo protozodrios (MELONI ef al.,
1988).

Os eletroforegramas (FIG. 13 a 20) mostram uma relativa variedade nos perfis de
expressio de bandas enzimaticas, denocotando a existéncia, a0 menos no momento das

coletas, de multiplos tipos genéticos de S. mutans fazendo parte da microbiota bucal dos
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voluntarios. ApoOs o tratamento numérico pelo coeficiente de associacio Simple Matching e
pelo algoritmo UPGMA, os dendrograras gerados (FIG. 21 a 28) permitiram a detecglio de
3-7 {média = 5,12) clones da bactéria ocorrendo nos diferentes voluntarios. A observagiio
de estes estavam colonizados por mais de um tipo genético de S. mutans discordam, em
principio dos achados de ALALUUSUA et al. (1994), que detectaram a ocorréncia de um
anico ribotipo da espécie bacteriana por individuo, que se repetia por dois anos seguidos.
Cabe salientar que a populagdio avaliada naquele estudo era composta de criancas 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 nimero de amostras por crianca era pequeno € que uma amostragem
melhor representativa, com o envolvimento de uma maior quantidade de isolados, poderia
elevar o nimero de variantes geneticamente distintas de 8. mutans por crianga. Outro fator
que pode conduzir & uma melhor compreensio da discordéncia entre 0s nossos resultados e
aqueles obtidos pelo grupo finlandés estd relacionado as diferencas nas faixas etarias das
populacdes amostradas. Enquanto em sua publicagio, ALALUUSUA et al. (1994)
avaliaram criancas na primeira infincia, a pesquisa que aqui se apresenta foi levada a termo
com um grupo de voluntarios na faixa de 17-21 anos de idade, cuja possibilidade de
aquisiciio de clones extra-familiares € sensivelmente maior (CAULFIELD et al. 1988;
CAULFIELD, 1997), com esses individuos, inclusive, ja tendo passado pelas ditas “janelas
de infectividade™ (CAUFIELD et al., 1991; CAUFIELD et al., 1993). Numa outra
publicagdo, ALALUUSUA et al. (1996) relataram novamente a monocolonizagdo por um
{mico ribotipo de S. mutans em criancas livres de céries. Porém, os mesmos autores

levantaram a hipotese de que poderiam estar detectando um ribotipo primério, € que outros
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clones, caso eles também existissem, estariam abaixo do nivel de detecgdo ou sua
proporgdo 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 investigacdo. A multicolonizagdo
detectada nos dendrogramas (FIG. 21 a 28) leva a uma concordéncia com os resultados
publicados por outros grupos de pesquisadores que trabalharam com pacientes pediatricos,
tais como KULKARNI ef al. (1989). J4 em mulheres adultas, com idades variando entre 18
e 34 anos, a diversidade genética de S mulans foi determinada pela ribotipagem por
GRONROOS et al. (1998), que obtiveram 1-4 (média = 2,05) clones por individuo.
Contudo, n6s ndo pudemos tragar qualquer paralelo acerca da saide dentaria dessas
mulheres e dos nossos voluntdrios, pois, os indices de carie das primeiras ndo estavam
disponibilizados na publicacio.

A proposigio da simultinea multicolonizago bucal por S. mutans foi anteriormente
apresentada por GRONROOS (2000). Entretanto, os individuos cuja microbiota foi
analisada eram criancas que haviam procurado o servico odontologico para tratamento de
caries dentarias. Essa observacio vem em favor de nossos resultados, uma vez que essa
autora detectou a ocorréncia de diferentes perfis AP-PCR para S. mutans isolado do
biofilme que revestia diferentes dentes de um mesmo paciente. Em nosso experimento, foi
empregado um pool placa por voluntario, o que deve ter juntado os clones bacterianos
oriundos dos diferentes dentes.

A constatacio de que um mesmo clone de S. mutans ndo tende a ocorrer nas

cavidades bucais de individuos sem proximidade familiar, apresentada na FIG. 29, esta em
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concordincia com os achados de CAUFIELD & WALKER (1989), LI & CAUFIELD
(1995) e CAUFIELD (1997). Os autores relatam que conduziram comparagbes dos
fingerprints de DNA cromossdmico bacteriano observando que dois isolados provenientes
de dois individuos nfio eram genotipicamente o mesmo, & excecdo dos casos de pares mie-
filho e frmio-irmdo.

