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RESUMO

Céarie de superficie radicuiar € um dos principais problemas de satde bucal
em pacientes aduitos e idosos. Estudos sugerem uma etiologia comum para carie
radicular e coronaria com o envolvimento dos estreptococos grupo mutans na
iniciag@o e progressdo destas lesbes de carie. O propésito deste estudo é avaliar a
colonizac&o e a distribui¢do clonal de Strepfococcus mutans presentes na cavidade
oral de individuos que apresentam lesdes de cérie coronaria e radicular. O isolamento
e posterior identificag&o bioquimica desta espécie foi realizado a partir de amostras de
saliva, placa dental bacteriana e tecido das lesfes de carie de um mesmo individuo. A
fim de se confirmar a identidade molecular dos isolados foi utilizada a téchica de PCR
com iniciadores especificos para o gene da glucosiltransferase (gifB do S. mufans e
gifl do Streptococcus sobrinus). O polimerfismo genético de S. mutans foi pesquisado
através da técnica de AP-PCR. Dentre as espécies isoladas e identificadas, S. mutans
(59,2%) apresentou & maior fregiéncia de isolamento, diferindo significativamente das
cutras espécies, S. sobrinus (15,3%), Streptococcus ferus (6,5%) e Streptococcus
cricetus (5,9%). Os individuos estavam colonizados por 2 a 10 gendtipos de S. mutans
distribuidos aleatoriamente entre os sitios pesguisados. A tecnica de AP-PCR foi
eficaz em demonstrar a variabilidade genética de S. mutans, e capaz de diferenciar
cepas fermentadoras ou nao de melibiose. Diferentes tipos clonais detectados na
cavidade oral de um individuo com carie coronaria e radicular apresentaram diferentes
propriedades fenotipicas (Apoio Financeiro FAPESP, processos n* 00/03490-9;
00/06171-1).



ABSTRACT

Dental root caries has been considered a very significant oral health
probiem in elderly and adults. Studies have suggested a common etiology for root and
coronal caries, involving mutans streptococci. The aim of this study was to evaluate the
colonization profile and clonal distribution of Strepfococcus mutans isolated from orai
cavity, presenting coronal and root surface caries lesions. The isolation and
biochemical identification of this species were carried out using saliva samples, dental
plaque, and tissue from caries lesions. In order to confirm their molecular identity, S.
mutans and Sfrepfococcus sobrinus were submitied to the PCR method, using primers
specific for portions of the glucosyltransferase genes (gifB and gitfi, respectively). The
AP-PCR method was used to detect the genetic polymorphism of these species.
Among the isolated and identified species, S. mutans (59,2%) show the greatest
isolation, significantly differing from the other species - S. sobrinus (15,3%),
Streptococcus ferus (86,5%) and Streptococcus cricetus (5,8%). Results showed that
the subjects harbored two o ten genotypes of S mufans, randomly distributed in
different sites. The AP-PCR typing was efficient in demonstrating the genetic variability
of the S. mutans, and able to distinguish fermenting and non-fermenting bacteria of
melibiose. Different clonal types detected in oral cavity presenting coronal and root
surface caries lesions can show different phenotypic properties {(Supported by

FAPESP (Process n” 00/03490-9; 00/06171-1).



1. INTRODUGAO

A preocupacdo maior com a higiene oral e o uso de dentifricios fluoretados
permitiram um consideravel declinio na prevaléncia de carie em esmaite, e o conseglente
aumento do numero de individuos aduitos dentados na populacdo (SEICHTER, 1987;
BECK, 1980; 1993, WARREN ef a/., 2000). A retencdo prolongada de dentes na cavidade
bucal de pessoas com mais idade, pode resultar num numero maior de superficies
radiculares expostas pela recessao gengival devido a habitos de higiene oral, doenca
periodontal ou mesmo pelo tratamento periodontal (KATZ, 1982; RAVALD et al., 1986;

FURE & ZICKERT, 1990; QUIRYNEN et a/., 1999).

A exposicdo das superficies radiculares ao ambiente bucal proporciona
condicbes ideais para o aumento das areas de retencdo de placa dental bacteriana e o
desenvolvimento de carie radicular (KELTJENS ef a/, 1993; VEHKALAHTI & PAUNIO,
1964; WEFEL, 1984). A prevaléncia de cérie de raiz &, porianto, diretamente relacionada
a exposicac do cemento e/ou denting radicular ac meic oral (FURE & ZICKERT, 1880;

KELTJENS et al., 1963; FEJERSKOV, 1994).

A partir de 1990, comecaram a surgir estudos epidemiolégicos transversais e
iongitudinais sobre modelos de risco de carie em superficie radicular (BECK, 1980). Entre
0s estudos biologicos e clinicos destacam-se a énfase na exposicdo da superficie
radicular (hospedeiro), a dieta cariogénica (substrato) e o controle de placa dental

{microbiota especifica) interagindo em fungdo do tempo e implicados na formacéo e



orogresséo deste tipo de céarie dental (FURE & ZICKERT, 1990; RAVALD & BIRKHED,

1981).

As lesGes de carie radicular tém sido relacionadas a pacientes adultos e
idosos, sendo sua prevaléncia maior em fungao do aumento da idade (KATZ ef al., 1982;
KATZ, 1990). Pacientes com dificuidades de manutengdc da higiene oral, bem como
agueles sob cuidados médico-hospitalares tendem a desenvolver maior niimero de lesdes
(KITAMURA et a/., 1986; JONES et a/., 1990, MACENTEE et al., 1990). A condicao sdcio-
econdmica e cultural também parece determinar uma maior ou menor ocorréncia de carie
radicular, considerando-se poder aquisitivo, grau de informacao, localizacdo geografica e

acesso ao tratamento odonioldgico (MESKIN ef af., 1990).

Outros indicadores de risco para carie radicular tém sido descritos: altos
nameros de Streptococcus mutans e Lactobaciflus na placa dental e saliva, diminuicdo da
capacidade tamp&o da saliva e diminuicdo do nivel de secrecao salivar (ELLEN ef al,
1985; BECK, 1990}, fumo, altas quantidades de placa dental e alto consumo de aglcar

(KELTJENS ef &/, 1987; FURE & ZICKERT, 1990; RAVALD & BIRKHED, 1991).

Ainda n&0 ha um consenso scbre guais $80 0s MICrorganismos responsaveis
pela iniciacéo e progress8o da carie radicular, no entanto, determinadas espécies s&o
mais correlacionadas & este tipo de carie dental, incluindo principalmente estrepiococos
cariogénicos, como S. mutans e S. sobrinus, bem como certas espécies de Acfinomyces.
E possivel que outras espécies possam causar carie em superficie radicular, seja

diretamente pela produgdo de acidos organicos gue desmineralizam o dente ou

1o



indiretamente pela participacae na formacao de um complexo microbiano presente na

placa dental (ZAMBON & KASPRZAK, 1995).

Streptococcus mutans € S. sobrinus sao espécies de estreptococos grupo
mutans implicadas na iniciagdo e progressao do processo de carie dental. Varios métodos
tém sido utilizados para diferenciar e identificar estes microrganismos, incluindo andlises
da morfologia das coldnias (GOLD ef a/., 1973), testes biogquimicos (KRAL & DANEO-
MOORE, 1981; BEIGTHON et a/, 1991; LIEBANA ef a/, 1993), métodos imunolbgicos
(HAMADA & SLADE, 1980; de SOET et al,, 1991) & métodos genéticos (SMORAWINSKA
& KURAMITSU, 1992; CANGELOSI ef al, 1294; IDA et al, 1999). Cada um destes

meétodos possui aplicagbes e vantagens especificas.

A possivel variabilidade entre os estreptococos orais presentes em superficies
dentais sadias € lesBes de carie em um mesmo individuo foi sugerida precocemente peio
uso de metodos fenotipicos (KELSTRUP et al, 1970). Os resultados de estudos com
tipagem molecular confirmam a existéncia de uma variabilidade genstica inter e intra-
especies que colonizam a cavidade bucal dos individuos, embora nac tenham analisado
comparativamente superficies dentais sadias e cariadas. Nestes estudos, a
heterogeniedade genética € observada enire espécies presentes apenas na saliva, placa
dental e dorso de lingua, ou mesmo referem-se a transmissibilidade vertical ou horizontal
de bactérias orais (GRONROOS & ALALUUSUA, 2000; EMANUELSSCN, 2001:

MATTOS-GRANER ef a/, 200; PAN et al, 2001).
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A aplicacdo da técnica de AP-PCR, em estudos de clonalidade individual ou
familiar envolvendo estreptococos orais foi proposta por estudos como o de ALALUUSUA
et al. (1996}, SAARELA et al. (1996), LI & CAUFIELD (1998), TRUONG ef &l (2000} e
GRONROOS & ALALUUSUA (2000). Em grande parte destes estudos, € constatado gue

um ou mais perfis geneticos de estreptococos grupo mutans podem ser encontrados em

um mesmo individuo.

Embora 0os mecanismos de colonizagdo e acumuio bacteriano em superficies
dentais n3o estejam totaimente esclarecidos, estudos como o de MATTOS-GRANER et
al. (2001) sugerem que em adicdo a fatcres relacionados ac ambiente oral e ao
hospedeiro, gendtipos especificos de S. mufans podem ser considerados colonizadores
mais agressivos. Desta forma, torna-se importante um melhor esclarecimento sobre a
diversidade genetica de espécies bacterianas orais e sua associagdo com 0 processo de

colonizacao e desenvolvimento de carie em superficies dentais.
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2. REVISAQ DE LITERATURA
2.1. Placa e Carie Dental

A placa dental pode ser definida como um filme de microrganismos formado
naturaimente sobre superficies dentais e embebido em uma matriz de polimeros de
origem salivar e bacteriana (MARSH, 1891). A presenca de placa dental é geralmente
considerada benefica, desde de gue contribui para defesa inicial do hospedeiro, agindo
como barreira para colonizagdo das superficies por microrganismos exogenos e

freqlentemente patogénicos (MARSH, 1988).

As atividades particulares das especies bacterianas que compdem a placa
dental podem ser influenciadas por fatores relacionados tanto ao hospedeiro, tais como
fatores bioguimicos, fisiologicos e anatdmicos, bem como por fatores relacionados ao
ambiente bucal, como dieta e outras espécies bacterianas presentes (SIMMONDS ef a/.,

2000).

Procurando descrever a relacdo enire placa denial bacieriana e doenga cérie
algumas teorias foram iniciaimente propostas. Desde 1890, quando MILLER apresentou a
teoria quimico-parasitaria da cérie dental, este processo € considerado como ¢ resultado
da descalcificacdo da superficie dental pela ag8c de acidos produzidos por
microrganismos fermentadores de carboidratos presentes na piaca dental (LOESCHE,
1986). Tal conceito foi associado a hipdtese da placa inespecifica, onde é admitido que

varias especies heterogéneas de organismos podem atuar na etiologia da carie dental.



Em coniraste, a hipdtese da placa especifica proposta por LOESCHE {1976)
considera que dentre um grande numerc de microrganismos que compdem a microbiota
da placa dental, somente um numero limitado, denominados “ocdontopaticos”, estariam

envolvidos no processo de carie.

Em alguns aspectos essas hipbteses podem ser associadas, desde que a
doenca carie & essencialmente uma infeccao causada por interacbes de bactérias, sendo
no entanto evidente a predominancia de certas espécies. Posteriormente fol proposto por
MARSH (1991) o termo "hipbtese de placa ecoldgica”, onde foi aceifo que um ou mais
fatores podem alterar as propor¢des da microbiota residente e predispor um determinado

local ao processo carioso.

BRADY et al (1992) descreveram o processo de colonizacdo das diferentes
superficies expostas da cavidade bucal, incluindo os dentes, tecidos periodontais e lingua,
como sendo realizado por populacdes distintas de bactérias. De acordo com os autores, a
afinidade de uma espécie para um determinado nicho pode ser influenciada por sua
especificidade de aderéncia a determinados substratos, especialmenie no casc dos

colonizadores inicials da cavidade bucal.

Os estreptococos grupo mutans sdo especies bacterianas intimamente
relacionadas aos processos de formacdo de placa e céarie dental. Estas espécies se
estabelecem na cavidade bucal pela modulagdc de um grupc complexc de fatores,
incluindo o numerc de dentes irrompidos (CAUFIELD ef &/, 1983), interagbes bacterianas,

niveis de estreptococos orais e oulras espécies presentes, capacidade imunoldgica
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(SMITH ef &/, 1898) e consumo de sacarcse {van HOUTE ef af, 1982} Estes fatores
podem infiluenciar a colonizagdo da cavidade bucal por estreptococos grupe mutans,
explicando variagbes quanto a frequéncia e distribuicdo destes microrganismos
observadas em diferentes populacdes (FUJIWARA ef al., 1991, CAUFIELD et al, 1993,
MATTOS-GRANER ef a/,, 1998; Li ef al., 2000), bem como diferentes locais da cavidade

bucal (HOHWY ef al., 2001; EMANUELSSON, 2001).

2.2. Streptococcus mutans

A existéncia de diferencas sorologicas entre as cepas de S. mutans foi
primeiramente observada por ZINNER & JABLON (1968). Posteriormente, BRAT THALL
{1970) dividiu as cepas de S. mutans em cinco grupos baseados na presenga de Cinco

diferentes antigenos especificos (grupos sorolégicos de a - e).

