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INTROOUCÃO 
' 

Os microrganismos pertencentes ao gênero Streptococcus, 

tem despertado o interesse de elevado número de pesquisadores, ?! 

los vários processos patológicos que determinam no homem e nos 

animais. Tais microrganismos, usualmente alcançam lugares distan-

tes do organismo via corrente sanguinea, podendo ser considerados 

pat6genos oportunistas, promovendo doenças como endocardite bact~ 

riana, les5es purulentas no cérebro e abdomem, bacteremia dentá-

ria e out-ros processos inf'ecciosos da boca. 

Do ponto de vista oral, a cárie dental, a mais comum 

das doenças humanas, é uma doença inf'ecciosa de alta prevalência 

em ámbit.o praticamente mundial, e é caracterizada pela descalcif't 

caç~o e desintegraçgo dos tecidos duros dos dentes. Esse proces-

so, inicia-se pela desmineralizaç~o do esmalte por ácidos orgAni-

cos que s~o produzidos localmente por bactérias anaeróbicas f'acut 

tativas do gênero Streptococcus, espécie mutans, constituindo-se 

assim, em uma doença bacteriana. Embora tenha sido originalmente 

descrito em 1924 por CLARKE, somente a partir das óltimas décadas 

ficou demonstrada a relaç~o desse microrganismo com a cárie den-

tal, através de estudos em animais gnotobiotos e também no homem. 



Desde que se demonstrou a capacidade cariogênica do S. 

m~tans, inúmeras pesquisas têm sido realizadas, sob os mais varia 

dos aspectos do ponto de vista microbiológico, bioquimico, genét~ 

co, imunológico, etc. 

No campo da Microbiologia Oral, ficou demonstrado que o 

grupo mutans do gênero Streptococcus é integrado pelas espécies 

S. mutans, S. sobrinus, S. cricetus, S. rattus, S. ferus e S. ma­

caca., motivando dessa forma os pesquisadores a estudarem essas 

espécies de modo geral, e particularmente com ênfase na identifi­

caç~o e caracterizaç~o desses microrganismos, j• que estes orga­

nismos s~o fenotipicamente semelhantes, mas que diferem em suas 

caracteristicas biológicas, constituiç~o genética e reaç5es soro­

lógicas. Nesse aspecto, a técnica de eletroforese em gel de poli~ 

crilamida, tem sido aplicada no estudo de proteinas bacterianas, 

envolvendo isolados de v&rias regi5es da cavidade oral, como sul­

co gengiva!, saliva, placa dental, com o objetivo de identificar 

e caracterizar esses microrganismos. 

Com o objetivo de dar uma contribuiç~o aos estudos de 

identificaç~o e caracterizaç~o de Streptococcus da cavidade oral, 

amostras de culturas do grupo mutans isoladas e identificadas bio 

quimicamente, foram analisadas através da técnica de eletroforese 

em gel de poliacrilamida, empregando-se metodologias distintas na 

obtenç~o de proteinas. 



REVISÃO DA LITERATURA 

D&vido a grande diversidade de espécies, os Strepto­

coccus são encontrados em vários habitats naturais, como na pele 

e mucosas da boca, trato respiratório, digestivo e genitourinário 

do homem e animais. Podem estar presentes no leite e seus deriva­

dos, em plantas, insetos, alimentos e águas contaminadas CMUNDT, 

1092). Esses microrganismos, mor~ologicamente são cocos Gram-po­

sitivos, usualmente dispostos aos pares ou em cadeias, anaeróbios 

facultativos ou estrit-os, incluindo vãrias espécies no g411nero. 

~o ~ermsntadores de glicose com formaç~o de ãeido láet.ico, gera~ 

mente sílo imóveis CGRAUDAL, 1Q62), n:ã:o formam esporos e ocasiona~ 

mente exibem cápsula, como é o caso do chamado Streptococcus epi­

d&micus, isolado por ocasi~o de uma epidemia de amigdalite rela­

cionada ao uso de leite infectado CBIER, 1984). A presença de fim 

brias foram observadas em Streptococcus scml!fUiS CHEMRIICSEN t. HEN­

IUCHSEN, 1Q76) e em Streptococcus satü>a.r\us CHANDLEY et al,1004:>. 

Os microrganismos pertencentes ao g•nero Streptococcus, 

tem despertado o interesse de um elevado n~mero de pesquisadores 

pelos numerosos processos pat-ológicos que determinam nos animais 

e no homem, particularmente na cavidade oral. A revis:ã:o da lite­

ratura demonstra que essas microrganismos t.em sido extensivamente 

estudados sob vários pontos de vista, inclusive t.axonómdco, morfo 



lógico, bioquimico, genético, patológico, etc. 

De modo geral , a sistemática tem f'unçl!l:o de resolver 

duas quest5es de interesse, isto é, coordenar em grupos a onorme 

variedade de !'ormas observadas na natureza e classif'ic:ar esses 

grupos de maneira a permit-ir o reconhecimento de suas múlt.iplas 

relaç5es de afinidade. 