O estabelecimento de qualquer correlagfo existente entre indices de cérie e nimero
de clones de S mutans ou de qualquer outra espécie cariogénica de estreptococo grupo
mutans deve levar em consideragéio outras variaveis que podem influir na interpretagéio. De
acordo com van PALESTEIN-HELDERMAN et al. (1996), diferencas na experiéncia de
cérie sio melthor explicadas em funcdo dos hébitos dietéticos do individuo que pela espécie
bacteriana envolvida. A variabilidade bacteriana, expressa em numero de clones, pode néo
ser tio determinante em individuos livres de caries e uma melhor avaliagiio dietética
deveria ser conduzida. ALALUUSUA et al. (1996) ressaltam que a existéncia de multiplos
tipos genéticos bacterianos na placa pode ser uma mera conseqiiéncia de circunstincias
favoraveis a4 colonizacfio de estreptococos grupo mutans, muito embora seja possivel que a
acdo simultdnea de algumas cepas com potenciais cariogénicos diversos possa elevar o
risco as caries.

Além da dieta, a higiene bucal, que supostamente ¢ melhor conduzida no grupo de
voluntérios escolhido {estudantes de Odontologia), € outro fator que merece consideragao,
quando se relaciona polimorfismo genético com experiéncia de cérie. E possivel que
individuos “bons controladores de placa”™ mantenham a populagdo de estreptococos
cariogénicos controlada abaixo das concentragdes sujeitas aos fendmenos de quorum

sensing, com expressdo de mutacinas. Tal possibilidade contribuiria no entendimento da
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relativa diversidade genética de 8. mutarns observada em determinados voluntérios, uma vez
que a pressdo seletiva exercida pelas mutacinas seria diminuida, possibilitando a
colonizagdo por novas variantes genéticas.

A deteccdio do polimorfismo genético de S. mutans presentes na cavidade oral de
individuos livres de carie, indicam a necessidade de maiores estudos comparativos,
inclusive, com individuos cérie-ativos, desejo futuro de nossas pesquisas. Os fatores
limitantes descritos anteriormente, como: experiéncia de cdrie, idade da amostragem e

produgdo de substincias exdgepas por esses microrganismos, poderdo ser melhor

entendidos, em conjunto com os varios relatos da literatura.
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7 CONCLUSOES

Os dados obtidos em nossa pesquisa, permitem concluir que:

1. A analise comparativa dos perfis isoenzimdticos pelo método Multilocus
Enzime Electrophoresis (MLEE), permite a deteccdo do polimorfismo
genético de S. mutars isolados da cavidade oral de mndividuos livres de
carie (CPOD = 0);

2. As espécies de estreptococos grupo mutans mais fregiientemente isoladas
do epitélio que recobre o dorso de lingua, do biofilme que recobre o
esmalte dentaric e da saliva de individuos “livres de caries” sio,
respectivamente, Streptococcus mutans e Streplococcus cricetus,
Streptococcus mutans € Streptococcus rattus e Streptococcus mutans e ©
Streptococcus sobrinus;

3. Nas amostras provenientes destes ecossistemas bucais analisados, estéo
presentes multiplos tipos genéticos de S. mutans

4. Nio se detecta a presenga simultdnea de um mesmo tipo clonal de
Streptococcus mutaris em dois individuos distintos e sem qualquer grau

de parentesco;
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ANEXO

1 Meios para Cultura e Identificaciio

1.1 Meioc Mitis Salivarius Bacitracina (MSB)

Mitis salivarius agar 90g
Sacarose 150¢g
Agua destilada q.s.p. 1000mL

Aguecer o meio até ferver para dissolugio completa. Esterilizar em autoclave durante 15
minutos a 121°C . Resfriar até 50-55°C. Adicionar a solugfo de Bacitracina (0,2U/mL)
esterilizada por filtracdo (Membranas filtrantes Millipore com poro de 0,22um). Dispensar

em placas de Petri previamente esterilizadas.

1.2 Caldo de Infusio de Cérebro ¢ Coraciio (BHI)

BHI 37g
Extrato de levedura Sg
Agua destilada g.s.p. 1000mL

Autoclavar a 121°C por 15 minutos.