COYKENDALL, em 1970, demonstrou a existéncia de grupocs genéticos
distintos {I a V) baseado em varia¢des na constituicdo das bases de DNA entre cepas de
3. mutans isoladas de ratos selvagens, levando o mesmoe autor a propor subespecies de
S. mutans. Posteriormente, esses gendtipos foram correlacionados com os sorotipos
descritcs, sendo demonsiradoc gque — dentre um gendtipo - diferentes sorotipos e

propriedades bioguimicas poderiam ocorrer.

Buscando uma melhor classificacdo das espécies de estrepiococos grupo
mutans, um novo esquemsa bioquimico foi proposto por SHKLAIR & KEENE (1874),
baseado em provas de fermentac@c de aclcares, como manitol, sorbitol, rafinose,

melibiose & na habilidade em produzir aménia a partir do subsirato arginina. Assim,



através de caracteristicas bioguimicas e soroldgicas foram descritas cinco espécies
pertencentes ac grupo mutans de estreptococas: S. mutans, S. sobrinus, S. cricetus, S.

rattus e Strepfococcus ferus.

BEIGHTON et a/ (1984) isolaram um sorotipc adicional, Strepfococcus
macacae {sorotipo ¢}, a partir da placa dental de macacos e propuseram sua incluséo no
grupo mutans. Finalmente, WHILEY et al (1988) descreveu Strepfococcus downei

(sorotipo h), representando mais uma espécie distinta pertencente ao grupo mutans.

A presente classificacdo dos estreptococos orais inclui estes microrganismos
em guatro grupos: anginosus, mitis, salivarius e mutans. A classificacéo € baseada em
dados guimiotaxondmicos e genotipicos, especialmente em analises das bases de DNA e
da seqléncia do gene 168 rRNA (WHILEY & BEIGTHON, 1998). As especies do grupo
mutans s&o as mais freglentemente relacionadas ao processo de carie dental, sendo S
mutans (sorotipo ¢, €, f) € S. sobrinus (sorotipo d, g) as mais comumenie encontradas na

cavidade bucal de humanos (HAMADA & SLADE |, 1980).

As especies representativas de Streptococcus mutans sio fenotipicamente
homogéneas (HAMADA & SLADE, 1980), porém investigacdes recentes tem revelado
certo grau de heterogeneidade enire estas espécies quanto as suas caracieristicas
genéticas e antigénicas (MAIDEN ef &/, 1992; OHO et al., 2000). Recentemente, uma
cepa isolada da cavidade bucal de ratos, denominada Sfrepfococcus orisratti, foi incluida
no género Slreptococcus baseado em suas carééter:’siicas fisicas, bioguimicas e

genéticas, sendo considerada morfologicamente similar aos estreptococos grupo mutans
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em placas de Agar Mitis Salivarius - MSA (ZHU et ai, 2000). Estudos futuros poderdo

esclarecer melhor sua filogénia e avaliar o potencial cariogénico desta nova espécie.

O papel central dos S. mutans no desenvolvimento da carie dental humana ja
esta bem estabelecido (LOESCHE, 1986), e este fato se deve principaimente a sua
grande habilidade adesiva e acido-secretora (HIROSE et al., 1993). Streptococcus mutans
possuem enzimas glucosiltransferases que sintetizam polissacarideos extracelulares a
partir da sacarose. Os polissacarideos podem mediar a colonizagdo destas espécies em
superficies dentais, resultandoc numa placa dental cariogénica onde bactérias

acidogénicas e acido-tolerantes podem crescer (WEXLER et a/,, 1993).

Streptococcus mutans produzem trés tipos de glucosiltransferases (GTFA,
GTF-Sl e GTF-8), e o gene g¢gifB codificador da GTF-i, que sintetiza primariamente
glucanos insoluveis em agua a partir da sacarose (SHIROZA ef a/., 1987; HONDA ef &/,
1990). S. sobrinus possuem quatro tipos de glucosiltransferases (GTF-i, GTF-S, GTF-SA

e GTF-SB), e o gene giff que codifica GTF-i, sintetizadora de glucanos insocluveis.

2.3. Microbiologia da Carie Radicular

Os primeiros estudos microbiolégicos sobre carie radicular em humanos
enfatizaram a presenca de espécies bacterianas especificas, diferentes daquelas
associadas a carie coronaria (JORDAN & HAMMOND, 1972, SUMNEY & JORDAN,
1974). Este conceito foi alimentado pela predominancia de bacterias filamentosas na
regido radicular de dentes humanos extraidos & na placa dental sobreposta as lesbes

radiculares. Os achados sugeriam que © ambiente proximo as superficies radiculares
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permitiria de alguma forma o surgimento de uma microbiota associada ao periodonto e

relacionada a protedlise, diferindo daquela encontrada na superficie do esmalte dental.

Estudos prévios (SOCRANSKY ef a/, 1870; JORDAN & HAMMOND, 1972
SUMNEY & JORDAN, 1974; SYED ef al., 1975) focalizaram o género Actinomyces como
importante causador da carie radicular. SOCRANSKY et al. (1970) demonstraram que as
espécies Actinomyces naesiundii e Actinomyces viscosus isoladas a partir de lesdes de
carie radicular em humanos eram capazes de induzir carie radicular em animais “livres de

germes”,

A ampla distribuicdo da espécie A viscosus tantc em superficies cariadas
como em superficies livres de carie, desafiou as tentativas de envolvé-la na etiologia da
cérie radicular apenas por associacéo numérica, uma vez que a evidéncia mais forte para
o significado etiolégico de uma espécie seria sua maior associacdo com os esiggios
patolégicos da doenga gque com os sadios (ELLEN ef a/, 1985, BROWN et al, 1986;
KELTJENS ef a/., 1987, EMILSON ef a/., 1988; BOWDEN, 1920). Segundc van HOUTE et
al. {1980), o aumento do ndmero de Actinomyces nac € um bom preditor para a presenca
de carie radicular, pois a guantidade elevada desses microrganismos na superficie

radicular independe do risco e atividade de carie.

Durante os dlitimos 20 anos, foram realizadas varias comparacdes transversais
com raizes cariadas e sadias. A maior parte destes estudos sugeriu uma associacao

maior dos estreptococos grupo mutans com raizes cariadas que com sadias (BROWN ef
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al., 1986; KELTJENS ef a/,, 1987; EMILSON ef a/., 1988, BOWDEN, 1990; van HOUTE et

af., 1990).

A superficie da raiz mostra-se progressivamente colonizada por S. mufans, em
funcao do risco e alividade de carie (RAVALD ef a/., 1986; van HOUTE et a/., 1990}, e
também o aumento de Lactobacillus parece estar relacionado ac desenvolvimento de
carie nestas superficies em virtude da sua associagdo com S. mutans (RAVALD ef af,

1986; LYNCH & BEIGHTON, 1994).

Em 1985, ELLEN ef al realizaram um estudo longitudinal com pacientes
hospitalizados, onde foi analisada a microbiota de superficies radiculares cariadas e livres
de carie. Os autores concluiram que superficies radiculares colonizadas por S. mutans e

Lactobacillus apresentam grande risco de desenvolver caries.

A etiologia microbiana da carie radicular pode tambéem ser correlacionada com
os diferentes estagios das lesbGes. KELTJENS ef al (1987) classificaram as lesbes
radiculares como amolecidas ou rigidas e encontraram aitos numeros de S. mutans em
lesbGes amolecidas. Posteriormente BEIGHTON et a/. (1993) caracterizaram uma parte da
microbiota de iesbes radiculares em diferentes estagios de progress&o e puderam

enconirar um isclamento frequente de S. mutans, Laciobacifius e fungos em lesdes ativas.

SCHUPBACH ef &/, {1995) procuraram quantificar e qualificar a microbiota total
cultivavel da placa denial sobreposta a superficies radiculares sadias, cariadas e lesbes
da carie incipientes de cinco dentes humanos exiraidos. As bactérias Gram-positivas

predominantemente anaerdbias facultativas, género Streptococcus, Staphylococcus,
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Lactobacillus e Actinomyces, anaerébias Gram-negativas, predominantemente
Bacteroides, Frevotella, Selenomonas, Fuscbacterium, Leptotrichia € Capnocytophaga,
apresentaram alta frequéncia de isolamento. Esses achados suportam a teoria da

etiologia polimicrobiana para iniciagéo da cérie em superficies radiculares.

SCHUPBACK et al. (1996) estudaram a microbiota presente em 14 lesdes de
carie radicular e enfatizaram a sucessio da populacéo bacteriana que ocorre durante a
progresséo da lesdo. Estruturalmente, as lesbes foram caracterizadas pela
desmineralizacdo parcial do cemento gue precede a invasdo bacteriana. Os autores
sugeriram gue primeiro o colageno € desnaturado em meio acido e entdo degradado por
enzimas proteoliticas derivadas de bactérias Gram-negativas presentes na placa
superficial as lesbes. A partir deste ponto, espécies como A. viscosus perdem sua
vantagem etiologica, e segue-se a sucesséo bacteriana caracterizada pelo predominio de

espécies aciduricas e acidogénicas.

Em 1998, SHU divuigou um novo modelo laboratorial para o estudo de caries
em esmalte e raiz. Este modelo consistia em um biofilme contendo um conjunto de quatro
espécies que desenvolveram carie em uma “cavidade bucal artificial”. S. mufans, S.
sobrinus, A. naeslundii e Lactobacillus rhamnosus, ou seis: S. mutans, S. sobrinus,
Streptococcus mitis, A. naesfundii, L. rhamnosus e Veillonella dispar. LesGes de cérie
similares aguelas desenvolvidas in vivo foram produzidas em blocos de esmalte, dentina e
tecido radicular intacto por estes grupos de microrganismos mais efetivamente do que em

biofilmes de especies individuais.



2.4. Carie coronaria e Carie radicular

Estudos tém sido realizados com o objetivo de estabelecer ou ndo uma relagdo
entre carie de superficie corondria e radicular. SUMNEY ef al. (1973} observaram que
80% dos dentes afetados por céarie na superficie radicular ndo mostraram nenhuma
evidéncia de atague prévio de carie coronaria, enquanto SCHAMSCHULA et a/. (1974)
citado por SEICHTER (1986) apresentaram uma relacdo positiva entre a ocorréncia

destes dois tipos de carie dental.

BANTING ef al/ (1980) concluiram que a carie de superficie radicular é
positivamente associada a experiéncia de carie coronaria. No entanto, este mesmo grupo
de pesquisadores, em continuidade ao estudo anterior, verificaram quée as pessoas gue
desenvolveram novas lesdes de carie radicular apds 34 meses, possuiam valores mais

baixos de experiéncia de carie de esmalte (ELLEN ef a/,, 1985).

NYVAD & KILIAN (1887) realizaram um estudo sobre a microbiota responsavel
pela colonizagao inicial das superficies de esmalte e raiz in vivo. OUs autores chamaram a
atencéc para a existéncia de uma consideravel variagdo interindividual da composicéo
bacteriana. Entretanto, nac foram observadas diferencas quantc a microbiota inicial

colonizadora das superficies de esmalte comparada as superficies radicuiares.

Em um esiudo com individuos de 65 anos ou mais, HAND ef al (1988)
concluiram que & probabilidade de desenvolver carie coronaria estava significantemente
associada ao desenvolvimento de carie radicular. FURE & ZICKERT (1990) realizaram

uma pesquisa com pessoas acs 55, 65 ¢ 75 anos, onde também foi demonstrado que a8
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freqUiéncia de céarie coronaria estava fortemente correlacionada com a fregléncia de cérie

em superficie radicular.

No entanto, REIKER ef a/. (1989) ndo encontrou correlac@o entre ¢ numero de
lesbes radiculares e lesdes coronarias restauradas ou nao. Foi possivel verificar também
neste estudo, gue lesdes em superficies radiculares podem ocorrer na auséncia de
historia anterior de cérie corondria. Segundo HOPPENBROUWERS ef al (1987}, uma
explicacdo para a falta de correlacdo pode ser a maior solubilidade do cemento e dentina
comparada com a do esmalte dental. Este fenbmeno torna a raiz dental mais suscetivel a
carie, desta forma a ocorréncia de carie corondria em um individuo, ndo é

-3

necessariamente um indicador para o desenvolvimento de cérie radicular.

A prevaléncia de carie dental e os cuidados com higiene oral em pacientes
idosos foi recentemente divulgada pelo estudo de WARREN ef a/ (2000). A populacac
estudada foi composta por individuos com idade entre 79 e 101 anos, denire os guais
96% apresentavam experiéncia de carie coronaria ¢ 64% dos individuos apresentavam
experiéncia de carie radicular. Os achados deste estudo sugerem que embora sejam
evidentes altos niveis de cuidados dentais entre os individuos que possuem dentes
naturais remanescentes, carie coronaria € radicular permanecem prevalenies em

pacientes idosoes.