A sistemática das bactérias est.á ainda mui t.o 1 onge de 

atingir a fase em que se encontra a sist-emática dos animais e 

plant.a.s superiores. Esse fat.o se explica, em parte, pela circuns­

tância de que, a maioria dos bacteriologistas, mais interessa o 

est.udo do comportament-o das bactérias do que o da sua natureza, 

sob o ponto de vista botânico. Por outro lado, deve-se considerar 

uma soil>rie de dif'iculdades intrínsecas que embaraçam a def'iniçl:o 

de espécie em Bacteriologia e, conseqUentemente, a taxonomia bac­

teriana, tais como a escassez de dados morf'ológicos e conseqUente 

necessidade de investigar caracteres f'isiológicos mais ou menos 

complexos, como f'ermentaçl!l:o de açúcares, reaç~ sorológicas, pa­

togenicidade, etc. Uma vez verif'icada qual a assoc:iaçl!(o de carac­

teres que mais f'reqUentemente se apresenta para uma determinada 

espécie bacteriana, deve o bacteriologista certif'icar-se de que 

tais caracteres sli(o ef'etivamente estáveis, pois dada a grande ra­

pidez com que se sucedem as geraç~ bacterianas, é compreensível 

que as f'orças de variaçl!l:o e de seleçl!(o atuem muito mais intensa­

mente sobre as bactérias do que sobre os animais e vegetais CBIER, 

H:l84). 

A classif'icaçl!(o para o estudo dos estreptococos, origi-



nalmen~e es~á baseada na placa de agar sangue. Desse modo, pode­

se diferenciar 4 ~ipos de es~reptococos, de acordo com o seu com­

por~amen~o nas placas de agar sangue, ou seja, o tipo alfa ou vi­

ridante, que produz em ~orno das colOnias halo de hemólise par­

cial de cor verde: o tipo beta ou hemolitico, que produz área de 

clareamento por hemólise total; o tipo alfa-primo, intermediário 

entre os precedentes exibindo halo interno do tipo alfa e halo ex 

terno tipo beta CPARKER, 1993); e por último, o tipo gama ou iner 

te, que n~o produz coloraç~ verde, nem halo de hemólise. Além do 

comportamento em agar sangue, ~em sido utilizado para a classifi­

caç~o desses microrganismos, provas bioquimicas como fermentaç:o 

de carboidrato, e provas sorológicas CLANCEPIELD, 1993), obtidas 

através de reaçe.s de preeipitaç~o com soros especificas. 

Devido a grande diversidade do grupo dos estreptococos, 

vários estudos foram realizados para organizar esses microrganis­

mos dentro de certos grupos. Assim, SHERMAN C1Q37), propOs 4 di­

vis5es para o grupo: piogênico, viridans, láctico e enterococo. 

Posteriormente, BRIDGE & SNEATH C1QS3), em estudos numéricos com 

Straptococcus, propuseram uma divis~o em 7 grandes grupos design~ 

dos por enterococos, paraviridantes, láctico, termofilico, viri­

dantes, piogênico e parapiogênico. 

Os estreptococos piogênicos - que quase invariavelmente 

s~o beta hemoliticos - atraem grandemente o interesse da comunida 

de cientifica pelo seu potencial patogênico, sendo freqüentemente 

observado em infecç5es como faringites, tonsilites, escarlatina e 

febre reumática. N~o menos importante, est:o os estreptococos do 



gr"upo viridantes, que ocorrem na microbiota da boca e intestino, 

podendo passar para o sangue e localizar-se em vâlvulas previame~ 

te lesadas, dando origem 4 condiç~o clínica denominada endocardi­

te bacteriana subaguda. Três s~o as espécies de estreptococos vi-

dantes que têm sido isoladas de casos de endocardite: Strepto­

coccus saneuis, Streptococcus saltvarius e Streptococcus mitis. 

A microbiota oral se apresenta como um complexo ecossi~ 

tema, contendo uma grande variedade de espécies microbianas c~ 

DA & SLADE, 1990). Os principais tipos de microrganismos encontr~ 

dos na cavidade oral, s•o os estreptococos que compreendem propo~ 

ç6es significantes da microbiota apresentando 4~ do total da su­

perfície dorsal da lingua, 46"~ da saliva, ~4 da placa dentária e 

29"4 da fenda gengival CMEJARE & EDWARDSSON, 1975). Nas áltimas dê 

cadas, esses microrganismos têm chamado a atenç~o dos pesquisado­

res, como um microrganismo especifico da cárie dentária, estando 

entre os primeiros colonizadores da cavidade oral após o nascime~ 

t"o, ssndo que, algumas espécies como S. SCZI'\6UÍS e S. m.utcms, so­

mente fazem parte dessa flora após a erupçSO dos primeiros dentes 

deciduos CMC CARTHY et al, 1Qee; CARLSSON et al, 1975). Esses ól­

timos most..ram-se indut..ores de cárie no homem e nos animais. Ou­

tras <~>spécies d• estreptococos encontrados na boca, estlll:o presen­

tes em algumas infecç6es sist6micas como a endocardite bacteria­

na, infecç6es purulentas do figado, cérebro e outras CCOYKENDALL, 

1Qe9). 