1.3 Caldo de Infusio de Cérebro e Coracio Glicerol a 10% (BHI-Glicerol 10%)

BHI 37¢g

Extrato de levedura 5g

Glicerol 100mL

Agua destilada g.s.p. 1000mL

Autoclavar a 121°C por 15 minutos.
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1.4 Meio para identificacio de Fermentaciio de Carboidratos
1.4.1 Meio Tioglicolate Agar

Extrato de levedura 5g

Casitona I5g
L-cisteina 0.25g

Agar bacteriologico i5g

Acido tioglicolico 300pL
Manitol ou Melibiose ou Rafinose ou Sorbitol 10g

Agua destilada g-s.p. 1000mL
Seolucdo de Pirpura de Bromocresol

Purpura de Bromocresol 0,016¢
Alcool etilico 1mL

Solubilizar a parpura de bromocresol em alcool etilico.

Apds dissolugdo dos componentes do meio de tioglicolato em dgua destilada, corrigir o pH
para 7,0, acrescentar os substratos manitol ou sorbitol ou melibiose, na propor¢do de 1%
respectivamente ¢ a solugio de bromocresol. Autoclavar a 121°C por 15 minutos. Para a
rafinose, esterilizar previamente o meio base ¢ o agicar solubilizado em dgua destilada,

devera ser esterilizada por filtracdo (Membranas filtrantes Millipore com poros de 0,22um).

Distribuir os meios em placas de Petri.

1.4.2 Meio para identificaciio de Resisténcia a Bacitracina

O meio base de Tioglicolato Agar para prova de fermentacio de manitol devera ser
esterilizado em autoclave durante 15 minutos a 121°C . Resfriar até 50-55°C. Adicionar a
soluciio de Bacitracina (2U/mL) esterilizada por filtragio (Membranas filtrantes Millipore

com poro de 0,22um). Dispensar em placas de Petri previamente esterilizadas.
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1.4.3 Meio para identificacio da Hidrdélise da Arginina

Extrato de levedura 5g

Triptona Sg

Fosfato dipotéssico 2g

Glicose 0,5¢
D-arginina HC1 3g

Agua destilada g.s.p. 1000mL

Solubilizar todos os componentes em agua destilada e acertar o pH=7,2-7.4. Distribuir em
tubos aliquotas de aproximadamente 2 ml.. Autoclavar os tubos com meio por 15 minutos a
121°C. Inocular 0,1mL da cultura, incubar a 37°C por 48 horas. Apds o crescimento pingar

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

alaranjada.

Reativo de Nessler

Solugiio A:  Todeto de potassio 27,6g
Agua destilada SmL

Solugio B:  Bicloreto de mercurio 2,5¢
Agua destilada 10mL

Soluciio C:  Hidréxido de potassio 15g
Agua destilada 30mL

Dissolver o iodeto de potassio em Sml. de agua destilada (Sol. A)e, em seguida adicionar
pouco a pouco a solugio de bicloreto (Sol. B) dissolvida em banho-maria e adicionada a
quente, para evitar precipitagio ou dissoluc@io ndo homogénea. Ao esfriar, acrescentar a
solugio de hidroxido de potassio (Sol. C) e dgua destilada até completar o volume de
100mL. Deixar a solucdo em descanso para decantacio, sendo o sobrenadante

acondicionado em frasco dmbar, fechado com rosca e conservado em ambiente fresco.
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1.4.4 Meio para identificacio de Producfo de Perdxido de Hidrogénio

Extrato de carne 0,5g
Extrato de levedura 0,5g
Tween 80 0,05mL
Sulfato de manganés 0,0ig
Agar 1.5g
Agua destilada 90mL

Solubilizar o meio, ajustar o pH para 7,2 e esterilizar em autoclave a 121°C por 15 minutos.
Para cada 90ml. de meio acrescentar 5ml de uma solugio de sangue desfibrinado de
carneiro ¢ dgua destilada estéril misturadas em partes iguais, mais 5Sml de outra solugio de

0,1g de o-dianisidina em dgua destilada estéril. Aquecer a 100°C por 15 minutos. Dispensar

em placas de Petri.
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2 Solucdes Tampao

2.1 Tampio Fosfato de Potdssio 40 mM (pH 7,5)

KH,PO: 5:44¢

agua destilada g.s.p. 1000mL
Ajustar o pH com solugio concentrada de NaOH.

2.2 Tampdo Fosfato de Potdssio 0,1M pH 5,5
KH,PO; I 3,6g

dgua destilada q.s.p. 1000mL
Ajustar o pH com solugio concentrada de NaOH.