Embora existam varias tentativas conflitantes de determinar uma etiologia
microbiana unica para carie radicular, hé pouca evidencia que diferencie sua patogénese

da carie coronaria. Alguns estudos sugerem que a sticlogia de ambas: carie radicular e
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corondria seja a mesma, com S mutans e Lacfobacilius envolvidos no processo de
iniciacdo das lesbes de céarie (BANTING et al, 1980; BURT ef a/, 1986; FURE &

ZICKERT, 1920; BOWDEN, 1920).
2.5. Carie Radicular - Aspectos Clinicos e Histopatol6gicos

A carie de superficie radicular tem aflingide o homem desde a antigtidade.
Segundo KIDD (1989), pesquisas antropoldgicas em populacdes antigas mostraram que a
carie dental foi um problema de salde considerado pequeno, porém a maioria das lesbes

de carie desenvolviam-se em superficies radiculares.

Estudos realizados com cranios de populacdes anglo-saxas do século VI por
CORBETT & MOORE (19786), demostraram uma predominancia de “carie de cemento’
gcorrendo na jung8o cemento-esmalte durante a idade aduita, particularmente nas
“superficies intersticiais”, sendo incomuns em adolescentes. Nesta época, a carie de
esmalte ocorria de forma menos intensa, sendo este fato atribuido a habitos dietéticos

qgue ndo incluiam a ingestéo freqlente de sacarose.

As primeiras definicdes clinicas de cérie radicular foram propostas por autores
como ABBOT (1879) citade por HAZEN ef al. (1973), que descreveu a carie de “cemento”
como um processc inflamatéric no qual este tecido dental tormna-se inflamado €
desintegrado. As caracteristicas clinicas das lesfes de carie radicular foram
posteriormente descritas por SUMNEY ef a/. (1973) como cavidades na estrutura dentéria

abaixo da juncdo cemento-esmalte e que n&o envolvem ¢ esmalte adjacente.
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De acordo com NYVAD & FEJERSKOV (1987), o diagnostico clinico da carie
de superficie radicular pode compreender desde um peqgueno ponto levemente amolecido
& de coloracdo alterada na raiz - lesdes incipientes - até extensas areas amolecidas, de
coloragaoc marrom-escura ou preta, envolvendo guase toda a superficie da raiz exposta —
lesbes avancadas. Lesdes ativas em estagics iniciais sdo predominantemente amareias
ou marrom-claras, reccbertas por uma placa bacteriana de espessura variada e
amolecidas a leve sondagem. BEIGHTON & BRAILSFORD (1999) descreveram a cérie
radicular como um tipo de carie dental que € iniciada na dentina exposta de superficies

radiculares e usualmente em associacdo com acumulo de placa supragengival.

Quanto a histopatologia das lesGes radiculares, as primsiras investigacSes
realizadas por FURSETH & JOHANSEN (1968} utilizaram técnicas de microradiografia em
dentes humanos extraidos e demonstraram a fregiiente presenca de uma camada
radiopaca na superficie do cemento, particularmente apds contato prévio com fluidos
orais devido a recessdo gengival. Recentemente, McINTYRE (2000} estudou o papel do
cemento e o efeitc de sua remocdo na progresséo da cérie de superficie radicular
induzida artificiaimente. As observacdes sugerem gue a camada de cemento providencia
uma inibicac inicial na desmineralizacdc da superficie, impedindo ¢ influxo de ions
{provenientes do acido lactico e acético) e retardando o efluxc dos produtos de dissolucéc

dos cristais de hidroxiapatita.

E preciso salientar no entanto que a presenca de uma camada intacta de
cemento recobrindo a abertura dos tdbulos dentinarios, observada em estudos realizados

in vitro, pode apresentar uma diferenca significativa da situaglo in vive, onde na maioria
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dos casos o cemento exposto a cavidade bucal é rapidamente perdido, e o aspecto clinico
da superficie radicular é geralmente associadc ao contato direto da dentina aos fluidos

orais (FIRESTONE et a/., 1983).

Devido & composi¢go mineral do cemento e dentina, o pH critico de dissolucdo
da raiz aproxima-se de 6,7, tornando-a mais susceptivel que o esmalte (pH critico 5,5) a
solubilizacao por acidos produzidos por bacterias orais (HOPPENBROWERS et af, 1987,
YOUNGS, 1994). Assim especula-se que frente a um mesmo desafio cariogénico, o risco
de desenvolvimento de carie radicular € maior que o de carie coronaria (PHANKOSOL et

al., 1985).

As lesbes radiculares apresentam um padrac de progressdo e
desmineralizacdo peculiar, demonstrando grande extensdo superficial e pouca
profundidade. NYVAD & FEJERSKOV (1982) afirmaram que a evolugdo da cdrie radicular
e lenta, apesar da solubilidade do cemenio e da dentina ser aita, & a penetracio
bacteriana ser mais intensa. Esse fato pode ser explicade pelo menor nimero de tGbulos
dentinarios na dentina radicular e pela sua maior mineralizacéo em funco da idade.
Apesar disto, FEATHERSTONE (1994) observaram uma reacéo de difusfo acida similar a

observada em esmalle dental.
2.6. Carie Radicular e Doenca Periodontal

Uma correlagdo positiva entre a prevaléncia de carie radicular ¢ doenga
periodontal tem sido abordada por muitos autores (BANTING ef a/, 1980; RAVALD &

BICKERD, 1981, RAVALD et a/,, 1993). Em um estudo longitudinal de 12 anos, RAVALD



et al (1993), puderam investigar a susceptibilidade individual para ¢ desenvolvimento de
carie de raiz em pacientes com doenga periodontal. Este estudo pode indicar claramente
gue a carie radicular pode ocorrer, em menor extensdo, em pacientes que demonstram

boas condi¢bes de higiene oral apds terapia periodontal.

VEHKALAHTI & PAUNIO, em 1994, examinaram cliniéamente uma amostra
representativa de aduitos finlandeses com idade acima de 30 anos. Pacientes com saude
periodontal (4%) ndo apresentaram nenhuma superficie radicular cariada, entretanto foi
encontrado 15% de carie radicuiar em conjungadc com inflamagéo gengival e 17% em
conjungdo com bolsa periodontal. A presenga de placa subgengival mostrou-se um forte

fator relacionado a ocorréncia de cérie nesta regido.

REIKER et al. (1999) realizaram um estudo seccional, onde foi investigada a
prevaléncia € os riscos de carie radicular em 45 pacientes com problemas periodontais
que mantinham tratamento ativo. Foram encontradas em media 4,3 lesdes radiculares por
paciente, entretanto este numero foi considerado baixo considerando-se o grande numero
de locais com recesséo gengival. Os resultados indicaram que carie radicular pode ser
uma complicagdo em pacientes periodontais, € ainda que o numero individual de lesbes
correlaciona-se com a capacidade de formagao de placa dental e alta contagem salivar de
S. mutans, nao existindo correlacdo entre experiéncia de carie radicular e cérie coronaria,

nivel de secrecdo ou capacidade tamp&o da saliva.

No estudo de QUIRYNEN et af. (1999), dez pacientes com periodontite severa

foram acompanhados durante 8 meses apés ¢ inicic do tratamento, que consistiu em
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raspagem € alisamento radicular em combinagdo com conirole rigoroso de formacio de
placa dental. Os resultados indicaram que o aumento da susceptibilidade apss a terapia
periodontal pode ser parcialmente explicado pelo aumento do ndmero de S. mutans,
decorrente de mudangas na microbiota intra-oral duranie a fase inicial da terapia

pericdontal, de periodonto-patdégenos para uma microbiota mais acidogénica.

Van DER REIJDEN ef af (2001) procuraram investigar a presencga de
estreptococos grupo mutans em placa subgengival de 154 pacientes em diferentes
estagios de doenga periodontal. A prevaléncia de S. mutans variou entre 82% em
pacientes n&o tratados a 94% em pacientes em tratamento. De acordo com o0s autores, o
sulco subgengival pode ser considerado um nicho ecolégico para S. mutans, sendo este

fator importante para o desenvolvimento de carie radicular em pacientes periodontais.

2.7. Analises Genéticas

Testes bioguimicos como fermentacdo de acucares e atividades enzimaticas
s&0 rotineiramente utilizados para identificacdo de espécies bacterianas orais (LIEBANA
et al., 1983). Embora estas propriedades fenolipicas parecam ser estaveis e aceitaveis,
gstes testes s&o dificiimente satisfatorios para identificar 100% dos isolados. Entretante,
métodos de genética molecular objetivando genes especificos tém sido efetivamente
ytilizados para se obter uma identificacdo mais acurada (SMORAWINSKA &

KURAMITSU, 1992; CANGELOSI et a/., 1994; COLBY ef a/., 1995; IDA ef 2/, 1999).

A tecnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), utilizada na deteccéo e

identificac8o de estreptococos grupo mutans, bem como de outras bactérias orais
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(COLBY, 1985, IGARASH! ef af, 1998; ALAM ef al, 2000), envolve a sintese in vifro de
milhbes de copias de um segmento especifico de DNA na presenga da enzima Tag DNA
polimerase. A amplificagac enzimatica decorre do anelamento de iniciadores (iniciadores)
gue delimitam as segiéncias do DNA de dupla fita, que se deseja amplificar (SAIKI et af.,
1988; IGARASHI et al., 1998). Esses iniciadores s&o sintetizados artificialmente, de modo
gue as seqUéncias de nucleotideos sejam complementares aquelas que flanqueiam a

regido que sera amplificada.

Dentre as diferentes aplicagbes da PCR, a técnica de AP-PCR (Reacgdo da
Cadeia em Polimerase com Iniciadores Arbitrarios) e aplicada em caracterizacdes
genotipicas de diferenies espécies bacterianas (WELSH & McCLELLAND, 1990; Ll &
CAUFIELD, 1998). A maior vantagem da AP-PCR € que n&o se faz necessario o
conhecimento prévio da seqgléncia de DNA alvo da espécie bacteriana. Nesta técnica,
somente um Unico primer arbitrario & empregado, enguanto na técnica de PCR classica,
dois iniciadores que codificam uma seguéncia conhecida séo empregados (WELSH &

McCLELLAND, 1990}

WILLIAMS ef al. (1990) relataram que a diferenca de apenas um par de bases
(mutacdes pontuais) sdo suficientes para causar a ndc complementaridade do “primer’
com a fita molde, o que impede a amplificacdc do segmento. Qutras fontes de
polimorfismo podem inciuir delecdes ou insercbes nos sitios de ligacdo do “primer”, que
aumentam as distancias a serem percorridas pela 7ag polimerase. Desta forma, o
polimorfismo genético detectado através dos marcadores RAPD (Polimorfismo do DNA

Amplificado ao Acaso} tem uma natureza binaria, podendo o segmento amplificado estar
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presente ou ausente. O aparecimento de bandas eletroforeticas permite a observacgéo da

natureza molecular do polimorfismo genético pesguisado.

Métodos de tipagem genética como anaiises de polimorfismos de fragmentos
de DNA tém revelado consideravel heterogeneidade genética entre estreptococos grupo
mutans. Individuos epidemiologicamente nao relacionados podem apresentar diferentes
clones destes estreptococos, bem como em um mesmo individuo &€ possivel encontrar
mais de um genotipo de uma mesma especie (CAUFIELD & WALKER, 1989; KULKARNI

et al., 1989, KOZAl et al,, 1991; SAARELA et a/,, 1993; ALALUUSUA ef al., 1994).

SAARELA ef al (1996) propuseram o emprego da técnica de AP-PCR na
analise de diferentes especies e sorctipos de estreptococos orais. Neste estudo, a
tipagem por AP-PCR foi realizada em 127 isolados de S. mufans e S. sobrinus obtidos de
65 individuos (1-10 por individuo). Os dois iniciadores arbitrarios utilizados, OPA-05 e
OPA-13, provaram ser adequados para distinguir os isolados bacterianos. A aplicacéo da
AP-PCR foi capaz de diferenciar S. mutans e S. sobrinus, mas nenhum dos iniciadores

detectou diferencas sorotipo-especificas.

Determinar se duas especies bacterianas sdo Unicas, idénticas ou clones
relacionados, depende da comparacdo de suas particularidades fenotipicas e genctipicas.
Este principio foi proposto por LI & CAUFIELD (1998) para avaliar a técnica AP-PCR na
caracterizacdo molecular de isolados de S. mutans. Catorze espécies foram isoladas em
meio de cultura especifico (MSB) e confirmadas bioguimicamente como pertencentes ac

grupo mutans. O primer utilizado, OPA-02, foi capaz de gerar 8 a 12 amplicons



discerniveis € reproduziveis do DNA dos S mutans. Os autores concluiram que as
impressdes génicas geradas pelo AP-PCR s&o capazes de detectar o polimorfismo entre
diferentes isolados de S. mufans, e providenciar vantagens para os estudos de

epidemiologia molecular e particularidades de viruléncia,

SHIROZA et al. (1988) analisaram a diversidade genética existente entre os
isolados clinicos de estreptococos mutans e estabeleceram uma correlacdo entre a
cariogenicidade e a heterogeneidade genética. S. mutans foram isclados em pacientes
com alta e baixa susceptibilidade a caries, sendo comparadas a produtividade das
enzimas GTF e habilidade para formacéo de placa dental. Os resultados demonstraram
gue nem todos os isolados S mufans e S. sobrinus possuem as mesmas propriedades

cariogenicas.