Do ponto de vista patogênico, a cárie dental humana, & 

uma doença infecciosa de alta prevalência em Ambito pra~icamen~e 
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mundial, e é caracterizada pela descalcU'icaçiil:o e desintegraçi:o 

dos tecidos duros dos dentes. Esse processo, inicia-se pela des~ 

neralizaçi:o do esmalte por ácidos orgânicos que siil:o produzidos 1 2 
cal ml!>nt"" por O.illr.t.Ãri .ill!';, r.on!';t.i t.ui ndn-!';A ,.!';,.,; m, ,..m nm" rt ...... n.-:o ..,,.,..._ 

• 

teriana. As bactérias que est~o primariamente associadas à decom­

posiçiil:o dental do homem, s~ estreptococos anaeróbios facultati-

Os S. mYt<ll'l$ caracterizam-se como alfa <a:> ou gama Cy) 

hemoliticos em agar sangue <FACKLAM, 1Q77). A ocorrência do tipo 

beta C(f> hemólise em S. m.ut<ll'l$, tem recebido pequena atençiil:o na 

literatura, e somente tem sido mencionada acidentalmente em pou-

cos estudos como os de FACKLAM C1Q74, 1Q77J, PERCH at al <1974), 

WOLTJES et al, 1979). O comportamento desses microrganismos em re 

laç~o ao oxigênio, foram descritos por WOLTJES et al C1991), os 

quais estudando a produç~o de beta hemólisa em S. mutans, mostra-

de FACKLAM <1076) de que condiç5as de anaerobiose estimulam a ex-

pressiil:o de beta hemólise em estreptococos piogênicos. 

A maioria dos estreptococos da cavidade oral pertencem 

ao grupo viridantes <BRIDGE & SNEATH, 1QQ3). O interesse por as-

ses microrganismos atllllentou signi:ficantemente, devido a algumas 

espécies serem importantes patógenos da microbiota bucal. além de 



astarem associados com a cárie dental. Nas últimas décadas, 

Segundo o Manual de BERGEY' S C 1 QS6) , as espécies de 

Streptococcu. facilmente encontrados na cavidade oral s~o S. sa­

Livarius, S. saneu(s, 5. mitior, S. mitteri, 5. mutans, S.rattus, 

S. cricetus, 5. sobrinus e S. ferus. As caracteristicas fisiológ~ 

cas das colônias desses microrganismos, de modo geral, podem ser 

diferenciadas pela habilidade de fermentar certos açúcares (espe­

cialmente manitol e sorbitol) e aderir à superf1cies lisas na pr~ 

sença de sacarose C~E & BOWDEN, 1076), demonstrando, portan­

to, diferenças em suas caracteristicas fisico-quimicas e bioqui~ 

cas, quando comparadas. 

Cepas de S. s:at ivariu. CSHERMA.N et al, 1Q43), produzem 

levano quando crescidas em sacarose e conseqüentemente formam 

grandes colônias côncavas em agar mitis sativarius CNIVEN et al, 

1041). N~o fermentam sorbitol e manitol. As colónias de S. sati­

varius n~o s~o hemoliticas em agar sangue. A hemólise por algumas 

cepas depende do uso de sangue de cavalo como base contendo amido 

CSAUNDERS & BALL, 1Q60). A sorologia desta espécie ainda n~o fi­

cou completamente esclarecida. Cepas designadas sorotipo I 

CSHERMA.N et al, 1Q43) reage com anti soro do grupo I CWILLIAMS, 



1966; MONTAGNE & KNOX, 1Q6S) e poss~i reaç~o cruzada com antisoro 

de Streptococv.s MG CS. ansinosv.s o~ S. mitteri) de acordo com 

MIIUCK et al (1944). Aproximadamente, !50"4 de cepas de S. sah:va­

rius est~dadas de isolados clínicos pertencem ao gr~po K positivo 

CPARKER & BALL, 1Q76; FACKLAN, 1977). Esses microrganismos s~o co 

mumente encontrados na cavidade oral do homem e animais, associa­

dos com 1 i ng~a. e saliva. Silo ocasional mente isolados do sang~e em 

casos de endocardite CHARDIE et al, 10820. 

Streptococcus saneuts 

O nome desta espécie foi dado por WHITE & NIVEN <19460 

a estreptococos alfa hemol1ticos, isolados do sang~e de pacientes 

com encocardite bacteriana, os quais hidrolizam, arginina e esc~­

lima, produzem peróxido de hidrog•nio e formam gl~cano, quando 

crescidas em presença de sacarose. C.ARL.S'.SON (1966), demonstro~ 

que o habitat principal do S. saneuis em humanos é a cavidade 

oral , especialmente na placa dentàr i a. O apareci ment..o deste mi­

crorganismo na cavidade oral h~mana se dá aos 6 meses de idade, o 

que corresponde com o apareciment-o dos primeiros dentes CCARLSSOH 

1970), e parece ser um dos primeiros colonizadores da superficie 

dos dentes limpos CTIHAHOFF et al, 1Q76; SOCRAHSKY et al, 1977). 

Niveis baixos de S. sa~is foram encont..rados em mat..erial fecal 

humano CVAH HOUTE et aJ., 1971) e em isolados de solo CGLEDHILL a. 