2.3 Tampao Fosfato de Sédio pH7,0

Solugdio A:  NaH;PO4 .H,0 27.6g

agua destilada g.s.p- 1000mL
Solugio B:  NapHPO, .TH;O 53,6g

agua destilada g.s.p. 1000mL

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

2.4 Tampao Tris-HC16,2M pH 8,0

Tris 24,2g

agua destilada g.s.p. 1000mL
Ajustar o pH com HCl, até pH igual a 8.
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2.5 Tampao A (T ris-Citrato pH 8,0)

Eletrodo: Tris 83,2¢
Ac. citrico . H,0 33,09¢
Agua destilada q.s.p. 1000mL
Ajustar o pH com acido citrico.

Gel: Tampdéo do eletrodo diluido 1:29.

2.6 Tampao D (Hidroxido de Litio)

Eletrodo: Hidroéxido de Litio .H,O 1,2g
Acido bérico 11,89¢
Agua destilada q.s.p. 1000mL
Ajustar o pH com acido bdrico até 8,1.

Gel: Tris 6.2¢g
Acido citrico .F,0 1,6g
Agua destilada q.s.p. 1000mL

Misturar o Tampio do eletrodo 1:9 com o Tampéo do gel, ajustar o pH=8,3.
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3 Solugdes para revelacio
3.1 MgCi; 0,1M

MgCl; .6H0O

agua destilada

3.2 MaCh 0,25M
MnChL 4H,O
agua destilada
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4 Sistemas de revelagdo

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

Acido L-aspartico 75mg
Piridoxal 5'-fosfato 2.5mg
Acido a-cetoglutarico 50mg
Fast blue BB 50mg
Tampdo Tris-HCL 0,2M pH 8.0 50mL

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

4.2 Leucina amino peptidase (LAP — E.C.34.1.1)

L-leucina-p-naftilamida HCl1 30mg
Black K 30mg
MgChL 0,1M 1mL

Tampao KH,PO4 0,1M pH 5,5 50 mL

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

4.3 Manitol 1-fosfato desidrogenase (M1P - E.C. 1.1.1.17)

Manitol 1-fosfato 5mg
NAD 2mlL
MTT ImL
PMS 0,5ml.
Tampio Tris-HCI 0,2M pH 8.0 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

Glucose 6-fosfato desidrogenase
Fosfoglucose isormerase

NAD

NADP

PMS

MTT

MgClh 0,1M

Tampdo Tris-HC10,2M pH 8,0

20mg
20mg

100U
2mlL
imL
0,5mL
tml
ImL
S0mL

0 . .
Incubar a 30°C, no escuro, até o aparecimento de bandas escuras.

4.5 Nucleosidio fosforilase (NSP - E.C. 2.4.2.1)
Inosina

Xantina oxidase

MTT

PMS

Tampédo Fosfato de Sédio pH 7,0

40mg
4U
1mL
0,5mL
50mL

0 - .
Incubar a 30°C, no escuro, até o aparecimento de bandas escuras.

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

Fenilalanil-leucina
Peroxidase

Snake venon

o-dianisidina 2HCI

MnCL 0,25M

Tampdo Tris-HC10,2M pH 8

20mg
10mg
10mg
10mg
0,5mL
50mL

0 \ )
Incubar a 30°C, no escuro, até o aparecimento de bandas escuras.
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CEP — COMITE DE ETICA EM PESQUISA
LINIT AME

PARECER DO CEP — FOP/UNICAMP

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

Titulo do Proiete de Pesauisa: Isotamento, identificacBo e deteccdo do polimorfismo genétice dos
streptococes do grupe mutans isolados da cavidade oral de universitarios livres de carie

Pesquisador Orientador/Orientaddo: Prof. Reginaldo Bruno Goncalves / Rosemeire Takaki Rosa e
Marcelo Henrique Napimoga

apresentado a este Comité para analise ética, segundo a Resolugdo
CNS 196/96, do Conselho Nacional de Saude, de 10/10/96, e de acordo com coépia
do projeto arquivada em nossa secretaria, foi considerado:

[X] Aprovado, em reunido realizada em _07 / 04 / 99 .

i ] Aprovado com pendéncia, devendo o Pesquisador encaminhar as modificagbes
sugeridas em anexoc para compiementagado da andlise do Projeto.

[ ] Com pendéncia.

[ 1 Reprovado.

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

QM’( Q"Q” L
CERF P;})NJQ{AMP
Prof. Br. Ahlonjo Bento Alves de Morae:
Coordenador

CEP-FOFJUNICAMP
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