GRONROOS & ALALUUSUA (2000) utilizaram a técnica de AP-PCR para
avaliar 50 amostras de placa dental e saliva provenientes da cavidade bucal de 7
criangas. Os isolados foram testados guanto a sua capacidade de fermentar manitol,
sorbitol € melibiose. Dos 598 isolados, 13 padries de AP-PCR representativos de S.
mutans e 2 padrdes de AP-PCR representativos de S. sobrinus foram encontrados. Duas
criancas apresentaram-se colonizadas por gendtipos de S. mufans fermentadores e néo
fermentadores do aglicar melibiose gue puderam ser distinguidos pela técnica de AP-
PCR. Esta anaiise da diversidade clonal em um mesmo individuo apresentou que as
criangas foram colonizadas por um, dois, frés ou quatro perfis de S. mufans, e que a
fregiénecia de distribuicdo dos gendtipos difere com relagdo aos diferentes locais de

isclamento da cavidade bucal.



3. OBJETIVOS

O presente estudo tem como obietivos:

v Avaliar o perfil de colonizagdo dos estreptococos grupo mutans presentes em

diferentes sitios da cavidade bucal de um mesmao individuo,

v Avaliar a eficiéncia da tecnica de AP-PCR para a deteccéo do polimorfismo genético

de S. mutans.

v Verificar a possivel correlacéo entre a presenca ¢ distribuicdo clonal desta espécie e

os tipos de lesbes cariosas.
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4. MATERIALE METODOS

4.1- Selecdo dos Voluntarios

Foram selecionados nove pacientes de ambos os sexos e distribuidos pela
faixa etaria de 50 a 75 anos. Os pacientes encontravam-se em tratamento na Clinica da
Faculdade de Odontologia de Piracicaba (FOP-UNICAMP) e apresentavam na cavidade
bucal: dente(s) com recessdo gengival e coroa integra, dente(s) com cérie coronaria e
dente{s) com carie radicular. N&o participaram do processo de selecdo os pacientes
fumantes, ou com algum tipo de envolvimento sistémico, assim como aqueles que fizeram

uso de antibicticos nos Ultimos seis meses.

4.2 - Coleta de Dados

Apds assinarem o Termo de Livre Consentimento aprovado pelc Comité de
Etica em Pesquisa da FOP-UNICAMP (parecer n> 44-2001, ANEXO 1), foram realizados
08 exames anamnésico e clinico dos pacientes selecionados. Os exames, bem como a

coleta das amostras, foram realizados na Clinica de Graduacéo da FOP-UNICAMP.

4.3 - Coleta das Amostiras

iniciaimente, foi solicitado & todos os voluntarios que dispensassem saliva ndo
estimulada em tubos de rosca previamente esterilizados, até quantidade aproximads de 1
mL. Com o auxilio de uma cureta esterilizada com capacidade para obtencao de 1 mg de
placa, foi coletada placa dental dos seguintes sitios de cada voluntario:

o coroa higida e raiz exposta de um mesmo dents;
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® superficial a les&o de carie coronaria;

® superficial a les&o de carie radicular;

Apbds a coleta, as placas dentais foram cuidadosamente removidas das
superficies cariadas, com o auxilic de uma escova de dente e agua destilada, ambas
esterilizadas (BEIGTHON ef al, 1983). A presenca de placa bacteriana acima da les&o
pode medificar significativamente ¢ numero de microrganismes € a composi¢ac da
microbiota presente na dentina cariada, ¢ que torna necessario a sua completa remogao
(BEIGHTON & BRAILSFORD, 1299). O tecido cariado das lesSes coronaria e radicular

foram subsequentemente coletados com uma cureta esteril.

As lesbes de carie incluidas no presente estudo, foram diagnosticadas como
sendo lesbes ativas, de coloracdo amarelada, amolecidas a sondagem e didmetro néo
maior que 3 mm. Sendo as caries coronarias situadas em superficies lisas e as caries
radiculares localizadas abaixo da juncdo cemento-esmalie em superficies radiculares
expostas. A TAB. 1 apresenta os sitios de coleta das amosiras e suas respectivas
codificacbes.

TABELA 1: Siios de coleta das amostras e suas codificagbes

Sitios de coleta Codificacao
Saliva S
Placa superficial a coroa higida PC
Placa superficial a lesd0 corondria PLC
Tecido cariado da les&o coronaria 1C
Placa superficial a raiz higida PR
Flaca superficial a les&o radicular PLR
Tecido cariado da leséo radicular R

34



As amostras foram transportadas imediatamente ao laboratéric de
Microbiologia (FOP-UNICAMP), e submetidas a 1 minuto de vibragdo em um agitador de
tubos (Phoenix - AT 58). Em seguida, as mesmas foram diluidas em série decimal de 10”7

a 10” em solugdo salina a 0,9%.

Para o cultivo dos estreptococos grupo mutans, aliquotas de 5 ul de cada
diluicdo foram inocuiadas em placas de Petri, contendo meio de cultura Mitis Salivarius
Bacitracina (MSB). Apos incubacdo a 37°C por 48 horas em atmosfera com pCO; de 10%
(Water-Jacked CO; Incubators/ Cole Parmer Instruments - USA) foi coletado um numero

variave! de colonias de cada sitio.

As colbnias foram transferidas individualmente para um tubo de cultura
contendo caldo de infusdo de cérebro e coracéo (BHI) e incubadas em condicdes 6timas
para seu desenvolvimento celular (37°C, pCO, 10%, 24 horas). Apds ¢ crescimento e
verificacdo da pureza atraves da visualizacdo da coloracdo de Gram, todas as coldnias

foram estocadas em glicerol 10% a - 80°C.

Com o objetivc de comparar os métodos de identificacdc por provas
bioguimicas e por PCR, os isolados bacterianos de cinco voluntarios foram submetidos a

identificacdo por esses dois metodos.



4.4 - Provas Bioquimicas

Anteriormente a realizacdo das provas bioquimicas, as espécies isoladas foram
subcultivadas em BHI a 37°C e posteriormente em MSA, a fim de se constatar a presenca

de possivel contaminacio entre os isolados.

A identificacdo das cepas de estreptococos grupo mutans foi realizada através
das provas bioguimicas: fermentacio de manitol, sorbitol, melibiose e rafinose; hidrolise
de arginina; producio de perdxido de hidrogénio e sensibilidade & bacitracina (HARDIE,
1986). Em cada prova bioguimica, além das amosiras a serem pesquisadas foram

também utilizadas cepas padrdes de S. mutans (ATCC 25175) e S. sobrinus (Ib 8715).

Os testes de fermentacdo dos agucares foram realizados em meio sdlido,
constituido de caldo de tioglicolato sem dextrose e sem indicador (Difco), acrescido de
bacto-agar (Difco) na concentracdo final de 1,5% e 0,0016% de purpura de bromocresol
{inlab} sendo o pH ajustado para 7,0. Apds a esterilizacdo do meic a 121°C por 15
minutos, este foi resfriado até 40°C e acrescentada a solucdo do agicar especifico para
cada teste (manitol, sorbitol, melibiose e rafinose) numa concentragado final de 1%. As
solugdes dos agucares utilizadas (Inlab) foram previamente esterilizadas por filiracdo em

membranas de ester de celulose com 0,22 um (Millipore).

Para a realizacdo das provas bioguimicas, aliquotas de 75 ul das culturas
recentes (24 horas) crescidas em BHI foram inoculadas no meio sélido com o auxilic de
um replicador de Steer, que torna possivel a identificagdo de 25 amosiras em cada uma

das placas de Pelri contendo ¢ meio solido de identificacio. As placas foram incubadas e
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as leituras dos resultados realizadas apds 24 a 48 horas. O teste foi considerado positivo
quando se observou viragem do indicador para amarelo, caracterizando a fermentac2o do

acucar com produgéo de acidos (SHKLAIR & KEENE, 1974).

O teste de resisténcia & bacitracina foi realizado incorporando-se 2 U de
bacitracina {Sigma) por mL do mesmo meio ulilizado para o teste de fermentacdo de
manitol (SHKLAIR & KEENE, 1974). O crescimento dos microrganismos nestas condiches

indica sua resisténcia ao antibidtico.

A prova de producdo de perdxido de hidrogénic foi realizada em meio base
composto de 0.5 g de exirato de carne (Difco), 0.5 g de extrate de levedura (Difco), 0,05
mi. de Tween 80 (Synth), 0,01 g de suifato de manganés (Difco), 1,5 g de agar e agua
destilada g.5.p. 90 mL. Ao meio base (pH 7,2) autociavado foram acrescentados 5 mi de
uma suspensio de sangue desfibrinade de cameiro e agua destilada em partes iguais,
sendo © meic total aguecido a 100°C por 15 minutos. A este meio foram acrescentados 5
mL de uma solucéo de ortodianisiding (Sigma) a 2%, sendo ¢ meio posieriormente vertido
em placas de Pelri. A semeadura foi realizada a partir das culturas recentes em BHI,
consistindo de trés inoculagbes proximas, realizadas com agulha de plating diretamenis

no maic de cullura. U teste foi considerado positive guando houve mudanca de cor para

marrom escuro ou preto no local do crescimento bacteriano (WHITTENBUHY 1¥pg}

A prova da hidrdlise de arginina se baseia na producdo ou ndo da enzima

arginina-desaminase, a qual libera aminia ao reagir com o© subsiralc arginna. A

repacicads das cepas nidrolisarem argining produzindo amdnia, foi testada com a



semeadura de 0,1 mbL do indculo em tubos contendo o meio de cullura com o subsirato.

Apds o periodo de incubagio, foram adicionadas duas gotas do reativo de Nessler a cada

tubo. A presenca de amoénia na cultura, evidenciada peic aparecimento de coloragéo

alaranjada, indica reagao positiva engquanic gue a coloragdo amarela indica prova

negativa.

Através dos resultados obtidos pelas provas bioguimicas, os isolados foram

identificados de acordo com a TAB. 2, baseada no manual de BERGEY (HARDIE, 1986).

TABELA 2: ldentificacio de esireplococes grupo mutans por provas bioguirnicas

8. mutans

5. rattus

S, cricetus

3. sobrinus

S. forus

8. macacae 8. downei

Qrupos
sorolégicos

Fermentacado
Manitol
Sorbitol
Melibiose
Rafinose
Produgdo de
HO,
Hidrolise da
Arginina
Resisténcia a

Bacitracina

{*) sigumas cepas podem dar resuitado negativo;, {**) aigumas cepas podem dar resuliade positivo.

c-e-f

~+

+

e

d-g

B



4.5 - Reacdo em Cadeia da Polimerase - PCR

Foram testadas trés técnicas para exiragic do DNA bacteriano, utilizando-se a
linhagem S. mutans (ATCC 25175) e dez amostras iscladas clinicamente. De acordo com
a primeira técnica, 0s subcuitivos oriundos de cada coldnia foram inoculados em frasces
contendo 3 mbL de BHI e incubados a 37°C, pCO, 10%, por 24 horas. Os meios de cultura
foram centrifugados e os sedimentos obtidos foram lavados duas vezes com tampéo TE
(10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, oH 8,0), submetidos a um banho de fervura por 10 minutos

e utilizados como template.

A segunda tecnica de exiracdo de DNA testada, foi proposia por SAARELA et
al {1898). As células foram também cultivadas em BHI, centrifugadas e ressuspendidas
em uma solugdo contendo 100 ul de tampé&o TE e 50 ul de dodecilssulfato de soédio
(SDS) a 10%, sendo deixadas a 65°C por 30 minutos. As suspensdes foram centrifugadas
{6000 rpm/ 5 minutos) e os sobrenadantes descartados. Os tubos de eppendorf contendo
os sedimentos foram aguecidos em forno de microondas por 2 minutos e 30 segundos.

Os sedimentos foram dissolvidos em 250 ul de tampé&o TE e armazenados a -20°C.

A terceira tecnica fol sugerida por OHOG ef &/ (2000). As celulas bacterianas
crescidas em BHI foram centrifugadas, ressuspendidas e aquecidas em 200 ul de uma
solugdo de lise (10 mM Tris-HCI 1 mM EDTA, 1% Triton X-100, pH 8.0) durante 10
minutos. Apds nova centrifugacao, o sobrenadante foi usado como template nas reacbes

de PCR.
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Os resultados obtidos com as trés tecnicas de extragdc nic apresentaram

diferencas significativas, € em algumas das amosltras testadas, bandas mais intensas e

nitidas puderam ser cbservadas guando foi utilizado tampdo TE, como descrito na

primeira técnica, sendo esta técnica a escolhida para a obtencdo do DNA das amostras

deste estudo. O DNA das baciérias de cada uma das coldnias foi entdo submetido a

amplificagdo para a confirmacgao da sua identidade molecular na presenga de um par de

“iniciadores” espécie-especificos.

A técnica de PCR fol realizada utilizando-se iniciadores especificos para a

porgdo do gene correspondente a glucosiitransferase (gifB do S mutans e gifl do S

sobrinus). A seqléncia dos iniciadores utilizados neste estudo estdo listados na TAB. 3.