CASIDA, 100Q). 

Est..udos sorológicos de cepas de S. sa;neuis demonstraram 
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a presença de 3 sorotipos diferentes designados I, II e I/H 

C WASHBURH et al , 1946). PARJCER & BALL C 1976) , demonstraram que 

37% das cepas de S. sançuü• reagem com antisoro no grupo H de 

Lancefield e relataram os nomes S. s~is e S. mitior para des­

crever os dois grupos CI e li) de organismos, enquanto FACJCLAM 

C1Q77), prefere os termos S. s~is, biotipos I e II. 

Streptoccn;;c1.1.$ mi t ior 

O no!lllli> S. m.itior foi introduzido por SCHOTTMOLLER 

C1903) para estreptococos alfa hemoliticos isolados do trato res­

piratório humano e endocardite bacteriana. Esse microrganismo n~o 

produz amônia de arginina e esculina e n~o fermenta sorbitol e ma 

nitol. Algumas cepas produzem glucano extracelular quando cresci­

das <l>m sacar os e e desenvolvem col Oni as que s~o i ndi sti ngui vei s 

dos demais est.reptococos, como por exemplo S. s~ts. COYKEMDALL 

& SPECHT C1Q76), em est.udos com DNA, most.raram que cepas de S. 

m~ t ior slli:o genet.i ca!lllli>nt.e distintas de S. sançuis e que os dois 

grupos homólogos podem ser dist.inguidos dent.ro de S. mitior 

CCOYKENDALL & MUifZEMMAIER, 1978). Com base - estudos recent.es, 

MIJRRAY et. al C1QS4), descreveram uma propriedade que pode ser 

útil para distinguir essa bactéria do S. s~is, através de uma 

associaç~o da célula com neuraminidase. Esse microrganismo é am­

plamente distribuído na cavidade oral humana, tendo sido isolado 

de saliva, placa dent.al, fezes e infecç5es clinicas, particular­

man~e endocardite l::>acteriana, sendo também encontrados na cavida-
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oral de animais CDENT et al, 1978). 

Este nome roi originalmente proposto por GUTHOF C1QB6), 

para estreptococos isolados de abcessos dentários. Cepas desse mi 

crorganismo produzem ácido quando crescidos em glucose, sacarose 

e maltose. Usualmente n~o fermentam manitol, sorbitol e glicerol, 

embora, algumas cepas designadas de S. m.i t Ler i, r oram descri t.as 

fermentando mani tol, ent.re out.ros carboidratos CBALL & PAR:ICER, 

1979; RUOFF & KUNZ, 1982). Estas cepas s•o geralmente sensiveis à 

penicilina, por6m resistentes a sulramidas e bacitracina CMEJARE 

& EDWARDSSON, 19'7ID e algumas à t.etraciclina CP<X>LE & WILSON, 

1976). 

Cepas de S. m.iLleri foram isoladas de várias infecç5es 

humanas, particularment-e abcessos de várias part.es do corpo huma­

no. Diversos locais podem ser infect.ados, como boca, figado, c6-

rebro, aparelho genit.al feminino e apêndice CP<X>LE & WILSON,1976, 

1979; BALL & PARKER, 1979). Algumas cepas mostraram ser capazes 

de induzir cárie dental em ratos gnotobiotos CDRUCKER & GREEN, 

1978). Esses microrganismos s•o encontrados na cavidade oral de 

individues saudáveis, predominantemente na superficie dental e 

fenda g•ngi val CNEJARE & EDWARDSSON, 19'7ID, nasofaringe CHA.RE, 

1935) <o fezes CP<X>LE & WILSON, 1979). 
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Str~ptococcus m~tans 

O microrganismo designado S. m~tans, ~oi primeiramente 

isolado de les~s cariosas humanas por CLARKE (1024). Durante as 

décadas que sucederam a este achado, nenhum novo relato ~oi acres 

cido à literatura. Todavia, a partir de 1Q!56, através de várias 

comunicaçe!es, esses microrganismos ~oram "redescobertos". Essas 

bactérias demonstraram causar cárie dental em ratos gnotobiotos 

CFITZGERAI..D et al, 1Qt!30; GIBBONS et al, 1Q!56) e em hamsters c·on­

vencionais CFIT2GERAI..D & KEYES, 1Qt!30; ZINMER et al, 1966; JCRASSE, 

1966). Posteriormente, alguns estudos demonstraram que os estrep­

tococos cariog<tnicos condiziam com a descriçlro do S. m~tan.s 

CCARLSSON, 1008; GUOOENHEIM, 1008; EDWARDSSOM, 1008:>. Várias das 

cepas eram de origem humana CZINMER et al, 1966; ICRASSE, 1966; 

GIBBONS et al, 1966; GliGGDIHEIM, 1008; EDWARDSSOM, 1008::>. Sendo 

assim, S. m~tans permanE>Ceu relacionado à cárie dental como o 

principal agente etiológico CHOERMAM et al, 1072; SHKLAIR et al, 

1072). 