TABELA 3: Seciiéncia dos iniciadorses utiizados na técnica de PCR

iniciadores Segiiéncia Localizacio (ph)
GTFB-F S5LACTACACTTTCGGGTGELTTGG 793-814

GTFB-R 5-CAGTATAAGCGCCAGTTTCATC 1288-1308

GTFIF 5. GATAACTACCTGACAGCTGACT 871-882

GTFI-R 5-AACGCTGCCTTAAGGTAATCACT 1561-1582
GTFB-FIN B-AAAGCAGATTICTAATGAATCGA 817-838
GTFB-RIN S5-AATGTAAAATTTTGCCATCAGC 1264-1285
GTFI-FIN 5-TGGTATCGTCCAAAATCAATCC 885-916

GTFI-RIN S-AGATTTGCAGTTGGTCAGCATC 1537-1558

A primeira PCR, incluiu os iniciadores GTFB-F e GTFB-R {Gibco), desenhados

para amplificar ¢ fragmento de DNA de 517 pb da segiéncia gifB do S mutans

(SHIROZA et al., 18987), e os iniciadores GTFI-F e GTFI-R (Gibco), desenhados para

amplificar o fragmentc de 712 pb da sequéncia gifl do S sobrinus (ABO ef &/, 1891).
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Cada mistura de PCR (50 pul ) consistiu de 3,0 mM MgCl,, 5,0 ul do tampé&o de
reacdo 10 X concentrado (100 mM Tris-HCI pH 8,3, 500 mM KCI), 0,2 mM de uma
solucéo contendo dATP, dTTP, dGTP e dCTP, 0,5 uM de cada um dos dois iniciadores
usados em cada reagdc (GTFB-F/ GTFB-R e GTFI-F/ GTFI-R), 25 U de 7ag DNA
polimerase (Life) e 10 ul de solucdo template. As reaces foram conduzidas através da
desnaturac@o inicial das fitas de DNA a 95°C por 5 minutcs, seguide de ciclos
subseguentes com desnaturacdo a 85°C por 30 segundos, anelamento a 59°C por 30
segundos, e extensdo a 72°C por 1 minuto. Apds 30 ciclos, uma etapa final de 72°C por 7

minutes determinou o final da amplificagéo.

Procurando melhorar a capecidade de idenlificacdo das especies, o0s
iniciadores GTFB-FIN e GTFB-RIN, baseados na segUéncia interna amplificada pelos
iniciadores GTFB do 8. mufans, como produto da primeira PCR, foram tambem utilizados.
Assim como, 0s iniciadores GTFI-FIN ¢ GTFI-RIN foram desenhzdos com base na
seqgliéncia interna amplificada pelos iniciadores GTF! do & sobrinus (OHO ef al, 2000).
Os produtos (10 ul) oblidos a partir da amplificacgc da primeira PCR usando os
iniciadores GTFB-F/ GTFB-R & GTFI-F/ GTFI-R, foram usados comoe template para a

segunda PCR, conduzida sob as mesmas condicbes da primeira,

Os produtos de ambas as reagdes de PCR foram analisados por eletroforese
am gel de agarose 1% (Gibco BRL- Life Technology) em tampdo tris-borato-EDTA (TBE).
Foi incluido em cada gel um padrdo de pesc molecular de 100 pb (DNA iadder, Gibco

BRL- Life Technology). Apds o t&rmino de cada corrida, o gel foi corado com brometo de
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etidic 0,5 ug/mi. Depois de corados os geis foram analisados visualmente sobre
transiluminador de luz ultravioleta. A ocorréncia de uma unica banda de 517 pb para &
primeira PCR e 468 pb para segunda PCR, confirmou a identidade molecular do S
mutans. E uma unica banda de 712 pb para a primeira PCR e 683 pb para a segunda

PCR, confirmou a identidade do 8. sobrinus.

4.6 - Reagdo em Cadeia da Polimerase com Iniciadores Arbitrarios - AP- PCR

As linhagens confirmadas pela técnica de PCR como sendo S. mufans e sua
linhagem ATCC 25175, foram inoculadas em frascos com 3 ml de BHI, e incubados a
37°C, pCO2 10% por 24 horas. Para obtencdo do DNA desias amosiras, foi realizado o

protocolo descrito anteriormente para realizagéo da PCR, ulilizando-se tampéo TE.

Os iniciadores selecionados neste estudo para a realizacdo da técnica de AP-
PCR, OPA-02 (Gibco - TGCCGAGCTG) e OPA-13 (Gibco - CAGCACCCAC), foram
capazes de gerar de 5 a @ amplicons discerniveis e reproduziveis do DNA do S. mufans.
A selecéo destes iniciadores foi baseada na qualidade e ndmero de amplicons produzidos
por uma segléncia especifica. Para determinar as condigbes &timas das reagdes, foram
testadas diferentes concentragbes do iniciador (0,25 uM a 1,0 i), MgCh (1,0 mM a 10,0
mivh), solucdo contendo dATP, aTTP, dGTP e dCTP (0,1mM a 0,4 mM) e template (10 a

100 ng), assim como foram variadas as temperaturas de anglamenic.

As condigtes finais julgadas melhores para o AP-PCR consistiu de 45 ciclos
com desnaturacgo a 94°C por 30 segundoes, anelamento a 368°C por 30 segundos e

extensdo a 72°C por 1 minuto, sem etapas transitérias entre cada temperatura. Cinglenta
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nanogramas de DNA template, 1,0 uM do iniciador, 5 ul do tampdo de reacdo 10 X
concentrade (100 mM Tris-HCI pH 8,3, 500 mM KCD, 7 mM MgClz, 4,2 mM da solucéo
contendo dATE, dTTP, dGTP e dCTP, 2,5 U de Tag DNA polimerase em volume final de

reacéo de 50 ul, produziram os melhores padrdes suficientemente distinguiveis.

Us produtos da AP-PCR foram analisados por eletroforese em um gel de
agarose 1%, em tampéo TBE. Senda incluido em cada gel um padréo de peso molecular
de 1kb {(DNA tadder, Gibco BRL- Life Technology). Apds o término de cada corrida, o gel

foi corado com brometo de etidio 0,5 ug/ml.

4.7 - Analise dos Padries Eletroforéticos

Os géis obtidos como resultado da aplicagdo da técnica de AP-PCR foram
fotografados pelo equipamento image Master — VDS (Pharmacia Biotech) e capturados
pelo programa computacional LISCAP. Suas imagens positivas e a demarcacdo das
bandas eletroforeticas foram processadas através do programa Sigma Gel {Jandel Co.),
gue forneceuy a mobilidade relativa de cada banda (valores de Rf.) em fungdo dos valores

conhecidos dos padrfes de massa molecular.
4.8 - Construcdo das Matrizes ¢ Dendrogramas de Similaridade

As bandas elefroforéticas, representadas pelos valores de R tiveram suas
distancias de migrac8o convertidas em valores numeéricos gue receberam representacies
1 {um} para presenca & 0 (zero) para auséncia das bandas, numa comparacdo entre os

“lanes”. O conjunto dessas informacgdes gerou uma malriz de dados bindrios que fol
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plotada no sistema NTSYS versao 1.70 {Apliied Bicstatisics), empregando-se ¢ programa

QUALITATIVE e o coeficiente de similaridade SM (Simple Matching Coefficient).

Utilizando © mesmo pacote estatistico, essas malrizes de similaridade foram
transferidas para o programa SHAN CLUSTERING, onde satravés do método de
agrupamento UPGMA (unweighted pair-group method with mathematic avarege), foram
gerados dendrogramas que possibilitaram as avaliacBes dos graus de similaridade
existentes e o0 agrupamento dos possiveis clones formados entre as amosiras de S.

mutans.

4.9 - Andlises Estatisticas

A composicdo da microbicta presente na cavidade bucal dos individuos e
identificada pelas provas bioguimicas e técnica de PCR foi comparada pelos iestes
estatisticos n&o parameétricos: Kruskal-Wallis, Wilcoxon-Mann-Whitney e Friedman. Os
testes, Kruskal-Wallis e Friedman, foram utilizados também para verificar diferencas entre

os sitios apenas para os microrganismos S mufans e S, sobrinus,
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5. RESULTADOS

5.1- Isolamento Bacteriano

Apbs o cuitivo em MSB das amostras coletadas neste estudo, foram

selecionadas todas as coldnias com morfologia tipica de estreptococos grupo mutans,

assim como algumas colonias de morfologia atipica.

Um total de 728 colbnias foram isoladas, sendo que cerca de 5% (37

coldnias) da microbiota total cultivada ndo puderam ser classificadas devido a perda

da viabilidade durante as investigacbes e 691 colénias foram destinadas aos

procedimentos de identificacdo. Dentre as 691 amostras trabalhadas, 353 isoladas da

cavidade bucal de cinco voluntarios foram identificadas por provas bioguimicas e PCR.

O numero de coldnias isoladas em cada sitio dos voluntarios € apresentado na TAB.

4.

TABELA 4: Namero de coldnias isoladas em MSB e provenientes de diferentes nichos da cavidade

bucal dos voluntarios

Voluntarios S PC PLC TC PR PLR TR TOTAL

1 10 ] 10 14 0 g 11 53
2 10 15 10 15 10 3 15 78
3 15 15 10 15 5 10 15 85
4 16 12 10 15 5 8 20 86
5 15 0 12 11 0 3 10 51
) 10 11 8 16 13 5 15 78
7 13 11 13 17 18 11 18 99
8 7 15 16 16 18 13 20 103
9 10 10 15 15 15 15 15 95

Total 106 89 104 134 80 76 139 728

Meédia 11.8 9.9 11.5 14.9 8.9 34 15.4 80.9

S = saliva; PC = placa dental superficial a coroa higida; PLC = placa dental superficial a lesfio de carie corondria; TC

= tecido cariado da les&o coronaria; PR = placa dental superficial a raiz higida; PLR = placa dental superficial a leséo

radicular e TR = tecido cariado da lesfc radicular.
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5.2 - Provas Bioguimicas

A TAB. 5 e o GRAF. 1 apresentam os resultados obtidos nos tesies de
identificac2o bioguimica dos esireptococos grupo mutans isolados a partir das
amostras de saliva, placa dental e tecido cariado presentes na cavidade bucal de
cinco voluntérics, e que permitiram a classificacac destes microrganismos em gquatro

espécies: S. mufans, S. sobrinus, S. ferus e S. cricetus.

Dentre os 353 microrganismos isolados dos diferentes nichos pesquisados,
obtivemos 48 (13%) isolados de sitios vaniados que n&o se encaixaram no perfil
bioguimico propeste por SHKLAIR & KEENE (1974), sendc classificados como
Streptococcus sp. A maior parte dos isolados fol identificada como sendo a espécie S
mutans (58,2 %), seguido de 5. sobrinus (15,3%), S. ferus (6,5%) e S. cricetus (5,8%).

TABELA 5: NOomero de espécies de estreptococos grupo mutans isoladas de diferentes nichos da

cavidads bucal de 5 voluntarios e identificadas por provas bioquimicas

Espécies Nichos da cavidade bucal
5 BC PR PLC | PLR [L TR TOTAL Yo
S. mutans 48 24 5 37 17 37 43 200 (&) 1592
S. sobrinus 7 2 4 1 7 15 15 54 (b 1153
S. ferus 3 0 7 1 22 (b) | 85
L. cricetus Y] 3 0 5 Z 21 by 159
Strepfococcus sp. 10 7 11 2 5 2] 2 46 13,0
Total &8 42 20 52 3z 70 71 353 106

* Nimeros seguidos de letras desiguais sio estalisticamente diferentes.

Afravés da analise estatislica realizada pelo tesie de Kruskal-Wallis,

verifica-se que existem diferencas entre o numers de especies identificadas, ao nivel
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RESU TADOSE

de significancia de 5% (p = 0,000756 ou 0,0756%, p < 5%). As comparacdes multiplas
entre 0s microrganismos nos mostra que o numero de S, mutans difere de todas as
demais espécies, porém entre estas ndo ha diferencas significativas. A espécie S.
mutans foi prevalente em todos os voluntarios, sendoc que em apenas um dos
individuos ndo houve diferencas entre a proporcéo de S. mutans e S. sobrinus (p =

22%, p > 5%).

8. ferus
E 5. sobrinus
B S. mutans

s PC PR PLC PLR TC R

GRAFICO 1: Distribuico e freqiiéncia de estreptococos grupo mutans isolados de
diferentes nichos da cavidade hucal.

A B C

FIGURA 1 Cultivo e identificacdo bioquimica das espécies de estreptococos grupo mutans; A: cultivo em MSB; B:
fermentagéo de agiicares; C: producéo de perGxido de hidrogénio.
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Para verificar diferencas entre os sitios pesquisados de cada voluntario, foi
utilizado o teste Wilcoxon-Mann-Whitney. Como o numero total de microrganismos em
cada sitio depende do tamanho da amostra, que é desigual nos diversos sitios, optou-
se por trabalhar com os dados referentes a propor¢cdo do microrganismo de interesse
em relagdo ao numero total de microrganismos encontrados. Os resultados
demonstraram que existem diferencas significativas entre os sitios, no que se refere 3
quantidade de S. mutans (p = 1,1%). Quanto a espécie S. sobrinus ndo foram

encontradas diferencas significativas entre os sitios (p = 7,83%).

Streptococcus sobrinus foram caracterizados por possuir pouca capacidade
de fermentacio dos carboidratos testados. Além disso, apenas 51% das espécies S.
sobrinus fermentaram manitol nas primeiras 24 horas do periodo de incubacéo, sendo
gue ao final do periodo adicional de 24 horas, todas as espécies S. sobrinus foram

capazes de fermentar este agucar.