Cepas de S. m~tans slro normalmente al~a hemoliticas, e~ 

bora sejam encontrados ocasionais cepas beta hemoliticas CPERCH 

et al, 1074: WOLFF & LILJEMARK, 1078). À maior parte das cepas p~ 

dem se d•senvolver um pouco em aerobiose, porém, o desenvolvimen­

to é aumentado em condi ç~s anaer 6bi cas. À gl i cose é uti 1 i zada 

por f'•rmení-açllto homolática, sem ~ormaçlro de gás. Sob condiç~s 

limitadas de glicose, slro produzidas quantidades signif'ican~es de 

f'ormiato, acet-ato e et-anol CCARLSSON & GRIFFITH, 1074; ELLWOOD e~ 
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al, 197Q). Esses microrganismos também sintetizam polissacarideos 

extra e intracelulares CHAMADA & SLADE, 1Q90). Estas cepas demons 

tram sensibilidade a vários anbiti6ticos como penicilina, ampici­

lina, eritromicina e outros agentes antimicrobianos. O habitat na 

tural de 5. mutans é a cavidade oral e a sua localizaç~o na supe~ 

ficie dos dentes é favorecida por dietas com altos niveis da saca 

rosa. 

Os estreptococos da cavidade oral, particularmente S. 

m.utans, tem sido objeto de vários estudos morfológicos, bioqui­

micos, genéticos, etc. , com ênfase em sistemática, originando in~ 

meros trabalhos que envolvem a identificaç~o e caracterizaç~o 

desses microrganismos. Estudos taxon6micos realizados com várias 

amostras dessas espécies, demonstraram variedades correspondentes 

a 5. mutans CCARLSSON, 1Q68; C<li..MAN, 1Q68; DRUCKER & MELVILLE, 

1971). Nesse sentido, a existência de diferenças sorológicas en­

tre cepas de S. mutans foi primeiramente observada por ZINNER & 

JABLON C1Q68), que demonstraram um certo grau de heterogeneidade 

entre as mesmas. Posteriorment-e, BRATTHALL (1970) est.udando capas 

de S. mutans, dividiu-as em 6 grupos baseados na presença da 6 di 

farantes antigenos especificos. Essa classificaç~o foi baseada em 

reaç~o da pracipitaç~o obtida pela difus~o em gel. O aut.or estabe 

lecau os grupos sorol6gicos a, b, c, d, e um quinto grupo, desig­

nado por e. Os primeiros quatro tipos Ca, b, c, d) possuiam anti­

genes especificas para S. mutans, enquanto que extratos do tipo 

e, reagiam com antisoro do tipo E de LANCEFIELD (103;3). 
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Os estudos de taxonomia numérica levados a efeito por 

CARI..SSOH C1Q69) e DIWCICER & MELVILLE C1971::>, demonstraram que ce­

pas de S. mutans slil:o fenotipica!IIEinte homogêneas. No ent.anto, 

COYKENDALL C 1 970) e DUHNY et. al C 1 Q73) , obtiveram var i aç:&s na 

constituição de base do DNA entre cepas de S. mutans a, posterio~ 

mente em experimentos de reassociação da ONA, demonstraram a exis 

tência de 4 grupos genéticos dist.intos CI a IV?, levando 

COYKENDALL C1974) a propor subespécies ou "genoaspécies" de S. 

mutans. Concomitantemente, COYKEHDALL at al C1014), descreveram 

um novo genótipo V, isolado da boca de ratos selvagens. Posteri~ 

mente, correlacionou os genótipos com os sorotipos descritos por 

BRATTHALL C1970), afirmando que, dentre um genótipo, difarent-

sorotipos e reaç:&s bioqu1micas poderiam ocorrer. Subsaqüanteman-

te, PERCH et. al C1974), com base em estudos sorológicos, propuse-

ram dois sorotipos adicionais Cf,g). 

Durant• asse periodo, um novo esquema bioqu1mico foi 

proposto por SHKLAIR & KEEME C1974), para separaç:lil:o de S. mutans. 

sorbitol, rafinose, !nlil>libiose e na habilidad• de produzir amOnia 

de arginina. Assim, através d• características bioquímicas, a 

existência de 6 grupos distintos Ca - e) foram descritas, relacio 

nados aos sorotipos a - e de BRATTHALL C1970). COYKENDALL C1Q'77::>, 

propôs elevar as diversas subespécies de S. mutans, A categoria 

,­
.;,. 

sobrin-us e S. .fe:r-us. l<RAL & DANEo-MOORE C1981), propuseram mais 



1!5 

um esquema bioquimico de diferenciaç:o , constituindo a modifica­

ç~o do sistema API 60 L*, destinado à caracterizaç~o bioquimica 

de lactobacilos que, associado ao esquema de SHKI..AIR & KEENE 

C1974), permite a diferenciaç~o de espécies do grupo mutans. Com 

base em estudos de taxonomia, BEIGHTON et al CiQEU), isolaram da 

qual estaria implicado no processo de cárie em macacos - foi inti 

mamente relacionado ao grupo genético III Csorotipos d, g). Rece~ 

temente, BEIGHTON et al C1Q84), propuseram mais uma espécie, 

Sireptococcus macaca., pertencente ao grupo mutans, apresentando 

o sorotipo c, assim como S. mutans e $. ferus; contudo, sua dife-

rente composiç~o genética CG + C = 36 a 36 moles %:>, a distingue 

das outras espécies que possuem o antigeno c e dos outros estrep-

tococos do grupo mutans. 