De acorde com HARDIE (1986), os Strepfococcus mufans podem ser
diferenciados baseades na sua capacidade ou ndo de fermentar a melibiose. Neste
estudo pudemos observar gque boa parte das espécies S. mutans ndo apresentavam a
capacidade de fermentar melibiose e/ou rafinose, desta forma as cepas foram

divididas em bidtipos baseados nestas caracteristicas fenotipicas (TAB. 6).

TABELA §: Classificacio de bibtipos de S, mufans baseada na capacidade de fermentar melibiose e/ou

rafinose
Espécies S. mutans Rafinose positive Rafinose nagative Total
Melibiose positivo 132 17 149
Melibiose negativo 28 32 80
Total 160 49 2098
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RESULTAROS

53-PCR

Dentre os 691 isolados da cavidade bucal de nove voluntérios, 438
(63,38%) foram identificados pela técnica de PCR como sende S. mutans, 160
(23,15%) como S. sobrinus e 93 (13,45%) néo foram identificados por esta técnica. As
especies S. mutans e S. sobrinus provenientes da saliva, placa dental e tecido cariado
puderam ser encontrados em 9 e 8 voluntérios, respectivamente, sendo variavel a
frequéncia e distribuicdo destas espécies. A FIG. 2 apresenta a amplificacdo do gene

da glucosiltransferase de S. mutans e S. sobrinus pela técnica de PCR.

8. mutans 8. sobrinus

FIGURA 2 Ampiificacgo do gene da glucosiltransferase de S mutans e S. sobrinus pela técnica de
PCR, utilizando-se os primers GTFB e GTFI, respectivamente; 1. padréo de peso molecular
de 1 Kb; 2 e 3: fragmentos de DNA de 517 pb da seqiéncia gif8 do 5. mutans, obtidos pela
primeira PCR (5 mutans ATCC 25175 e isolado clinico), 4 ¢ 5 fragmentos de 468 pb
obtidos pela segunda PCR; 6 e 7! fragmentcs de 712 pb da sequéncia ¢ifl do 8. sobrinus,

obtidos pela primeira PCR (8. sebrinus ib 6715 e isolado clinico); § e 9 fragmentos de 663
pb obtidos pela segunda PCR.

A TAB. 7 apresenta os resultados das identificagbes das espécies S.
mutans e S. sobrinus, obtidos pela primeira e segunda PCR, utilizando-se os primers

especificos para cada uma destas espécies.
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TABELA 7: identificagio das espécies & mufans & 3. sobrinus pelas reagdes de PCR

Espécies § 1"POR 2°PCR TOTAL
B mutans E 331 75,8%) 167 (24,4%) 438
8. sobrinus G5 (59,4%) B85 {40 8% 180
TOTAL 5 426 172 598

As mesmas analises para a disiribuicdo e freqléneia de S mufans e S

sobrinus aplicados com os resuliados oblidos pelas provas bioguimicas, foram

também realizadas com 08 resuitados obtidos pela técnica de PCR, sendo gue neste

caso foram incluidos todos os voluntarios. Os dados apresentados na TAB. §

demonstraram que existem diferencas enire os sitios pesqguisados quantc a espécie 8.

mutans (33&‘3@3‘%} e |

TABELA 8: Numem decepasde & mz;fans esoiadag de fie?efenies mch@s da cawdasée biscai de g

?umanos & adem;facadas por P\.,R

TR

Voluntarios | S pc | PLC TC PR | *'P'mf o Total

7 3 o 5 10 5 1 8 78
2 4 8 & 1G 3 2 11 42
3 14 14 g 11 e 4 5 54
7 3 3 7 6 5 e 75 2
A 15 4} 2 1G 4] 4 11 45
& 8 7 g 16 8 4] 15 80
7 5 8 g G 3 Z 3 37
a 7 12 18 12 14 11 18 @1
O 10 3 12 11 G 2 1 34

Total 70 51 75 g5 28 31 88 438

Aadia 7,78 7,26 833 $0,58 580 3,44 G 78 487




(Os sitios foram comparados, considerando-se separadamente as espécies
S mutans e S. sobrinus. Com relacdo a espécie S mutans (TAB. 8), as comparacbes
multiplas mostram diferencas significativas entre os sitios TC e PC, TC e PLR, TC e

PR TRePLR THRHePR PLCePLR PLC e PR senlre S PR

TABELA 2: Comparagles enire s sitios pesquisados, dois a dois, em relacho a espécie

8 mudans
Sitios Médias*
TC 4833 3
TR 4117 a b
PLC 3794 a b
s 25322 abe
PC 27,33 bod
PLR 18,17 ¢ g
PR 16,83 d

* médias obtidas a partir da anlicacio do tesie de Frisdman

Além das comparactes entre sitios, dois a dois, foram verificades ainda os
possiveis contrastes entre grupos de sitios e significancia dos mesmos (TAB. 10).
Observando-se o contraste 5, & possivel constatar que exisle uma diferenca
significativa quando se compara superficie coronaria sadia (PC) e superficie coronaria
com cérie (PLC+TC). Com relacio a superficie radicular, esta mesma diferenca nio

pode ser verificada (contraste 6).

TABELA 10: Conlrasies oblidos pelas comparagdes enlre 0s sitios de interesse com relagBo a especie

S, mutans
Confraste 1 {TC+ TRl w (PLC+ PLR+ PC+ PR) {sign., p= 0,00035%
Confrasie 2: (PC+PR)vs PLC+ TC + PLR + TR) {sign., p = 0.00703)
Contraste 2 (PLC + TC) vs (PLE + TH) {sign., p= 004874
Contraste 4. {PLC + PC) vs (PLR + PR) (sign., p = 0,01530)
Coniraste 5, PCvs (PLC+ 1O {sign., p = 4,04855)
Conjraste 8 PRvs {(PLR + TR} {nfo sign., p= §,07380)




A TAB. 11 apresenta os resultados obtidos pela identificacéo de S. sobrinus
isolados de nove voluntarios através da técnica de PCR. Assim como 0% resultados
das provas bioquimicas, verificou-se que ndo existem diferencas significativas entre os
sitios no que se refere a presenca de S. sobrinus (p = 16,7%). Observa-se que ©
paciente 5 foi eliminado da analise, pois nac foi isclada nenhuma espécie S. sobrinus

em qualguer dos silios.

TABELA 11: NOmsro de sspécies 5. sobrinus iscladas de diferenies nichos da cavidade bucal de §
yoluntarios e identificadas por PCR

Voluntarios s 2o PLOC TC PR PLE TR Total

3 5 g i) Z 0 5 1 3
Z o 5 1 3 4 o 1 ]
3 1 g B 1 0 g i 5
4 0 3 ] Z 0 G 7 5
5 G i) 0 B 0 0 a 0
- o i 2 0 5 5 ) 16
7 & 5 ] B 13 g 15 82
g G & & 8 3 2 g 3
) ) ) 3 Z 75 2 13 a5

TOTAL 14 11 i 18 35 33 35 160

MEDIA 155 1.22 'RE .00 433 3.66 3.68 7.8

5.4 - Comparacbes: Provas bioguimicas & PCR

Com o objelivo de verificar a sficacia dos metodos de identificacéo
bacteriana utilizados neste estudo, foram comparados os resultados oblidos pelas

provas bioguimicas & PCR, e gue permitiram a identificacio das espécies 5. mufans e



8. sobrinus provenientes das mesmas amostras de cinco voluntarios. Para tanto foram

aplicados os testes de Wilcoxon-Mann-Withney e o teste de Friedman, como pode ser

visto nas TAB. 12 e 13.

TABELA 12: Comparagdo entre os resultados das identificacoes da espécie S. mufans através de

provas bioquimicas e PCR

Métodos S PC PLC TC PR PLR TR TOTAL
Bioguimicas: 46 24 37 37 5 18 43 208
Posios: Mann-Withney 12 6 8,5 85 2 3.5 11

Postos: Friedman 2 2 2 1 2 1.5 1

PCR: 40 23 3z 47 3 16 50 211
Postos; Mann-Withney 10 5 7 13 1 3,5 14

Postos: Friedman 1 1 1 2 1 1,5 2

Os valores oblidos pelos testes estatisticos: Wilcoxon-Mann-Withney e Friedman deram origem a diferentes postos.

Utilizando o teste de Wilcoxon-Mann-Whitney, n&o foram detectadas

diferencas significativas entre a média do numero de S. mutans encontrados nos dois

testes de identificagdo (p = 92,7%). Observa-se ainda que a aplicagdo do teste de

Friedman para dois tratamentos, ndo faz com que as conciusbes se alterem (p =

68,8%).

TABELA 13: Comparacio entre os resuliados das identificagbes da espécié S. sobrinus através de

provas bicguimicas e PCR

Métodos S PC PLC TC PR PLR TR TOTAL
Bioquimicas: 5] 2 1 6 4 5 7 31
Postos: Mann-Withney 8.5 35 1,5 8.5 55 7 11

Pgstos: Friedman 1 1,5 1.5 1 1.5 1 1

PCR: 7 2 1 15 4 7 18 54
Postos: Mann-Withney 11 3.5 1.5 13 55 1 14

Postos: Friedman 2 1.5 1.5 2 1,5 2 2




O mesmo ocorre em relac8o a espécie S. sobrinus, ou seja, ndo existem
diferencas significativas entre o numerc medio de microrganismos encontrados
através das provas bioquimicas e PCR. As conclusdes obtidas pelo teste de Wilcoxon-
Mann-Withney (p = 39,8%) s&o confirmadas pelo teste de Friedman (p = 12,5%).
Embora os resultados tenham demonstrado um maior numero de microrganismos
detectados pela técnica de PCR, tais diferencas néao sdo evidenciadas nos testes

estatisticos utilizados.

5.5- AP-PCR

A técnica de AP-PCR foi utilizada para analisar a variabilidade genética
existente entre 438 cepas de S mutans identificadas pela técnica de PCR. A
amplificacdo do DNA gendmico destas espécies pelo primer OPA-02 gerou produtos
de AP-PCR variando entre 2.1 a 0,4 kb, sendo evidente em grande parte dos isolados
a amplificacdo de uma forte banda de 0,8 kb. O primer OPA-13 gerou produtos de 1,6
a 0,6 kb (FIG. 3a8).

FIGURA 3. Padrbes elefroforéticos de S mufans isolados de sitios da cavidade
bucal de um mesmo paciente, obfidos pela técnica de AP-PCR (primer
OPA-(Z). 1: padric de peso molecular de 100 pb; 2-4: salive; 57, placa
superficial & ralz higide; 89 placa superficial a leséo radicuiar, 10-11;
les&o radicular.
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FIGURA 4 Padries eletroforélicos similares de S. mufans isolados da cavidade bueal de um mesmo

voluntario {primer OPA-02) 1 e 12 padréo de peso molecular de 100 pb: 2.4: S. mutans
isolados da salive; 5-7. S. mufans isolados da placa dental superficial a les8o radicular; S.
mutans isolados do tecido canado presente na lesdo radicular.

FIGURA 5. Padrbes eleiroforéticos de S, mufens isolados das cavidades bucails de dois pacientes
{primer OPA-02). 1 ¢ 11; padrdo de peso molecular de 100 pb; 2 -10: 8. mudans isolados
de diferentes sitios da cavidade bucal do voluntério 01; 12 -21: S. mufans isolados de
diferentes sitios do paciente 03. Fol possivel observar em um mesmo sitic de um
mesmo voluntario, padries diferenciados de S, mufans capazes (9) e n80 capazes (10)
de ferrnentar determinados aclicares como a melibiose.

FIGURA & Padries elefroforéticos de S mufans isolados da cavidade
bucal de um mesmo paciente (primer OPA-13). 1; padrdo de
peso molecular de 1 Kb, 2-4! saliva; 5-7: placa superficial &
lesdo radicular, 89 lesdo radicular.
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Qs S;?EGS pescgmsa@ss mes‘garamnse ceisnézades p@r ‘% a S paémeg de AP-
PCR d;ferentes como pode ser Gbservadc na "E’AB 14 deve—*se sal en‘iar gque um

mesmo padrao pode ser encontrado em mais de um sitio de um ve?untér’se»

TABELA 14: Nameros de padrdes de AP-PCR de'S. mm‘ans eﬁcanifadcs em.cada saéac pesquzsado dos

voluntérios

Voluntarios ) PC PLC TC PR PLR TR
1 1 o 1 1 o 1 2
2 2 1 1 2 2 1 1
3 2 2 1 2 0 3 1
4 2 1 2 1 o 2 2
5 2 0. 3 2 0 b .5
& B 2 L2 2 2 S0 o2
7 R Tz 2 3 SR 1 2
8 2 1 2 2 z 2 2
5 oo 2 . o 1 1

,&TAB% a?réséh%é o fotal do numero de perfis: genéticos encontrados em
todos os sitios da cavidade bucal dos individuos. Comparando-se 0s voluntérios 5 e 8,
& possivel observar que um numerc maior de espécies analisadas ndo implica na
obtenco de um maior numero de perfis geneticos

TABELA 16: Namero de pedfis genéticos de S mudans encontrados e ndmero de cepas analisadas pela
. técnica de AP-PCR

Voluntérios 1 2z 3 4 B 6 7 8 :
N° de perfis 3 5 7 -2 10 3 4 4 2
N° de cepas 28 42 54 42 45 80 37 g1 ag




Us dendrogramas reprasentativos do agrupamento de perfis gengticos de S
mutans encontrados em cada voluntdrio s80 apresentados pelas FIG. 7a 16 AFIG. 7
apresenia a ocorréncia simultanea de {rés perfis gengtices de S. mutans na cavidade
bucal do voluntario 1. O clone predominarie mostrou-se disperso em diferentes sitios:
saliva, lesfes cariosas e placa scbreposta 2 lesdc coronaria. Dois outros clones
menores mostraram uma tendéncia de colonizacdo sitio-especifica para lesfo

radicular e placa sobreposta a esta mesma leséo, respectivaments.
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FIGURA 7 Dendrograma representativo do agrupamento de perfis gendticos igénticos de S, mulans
delerminados pela AP-PCR, & occorrendo simulianeaments na cavidads bucal do

voluntario 1.