A comprovaç~o de que variaç~s em caracter1sticas bio-

quimicas, sorológicas e genéticas entre estreptococos do grupo 

mutans relacionam-se à espécie animal da qual foi isolado 

CBRATTHALL, 1Q70; COYKENDALL, 1Q74; PERCH et al, 1Q74), foi reco-

nhecida pela última ediçSo do Manual de Bergey's C1Q86), quedes-

creve o grupo mutans de Streptococcus, composto pelas espécies 

acordo com BEIGHTON et al C1Q84), também por S. macaca. . Algumas 

caracteristicas bioquimicas do grupo mutans s~o mostrados na Tabe 

la I. 

*API - System - apparells et Procédés d'Identifica~ion, Montalieu 
Vercien, França. 
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Tabela I - Carac~er!s~icas bioquimicas diferenciando espécies den~ro do grup 
\.} 

n<utans: 

CARACTERíSTICAS 
S. 5. S. S. S. S. 

n<u.tans ferw;; cricetw;; sobrinw;; rat tus n<acacae 

p.,,,.,., .. ,,.~,-!1.'~ d .. ma -nitol + + + + + + 

Sorbitol + + + d + + 

M"'li bi o:se + NT d d + + 

Rafinose + - + d + + 

Hidrólise de Arg~ 
nina - - - - + -

Eii>cul i na + + d d + + 

p A, -"<< H o - - - + - -
2 2 

Riwisl $i; t-ênci a ... ba-
,.;:;llr.acina. C2un/ml) + - - + + -
Soroli po c. e, f c a d, g b c 

r~!ol ~; G + c 36-38 43-46 42-44 44-46 41-43 36-36 

Origern humana ra~os humanos humano rato 
ratos humano macaco 

hams~er 

C$) Si mbol os: +, QO~~ ou mais slito cepas posi ~i vas; -, 90% ou mais são cepas ne­
ga~ivas; d, 11-8~/o slito cepas positivas; NT, não ~estadas. 
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Streptococcus rattus 

O nome dest-a espécie foi dada por COYJ{EM)ALL (1077), À 

astraptococos que produzem glucano exlracelular adesivo. Em agar 

sacarosado, algumas cepas de S. rattus produzem colônias firmes, 

freqUentemente rugosas. Foram descritos originalmente como soro­

tipo b de S. m~tans C8RATTHALL, 1070), lendo sido primeiramente 

obtido em ratos de laboratório, embora lanham sido também isola­

dos da cavidade oral humana. 

Originalmente isolados da cavidade oral de hamster 

CCOYKENDALL, 1977), algumas cepas de S. cricetus produzem uma zo­

na d<& alfa-hemólise, mas a maior parte é nlilo hemol.l.t-ica em agar 

sangue. As colônias em agar sacarosado aparecem freqüent-ement-e 

bdlhantes e rcundadas por liquido contendo gl ucano extracelu­

lar solúvel. As cepas desse microrganismo reagem com antisoro pa­

ra S. mutans soroli po a CBRATTHALL, 1070), •mbora algumas cepas 

tenham perdido esse anligeno. 

Streptococcus sobrínus 

Proposto por COYKENDALL (1993), este microrganismo foi 

originalrnoemle isolado de cavidade oral humana e, primairamenle 

menci onado por FI TZGERALD & JORDAN C 1968) , porém, nllto descr 1 to 
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anteriormente. Algumas cepas de S. sobrinus s~o alfa-hemoliticas, 

outras n~o hemoliticas. N~o sintetizam quantidades significantes 

de polissacarideos intracelulares. Sorologicamente, reagem usua~ 

m<1mte com antisoro para S. m.uta.,...;o sorot.ipo d ou g CBRATTHALL, 

1970J. O habitat de S. soõrinus é a superficie dos dentes, sendo 

cariogénico para animais experimentais e podendo estar associado 

à càrie dental humana CCOYKENDALL, 11983). 

Descrito por COYKENDALL C1Q83), S. farus foram origina~ 

ment-e isolados da cavidade oral de ratos que consumiam cana-de­

açúcar como dieta alimenticia CCOYKENDALL et al, 1074). Estas ce­

pas reagem com antisoro c de BRATTHALL C1070) e produzem polissa­

carideos extra e int-racelulares. Ferment-am manitol e sorbitol, 

mas n~o fermentam r ai i nose e slito inibi dos por baci '\.r aci na C a uni -

dades/ml). 

Streptococcus macacas 

O termo S. macacas foi proposto por BEIGHTON et al 

C1964), por ter sido isolado de placa dental de macacos CHacaca 

fascicutar(s). Esse astreptococo é Gram-posit.ivo, produz manit.ol 

e rafinose, mas n~o inulina e s~o sensiveis A bacitracina. Sorolo 

gicament.e, reagem com ant.isoro para S. m.utans sorotipo c CBRAT­

THALL, 1070), como S. m.utans e S. /&rw;;. Nllo produzem peróxido de 
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hidrogênio, porém hidrolizam esculina. O hatútat de S. macaca9 é 

a cavidade oral, predominantemente a superficie dos dentes. 

Do ponto de vista da distribuiçll'o e habitat natural dos 

estr.,.ptococos da microbiota oral, sabe-se que essa dist.ribuiçlll:o 

n~o pos:su"' uma localizaçlll:o especifica, mas sim, que varia de re­

gi~o para regi~o na boca. Dessa forma, por exemplo, o habitat. na­

tural do S. mutans, parece ser a superficie dent.al CGIBBONS et. al, 

1974) e está entre os primeiros microrganismos a colonizar a cavi 

dadG oral de crianças, após a erupçll'o dental CJ.LALUUSUA, 1Q83; 

ALALUUSUA & RENKONEN, 1983). Os estrept.ococos espécie sobrinu.s, 

s~o também encontrados na superficie dental CCOYKENDALL, 1983) e 

é o segundo estrept.ococo mais isolado e envolvido no processo de 

cárie dent.al CDE SOETT et. al, 1QQO). 

Os est.rept.ococos orais podem ser isolados de vários si­

tios da cavidade oral, utilizando-se o meio seletivo desenvolvido 

por CHAPMAH C1bi44), agar Hiti.s-Sativarius. Os métodos de isolamen 

to desses microrganismos, foi amplamente facilitado pelo desenvol 

vimento de um outro meio seletivo, o MSB CGOLD et. al, 1Q73). Esse 

meio é baseado na combinaçlll:o de sacarose, bacitracina e MS agar; 

entretanto, é seletivo somente para S. m.utans, S. sobrínus e S. 

rattus CEMILSON & BRATTHALL, 1076; LITTLE et al, 1Q77). Assim, vá 

rios meios seletivos, ~ém sido desenvolvidos para o isolamen~o de 

estreptococos da cavidade oral, e já que alguns estreptococos pr2 

duzem polissacarideos extracelulares a partir de sacarose, esses 

meios em geral, incluem concentraçees adequadas de sacarose, como 

por exemplo, o meio seletivo TYCSB, descrito por VAN PALENSTEIH & 
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HELDERMAN et al Cl993) e TANZER et al C1994). 

A atenç~o de alguns pesquisadores en~vidos na área de 

Biologia Oral, tem sido voltada ao desenvolvimento e aplicaç~o de 

técnicas especi~icas, com o objetivo de contribuir na identi~ica­

ç~o e caracterizaç~o desses microrganismos orais. 

Os estreptococos presentes na cavidade oral, geralmente 

podem ser identificados a nivel de espécie através de testes bio­

quimicos convencionais CMARFORT et al, 1996), como fermentaç~o de 

carboidratos, hidrólise de arginina, crescimento em anaerobiose. 

Porém, apesar da importância desses testes bioquimicos e do grupo 

mutans possuir caracteristicas que os distinguem dos demais es-

treptococos, estes testêS n~o s~o e~icazes na diferenciaç•o, por 

exemplo, de S. mutans e S. ferus (ambos de mesmo sorotipo e genó­

tipo I), como também S. mutans pode ser confundido com outro tipo 

de Streptococcus, como S. ôovis e S. fa.calis. Tal fato, tem es­

timulado os pesquisadores a desenvolver técnicas que auxiliam o 

reconhecimento de grupos variados e complexos de microrganismos. 

Assim, por exemplo, a sorologia é uma técnica que foi introduzida 

nos laboratórios de pesquisa para auxiliar no trabalho de identi­

ficaç:o e caracterizaç:o de microrganismos CMINETT & STABLEFORTH, 

1031; BRATTHALL, 1070: PERCH et al, 1074). Contudo, a existência 

de diferenças sorológicas entre cepas de mutcns, foi primeiramen-

te observado por ZINNER & JABLON C1Q59). Posteriormente,BRATTHALL 

C1070) rGla~ou a presença de vários tipos sorológicos distintos. 

A ocorrência de reaç5as sorológicas cruzadas foi observada entre 

soro~ipos de S. mutans CBRATTHALL, 1Q7Z: PERCH et al, 1074), devi 
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do à antigenos de parede celular Cácido teicoico) e de !11<ii'mbrana 

celular Cácido lipot.eicoico). 

Esses mêtodos i munol ógi eos, tém demonst.r ado serem capa­

zes de distinguir e definir um grande número de espécies de mi­

crorganismos. Entretanto, o mesmo requer a disponibilidade de po­

tentes soros especificas que tenham sido submetidos a testes de 

absorç~o - a fim de eliminar reaç5es cruzadas - alóm do que a so­

rotipagem pode estar limitada pela deteeç~o de um número limitado 

de antigenos, com características muitas vezes instáveis. 