Na FIG. 8 & possivel observar a ocorréncia simuiténea de cinco diferentes
clones de S mufans colonizands a cavidade bucal do voluntaric 2. O clons
predominante mostrou-se¢ disperso em diferentes sitios: saliva, placa sobreposia a
coroa higida, lestes de carie e placa sobreposta g lesd0 coronaria. Oulres clones
menores mostraram-se dispersos, ¢ apenas um destes ndo apresentou uma tendéncia
de colonizacgdo sitic-especifica, sendo encontrado tanto na saliva quantc na placa
sobreposta a superficie radicular sadia. Uma Gnica cepa proveniente do tecido da
lesdo coronadria (TC1) apresenta alta similaridade {Ssu = 0,8870) com os jsolados do

clone de maior incidéncia.
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FIGURA 8 Dendrograma represeniativc do agrupamento de perfis genéticos idéntices de S muwlans

determinados pela AP-PCR, e ocorendo simuliansameante na cavidade bucal do volunidrio 2.



O voluntaric 3 apresentou colonizacio por sete diferentes clones, como pode
gser observado na FiG. 8. O clone predominante mostrou-se coexistente em saliva,
placas dentais sobrepostas as lesdes corongria e radicular e placa superficial a coroa
higida. Dois outros clones em especial colonizaram seletivamente lesfo corondria e
lesdo radicuiar, respectivamente. E ainda, qualro clones menores foram representados

por apenas um isolado bacleriano,
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FIGURA 9 Dendrograma represeniative do agrupsments de perfis gendticos idénticos de S mufans

determinados pela AP-PCR, e ocorrendo simultansaments na cavidade bucal do voluntaric 3.



O dendrograma do voluntario 4 representado na FiG. 10 apresenta g

formagdo de dols agrupamentos (clusters) de isolados com similaridade maxima (Ssw

= 1,0000). Um dos perfis genéticos fol encontrado na saliva, placa superficial a leséo

coronaria, placa superficial a lesdo radicuiar & lesdes coronaria e radicular, sendo que

o segundo perfil colonizava todos os sitios de coleta excelo lesdo coronaria.
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FIGURA 106: Dendrograma repressentativo do sgrupamento de perfis gendticos idénticos de S mutans

determinados pela AP-CR, & occorendo simuitaneamente ne cavidade bucal do

voluntario 4
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O extenso polimorfismo detectado nos isclados de S mufans da cavidade
bucal do paciente 5 (FIG. 11) levou a construgdo de uma éarvore de similaridade com
dez variantes genéticas da bactéria. A despeilo desse relativo numerc de clones,
nenhum deles apresenia-se como predominante. A les8o radicular foi sitic de
colonizagdo para cinco clones, sendo que trés destes nado foram enconirados em
nenhum outro nicho, caracterizande um colonizacdo sitic-especifica destes padrdes
genéticos. A piaca dental sobreposta a lesdo coronaria albergava dois clones que
colonizavam unicamente este sitio. Cabe ressallar ainda que trés outros clones
também apresentaram este perfil de colonizac8o, estando presentes apenas na lesao

coronaria, placa dental sobreposta a lesio radicular e saliva, respectivamente.
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FIGURA 11: Dendrograma representativo do agrupamento de perfis genélicos idénticos de S mufans

determinados pela AP-PCR, & coorrendo simullaneamente na cavidade bucsl do voluntério 5.



Os trés tipos genéticos de S, mufans deteclados na cavidade bucal do
voluntario 6 apresentaram uma fregléncia de distribuicdo quase igualitaria (FIG.12).
Um clone apresentou baixa similaridade com os demais (Ssy = 0,4330). No momenic
da amostragem, a saliva encontrava-se colonizada pelos irés ciones, & estes

mosiraram-se dispersos entre os sitios de coleta.
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FIGURA 1Z: Dendrograma representativo do agrupemerdo de perfis genélicos idénticos de 8. mutans

determinados pela AP-PCR, e coorrendo simultansamente na cavidade hucal do voluntéric 8.
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O voluntaric 7 apresentou colonizacdo por guatro tipos genéticos (FIG. 13).
Um clone colonizava seletivamente placa superficial a coroa higida. Outro clone de
menor incidéncia estava presente apenas no interior das jesdes de carie coronaria e
radicular. Fol possivel notar que aoc menos um clone presente nas placas dentais

sobreposias as lestes de carie estavam também presentes no interior destas lesdes.
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FIGURA 13: Dendrograma representativo do agrupamento de perfis genéticos idénticos de 5. mudans

determinados pela AP-PCR, e ocoorrendo simultaneamenie na cavidade bucsl do voluntario 7.



O voluntdrio 8 apresentou colonizacao por quatrs gendlipos, sendo que dois
destes coionizaram seletivamente a lesao radicular & placa sobreposta a esta leséo
(FIG. 14). Os mesmos clones colenizadores da placa superficial a les8o coronaria
foram também encontrados no interior desta mesma lesdo. Enquanto apenas um
clone colonizador da piaca superficial a raiz cariada estava tambem presente na leséo

radicular.
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FIGURA 14: Dendrograma representative do agrupamento de perfis genéticos idénticos de & mudans

determinados pela AP-PCR, & ccorrendo simuliansamente na cavidade bucal do voluntério 8.
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Dois tipos genéticos puderam ser encontrados nos sitios pesquisados da
cavidade bucal do voluntaric 9 (FIG. 15). Assim como ocbservado em outros
voluntdrios, a piaca sobreposia a lesfo cariosa tanto coronaria como radicular,

mostrou-se colonizada por um cione tambem encontrado no interior da leséo.
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FIGURA 15 Dendrograma representativo do agrupamento de perfis genéticos idénticos de & mutans

determinades pela AP-PUR, e ocorrendo simulianeaments na cavidade bucal do volunidrio 8.
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Apbs a determinacBo dos perfis AP-PCR de S mufans de todos os
yoluntarios, um representante de cada clone foi utilizado para se obter ¢ dendrograma
apresentado na FIG. 18. O valor de similaridade maxima (Ssy = 0,960} foi encontrado
somente entre tipos clonais oriundos do mesmo individuo,
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FIGURA 18 Dendrograma representativo do agrupamento de tipos genéticos de S, mutans

ocorrendo nas cavidades bucais dos voluntarios, determinados pela AP-PCR.

66



Observaces finais com relacdo aos dendrogramas apresentados merecem
ser destacadas. Analisando-se¢ cada sitio separadamente, fol possivel notar gue a
saliva dos voluntarios albergava clones que estavam presentes em todos o8 outros

sitios, mas néo necessariamente agrupou iodos os distintos clones.

Em sete voluntarios, clones identificados na placa dental sobreposta a leséo
de carie foram os mesmos enconirados na placa sobreposta a supsrficie sadia
principalmente com relacdo a superficie corcnaria. Entretanto, os padrdes de AP-PCR

presentes na piaca dental acima de superficies sadias nio apresentaram nenhum

perfil diferenciado.

Clones encontrados em placa dental scbreposta a lesfo de carie, tanto
coronaria como radicular, 380 tambem encontrados no interior da iesdo, e este fato fo
observado durante a analise de oito voluntarios. Porém, ndo necessariamente todos

os clones presentes na placa estiveram presentes no interior da leséo.

No interior das lesdes de carie, tanto coronaria como radicular, foi notado
uma fregiéncia maior de clones gue ndo foram encontrades em nenhum outro sitio,

isso pode ser verificado na analise de seis voluntarios.

Um mesmo cicne presente na lesdo de carie coronaria estava presente
também na ieséo radicular, falo este observado em sete voluntarios, enfrstanio em
seis destes voluniarios as lesBes coronaria e/ou radicular apresentaram gendtipos gue

néoc estavam presentes na oulra lesdo de carie.



6. DISCUSSAD

entre os métodos de identificacgo de do grupe mutans, a morfologia de coldnia
em placas do meio seletivo MSB permite uma diferenciacio inicial e provisdria (HAMADA
& SLADE, 1980). Apods os procedimentos de identificacdo das espécies isoladas neste
sstudo, foi possivel confirmar a morfologia descrita por WHILEY & BEIGTHON (1988),
com S. mutans agrupados em coibnias brancas, rugoesas, crescidas lanto na superficie
comgo no interior do meio de cultura, e pode ser observado ocasionalmente um ligquido em
forma de gota (glucanos insoluveis em agua) no topo das colbnias. As colbnias de S
sobrinus apresentaram uma caracteristica mais wregular, com uma superficie lisa ou
mesmo rugosa e freqlentemente a presenca de um halo branco leitoso ao redor do

crasciments bacterianc.

As bactérias crais podem apresentar uma capacidade de fermentacic de
determinados aglcares que € reconhecida por contribuir para a sobrevivéncia e
multiplicac&o destes microrganismos na cavidade bucal (USHIRD ef &, 1981). A
fermentac8o da melibiose é um dos testes bicguimicos usados para distinguir os isclados
de Strepfococcus do grupe mutans. isoiados representativos de S sobrinus néo
fermentam a melibiose, e em media 88% de isolados recentss de S. mufans fermentam

melibiose (BEIGTHON &f &/, 1881).

Nesie estudo, a proporcdo de S mulans ndo fermentadores de melibiose pode
ser considerada alia (28,7%), & em dois individuos coionizados por ambos fermeniadores

& nac da melibiose, os ndo fermentadores representaram a maioria dos isolados. Esse
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resultado se aproxima do resultado obtide no estudo de GRONROUS & ALALUUSUA
{2000), onde foi apresentado que dentre os isolados S. mufans, 38% néo fermentaram
melibiose, enguanto no estudo de BEIGHTON ef a/. {1981) apenas 12% dos isolados S

mutans nao apresentaram a capacidade de fermentar este mesmo agucar .

De acordo com USHIRGC ef al (1991), € possivel que o fendtipo melibiose-
negativo dos isolados S. mufans possa ser afribuidc & incapacidade desses
microrganismos em transportar a melibicse através da membrana ceiular, ou mesmo ser
atribuido a auséncia da enzima «-galactosidase, enzima responsavel pela clivagem da

melibiose em monossacarideos.

Autores como HARDIE (1986) tém proposic gue a fermentacdo da rafinose
efou melibicse s&c tesies distintos. Entrstanto, pode existir uma certa relagdo entre 0s
caminhos do metabolismo destes acucares que operam nos microrganismos. isto porgus,
a auséncia da enzima g-galactosidase pode tambem reduzir ou deletar a fermentacdo da
rafinose. A fermentacéo residual pela producao de acidos a partir da rafinose, pode ser
devido ao fato deste agucar ser usado por alguns microrganismos come substrato para
outras enzimas como: Trutosiliransferase, frulanase, mnvertase e sacaross-b-fosfaio
hidrolase (USHIRC ef a/, 1881) Desta forma, € aparente que a inclusdo de ambos,
fermentac8o da rafincse e melibiose, em uma serie de tlesles bloguimicos para
identificacio de Sfrepfococcus do grupo mutans, ndo constitui dois testes independsantes.
Os resultados deste estudo mostram que 53,4% dos S mutfans ndo fermentadores de
melibiose, também ndo sic capazes de fermentar a rafinose. E este faio pode ser

indicativo de alguma relacac genélica enire 08 genes controladores destas atividades.

70



Diferencas comportamentais em relagdo a producsc de acidos a pariir da
fermentacao de agucares puderam ser observadas enire as espécies S, mufans ¢ S
sobrinuys. Este ultimo, tem sido considerado mais acidogénico gue as outras especies
pertencentes ao grupo mutans (de SOET ef a/, 1989, KOHLER ef 5/, 1995}, sendo capaz
de produzir acido a partir da glicose mais rapidamente que S. mufans (de SOET ef al,
1989). Em um esiudo {(de SOET ef a/, 1991) sobre o potencial cariogénico de isclados
recentes das espécies S mutans e 8. sobrinus, verificou-se que S. sobrinus produziu
significantemente mais acido que S. mufans em valores de pH 6,5 e 5.0, sendo a espécie
S. sohrinug considerada mais cariogénica em ratos submetidos a uma dieta rica em

sacarose e glicose.

E importante lembrar que, embora a sacarose seja © carboidrato mais
comumente usado como fonte de energia, ocutros agucares podem também ser
metabolizados com uma eficiéncia menor (TORTORA ef al, 1997). Neste estudo
observou-se que o manitol fol fermentado apds 48 horas do periodo de incubacdo em
51% das especies de 5. sobrinus iscladas, ou seja, apenas 49% fermentaram este aclcar
nas primeiras 24 horas, enquanic iodas as espécies de S mufans fermentaram manitol
neste mesmo periodo inicial. No estudo de BEIGHTON ef a/. (1991), 81% das espécies S
sobrinus iscladas foram capazes de fermentar o manitol, entre oufros aclcares, nas
primeiras horas do periodo de incubacéo, sendo fambém necessario um periodo adicional
para g isitura dos resultados de identificacdo bioguimica. A exploracio desses resultados
pode contribuir para o nosso conhecimenio a respeito do fransporte de aclcares e

mecanismos de ulilizagdo desles pelas espécies 5. mutans e S sobhrinus, além de
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favorecer a instituicdo de medidas preventivas & carie dental, como & substituicio de

agucares da dista.

A comparacdo eéntre o2 dois meétodos de identificacac ulilizados, provas
bioguimicas e PCR, nao evidenciou diferencas entre os resultados por eles obtidos, tanto
em relagdo a média do numerc de § mufans como S sobrinus. Sendo assim
demonstrado, que ambos 0s metodos sdo igualmente eficientes para identificacdo destas
espécies de estrepiococos grupo mutans. Entretanto, os testes biocguimicos ndo foram
capazes de identificar 13% das amostras submetidas a este método. Em consideragao &
este fato, LIEBANA ef al (1993) afirmaram, baseado em seus resuitados, gue esies
testes ndo permilem identificar a maioria dos isclados, sendo este fato, telvezr uma

desvantagem desta metodologia

Enire as sele espécies gue compdem 0 grupo mutans de estrepiococos, S
mutans e S. sobrinus s80 as mais freglentemente isoladas da cavidade bucal humana, e
implicadas como 08 causadores primarios da cérie dental. De acordo com os resuliados
obtidos no presente estudo, a espécie S mwians foi encontrada em uma fregléncia
significativamente maior que as demais especies do grupo mutans, sendo gue entre as
espacies S sobrinus, S ferus e 8. cricetus n#oc foram observadas diferencas
significativas, estando de acordo com grande parte dos estudos envolvendo a doenca
cérie (ELLEN ef a/, 1985; RAVALD et a/., 1986, BROWN ef a/., 1986, KELTJENS &f a/,
1987; van HOUTE ef al, 1990, HIROSE ef a/, 1993; LYNCH & BEIGHTON, 1894,
LUNDGREN ef af, 1998).



E aparente que os fatores microbianos aue precedem e determinam a
formacac de placa dental e concomitante inducao de carie pela colonizagdo de S, mutans
e S. sobrinus, 1solados de diferentes pacientes, n80 S&0 sempre 08 mesmaos, podendo ser
constatado pela variagdo individual na freqléncia e distribuig@o dos microrganismos
isolados da cavidade bucal dos voluntarios deste estudo. Fol possivel observar que em
apenas um voluntaric, a proporcéo de S. mutans e S. sobrinus ndo pode ser diferenciada.

E ainda, em outro voluntario néo foi detectada a presenca de S. sobrinus.

A associacdo entre esireptococos grupo mutans e cérie de esmalte € bem
conhecida (HAMADA & SLADE, 1980). Estudos sugerem que tambem existe ums
associacdo enire carie radicular e estes microrganismos (KELTJENS et af, 1987

EMILSON ef a/., 1988, BOWDEN, 1980).

Apesar das polenciais diferencas entre as propriedades fisico-guimicas do
esmalte e raiz, um fator que sugere e determina a composigdo de amincacidos da
pelicula adouirida, a colonizagdc bacteriana desles dois lipos de superficies tem
demonsirado ser idéntica por estudos como de NYVAD & KILIAM (1987). Estes achados
confirmam os resultados de outros estudos qgue elucidam a relativa importancia da
pelicula na composicgo de depotsitos bacteriancs recentes, sugerindo que  as
caracteristicas das varias superficies duras da cavidade bucal ndo influencia

significativamernite a colonizacdo bacteriana.

Em respeito 2 estas consideracdes, a freqléncia de isolamento de S mufans

apresentada por este frabalno ndo estabeleceu uma relagdo conclusiva, uma vez que o



sitio onde S. mufans fol encontrado em maior fregiéncia ol a leséo de carie radicular
pelos testes bioquimicos, e lesdo corondria por PCR, sendo que a comparacéo entre os

dois sitios n&c apresentaram diferencas significativas por nenhum dos dois métodos.

Enfatizando a hipdiese de alguns estudos gue afirmam uma maior prevaléncia
de S. mufans em superficies cariadas, em comparacio a superficies sadias (BROWN ef
al. 1988, KELTJENS ef &/, 1988, BOWDEN, 1930}, os resultados das identificacles
realizadas pela técnica de PCR reafirmam a mesma, pois também demonstraram
diferencas significativas quando se comparou as placas dentais presentes nas superficies
sadias de esmalte com lesbes de carie ¢ placas sobrepostias as estas lesbes, ou seja, S.
mutans foi mais prevalenie em silios que manifestam a doenca carie am superficie
coronaria. Porém comparando-se separadaments, placa dental sobrepostas & superficies
sadias de esmalle e raiz, e placa acima de superficies cariadas de esmalle e ralz, ndo
foram observadas diferencas significativas, ao coniréric do relatado pelo estudo de van
HOUTE ef al (18580}, onde a proporgdo de 5. mufans fol significantemente mais alta na

placa associada as lesbes de céarie do que na placa sobreposta a superficie sadia.

A técnica de AP-PCR tem sido comuments utilizada na discriminagdo inter e
intra especifico de isolados microbianos. Tecoricamente iniciadores arbilrdrios geram um
padréo de amplificagdo consistente para grupos de espécies relacionadas, e tem sido
comumente aceilo que qualquer polimorfismo observado enire individuos ou espéciss
refacionadas, s8o devido a modificacbes no pareamento das bases por mutacdes,

deleches ou nsercdo de elementos gensticos.
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Os primers arbifrarios utilizados na técnica de AP-PCR, OPA-0Z ¢ OPA-13
mostraram ser eficientes para gerar padrées eletroforéticos suficientemente distinguiveis,
assim como relataram LI & CAUFIELD (1998) ¢ SAARELA ef af (1996). Como a selecéo
destes primers arbitrarios foram baseados na qualidade e numero de amplicons
produzidos por segléncia especifica, a diferenca nos padrfes de amplificacéo
observados provavelmente reflete nas seqgléncias genéticas diferentes entre espécies de
S. mutans. Este fato € além disso suportado pela observacdo de que os amplicons variam
em funcao dos primers usados. Assim como observado por LI & CAUFIELD (1898), neste
estudo algumas bandas eletroforéticas apareceram mais comumente entre 03 isolados,
sugerindo que estes podem representar segiéncias preservadas e serem futuraments
usadas na consirucdo de sondas genélicas para rapida identificacdo de espécies de

estreptococos grupo muians,

A anslise da diversidade cional infraindividual de 5. mufans isolados de saliva,
placa dental e tecido cariado, realizada neste estudo demonstrou gue os individuos foram
colonizados por dois a dez gendlipos difsrentes, e que a fregiiéneia e distribuicso destes
difere com relacdo aos locais de isclamento. Estes dados corroboram com & hipélese de
que mais de um gendlipo de estreptococos grupo muians pode ser encontrado em um
unico individuo, demonstrada por autores como CAUFIELD & WALKER (1889),
KULKARNI ef g/ (1989), KOZAl ef al (1981), SAARELA ef a/ (1993}, ALALUUSUA ef &/
(1994). Segundo ALALUUSUA ef g/ (1896), um malior numero de gendtipos podem ser

encontrados s2 mais isolados forem estudados, no entanto, no presente estudo foi



possivel observar que um numero maior de cepas analisadas ndo se relaciona com um

numero de perfis genéticos.

Embora as informacgbes sobre z distribuigdc de gendlipos de estreptococos
grupo mutans em superficies dentais sejam limitadas, os resultados encontrados no
presente estudo foram confirmados por um frabalho recentemente divuigado por
EMANUELSSON (2001) sobre a distribuicdo, aquisicdo e persisténcia de 5. mutans em
familias e em locais da cavidade bucal. Strepfococcus mutans isclados da placa dentai de
diferentes dentes da cavidade, foram genotipados através de andlises de endonuciease
(REA) e RAPD, constatando-s¢ gue em cada individuo um mesmo gendtipe pode ser
encontrado em dois ou mais sitios diferentes, assim como um mesmo sitic pode ser
colonizado por diferentes gendtipos. Além disso, de acordo com este estudo gendtipos de

S. mutans persistiram por 4 a 7 meses nos mesmos sitios de colsta.

HOHWY ef a/ (2001) procuraram invesligar o papel das propriedades
relacionadas as bacterias, hospadeiro, ambiante e tempo, sobre a diversidade genetica de
751 isclados Streplococcus mitis coletados da mucoesa bucal e orofaringea de criangas s
adultos em um periodo de 9 a 10 meses. Comparando-se a0 observado em oulras
populactes de bactérias, como Escherichia coli, a variabilidade genética da especie S
mitis {Ssy = 0,89 & 0,76}, assim como a variabilidade genética de & mufans (Ssy = 0,72)
encontrada em nosso estudo podem ser consideradas altas. Os autores puderam concluir
gue, em contraste com o conceilo de scossistema climax, os sitios analisados foram

caracterizados por uma sucesséoe de clones preferiveimente a estabilidade destes.
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Em concordancia com o8 achados de CAUFIELD & WALKER {198%9) e L1 &
CAUFIELD (1985), neste estudo um mesmo clone de S mutans ndo fol isolado na
cavidade bucal de individuos sem proximidade familiar. A excecdo dos casos de pares
méae-filho e irmdo-irmao, estes autores mostraram que os clones obtidos por comparacdes
dos fingerprints de DNA cromossdmico de isolados bacteriancs de dois individuos séo

genctipicamentie diferentes.

Procurando analisar as caracteristicas fenotipicas e variabilidade genética
possivelmente existente entre as espécies de S mufans identificadas pelas provas
bioquimicas e PCR, foram correlacionadas as 128 (70,3%) espécies S. mutans
fermentadoras e as 54 (29,6%) ndo fermentadoras do agucar melibiose, Em dois
voluntarios, isolados fermentadores e n&oc fermentadores desle agicar puderam ser
distinguidos pela tipagem da técnica de AP-PCR. Este resuitado esta de acordo com o
apresentado pelo estudo de GRONROOS & ALALUUSUA (2000), onde isolados com
estes mesmos perfis fenolipices foram também representativos de padrdes de AP-PCR

gistinios.

No presente estudo, apenas um voluntério ndo apresentou colonizacio por S
sobrinus em quaisquer des nichos pesguisados durante o periodo de coleta das amostiras.
Coincidéncia ou nfo, este mesmo paciente apresentou um numero consideravelmente
maior de clones de S mutans. Estes dois fatos podem ser independentss ou intimamente
associados. Em respeito a estas consideracdes, esta uma hipdiese relatada por NYVAD &
KILIAN (1990), onde é afirmado que a predominancia de uma Unica espécie acidogénica

pode reflelir em uma atividade maior de carie, em contraste, a alla complexidade da
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microbiota indica baixo potencial cariogénico. No entanto, cabe ressaliar que n&o podem
ser relacionadoes a indicaderes de risco de carie deste paciente, uma vez que nio houve
diferencas marcantes entre o indice CPO com relac8o aos demais voluntarios. A possivel
associacdo entre numero de espécies isoladas, numero de gendtipos de cada espécie e

atividade de carie merece maiores esclarecimentos.

A despeito do baixo numero de isclados e sitios analisados, grande parte dos
estudos envelvendo diversidade genetica de estreptococos grupo muians e atividade de
carie, tém apresentado resultados conflitantes (ALALUUSUA ef a/, 1986; KREULEN ef
al., 1997). No presente estudo, foram genctipadas 438 espécies de 8. mufans isoladas de
diferentes sitios da cavidade bucal dos voluntarios. De particular interesse com s
objetivos deste estudo, foi possivel observar que clones de S mufans colonizadores da
les&o de carie coronaria estavam também presentes na lesdo radicular em sete
voluntarios, sugerindo talvez uma possivel eticlogia comum para estes dois tipos de céarie

dental.
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7. CONCLUSOES

v 8. mutans e a espécie de estrepiococos grupo mutans encontrada em maior nimero
tanto em superficies que n&o manifestam a doenga céarie, como em superficies cariadas, e

isto pode ser aplicado tanto para o ssmalle como raiz dental.

v A técnica de AP-PCR detecta a variabilidade genética de S. mutfans isclados da

cavidade oral de individucs com carie dental.

v Diferentes tipos clonais detectados na cavidade oral de um individuo apresentam

diferentes propriedades fenoctipicas.

v~ N&o ha relacgo direta enfre os gendtipos de S. mufans e os dois tipos de lesbes
cariosas estudadas, sendo observado que multiplos gendtipos {entre 2 e 10) colonizavam

sleatoriamente os diversos sitios da cavidade oral de um mesmo individuo.
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