A subdivis~o das cepas de estreptococos atravõs do estu 

do de bacteriocinas para aplicaç~o em estudos epidemiológicos, 

alóm da sorologia,foi proposto por vários pesquisadores CICELSTRUP 

& GIBBONS, 1Q6Q; BERICOWJ:TZ & JORDAN, 1!õl76; ROGERS, 1Q75; ICOLSTAD, 

1Q76). As bacteriocinas s~o subst<lncias inibidoras de crescimento 

de uma variedade de bactõrias Gram-positivas e podem ser chamadas 

t.ambóm de mutacinas CICELSTRUP & GIBBONS, 1QSQ; MAMADA & OOSHIMA, 

1Q76). Utilizando tal sistema CROGERS, 1Q75), observou o mesmo ti 

po de bacteriocina d• S. mutcms •m todos os m.mbros de uma fami­

lia em particular. Esse mesmo autor, obs•rvou qu• somente um tipo 

de bacteriocina de S. mutans predomina na boca. 

Todas essas subst&.ncias denominadas bacteriocinas ou 

mutacinas, possuem atividade para inúmeros estreptococos de placa 

dentária, e algumas possuem ampla atividade contra outras bacté­

rias da cavidade oral, como por exemplo, bacteriocina de cepas de 

S. mitis se mostraram ativas contra cepas de S. mutans e S. san­

sui.s e estafilococos da cavidade oral CVERNAZZA & MELVILLE, 
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1977), Relatos de estudos com microrganismos d9 placa, demonstra­

ram que algumas cepas de S. mutans s~o capazes de aumentar em ná­

!'M>ro durante um período de 13 semanas CBOWDEN et. al, 1076; HARDIE 

at al, 1077). A habilidade dessa espécie de dominar dessa forma, 

o crescimento quando em competiçlo com um grande número de dife­

rentes bactérias, parecem sugerir uma intima relaç~ com a produ­

ção dessas subst~ncias, já que a produç~o de mutacinas foi damons 

trada in ví1Jo por VAN DER HOEVEN et. a1 C1077). 

A identificaçlo de diversos microrganismos já foi hist~ 

ricamente baseada na morfologia e anatomia, porém, métodos bioqu~ 

micos, sorol6gicos e genéticos têm sido desenvolvidos a emprega­

dos nessa linha de pesquisa, objetivando um maior conhecimento 

desses organismos e da suas diversidades taxonómicas, n~o detectá 

vais pelos métodos tradicionais. Dentro dessa linha de investiga­

ç~o. a técnica de separaç•o da proteinas celulares por eletrofora 

se em gel de poliacrilanúda, tem demonstrado ser um recurso impo~ 

tanta no estudo de microrganismos isolados dos diversos nichos 

ecológicos. Pode s<~>r também de muit.a import~cia na iànt.ificaçlli:o 

e caractGrizaç~o inicial de amost.ras isoladas quando amostras dG 

referências slli:o disponíveis. 

A Gletroforese, é uma t.écnica de análise qualitat.iva e 

quan~itativa para subst~cias que apresent.am carga elét.rica e ba­

seia-se na migraç~o dest.as subst.âncias em de~erminado campo elé­

t-rico. Seu principio já era conhecido e usado desde o inicio do 

século passado, mas é nas úl ~i mas décadas que essa técnica ~em 

sorrido aperCeiçoamentos constantes, possibili~ando análises mais 
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precisas e auXiliando t-rabalhos de pesquisa em diversas áreas 

C SAOJI & 101ARE, 1 005) . 

A separaç~o de proteinas por elet.ro~orese, tem demons­

trado ser de muita utilidade no estudo de microrganismos, sendo 

vários os trabalhos relatados na literat-ura internacional CSEITER 

& J AY, 1 000; CALHOON et al , 1 001) • Em 1 0'71 , COYKENDALL et, al de­

monstraram diferenças nos padr6es de elet.ro~orese de proteinas c~ 

1 ulares de S. m:utans, ao mesmo tempo SIMONSOH & SHKLAIR C1Q72), 

isolaram proteinas intracelulares de extrato aquoso S. mutans, e 

aplicando a mesma técnica, de acordo com o método descrito por 

DAVIS C1Q64), demonstraram também di~erenças nos padr6es protéi­

cos das amostras estudadas. Os resultados de BROWN & PETTERSOH 

(1972), most.raram que a mobilidade eletro~orética da dehydrogena­

SG manit..ol-·1-~os~ato, pode ser utilizada para dist.inguir os ::soro­

Lipos de m'-ltans. Post.eriormente, 01..SSON et.. al C1Q7E!I) e RUSSEL 

C1Q'7e), most..raram resultados satis:falórios com a ut.ilizaç:llo da 

eletr~orese em poliacrilamida CPAGE-SDSO, onde amostras pert-en­

centes a diversos sorolipos de S. mutans, apresent-avam di~erenças 

em suas mobilidades elelro~orét.icas. 

A técnica de elelro:forese em gel de poliacrilamida mos­

tra "'"''", port.Ant.n, um '""'"'"~'"'<> rli !"p<>ni vel nA earA<:t ... r! "'"<;:lil'<> rl .. mi­

crorganismos. At.ravés de esludos de taxonomia levados a e~ei t.o 

por BEIGHTON et.. al C1Q84), foi possi vel det.ectar com a ajuda des­

ta técnica, mais uma espécie - Streptococcus macaca., pert-encente 

ao grupo mutans. 



' MATERIAL E METOOOS 

1 - Bactérias 

Foram usadas amostras de microrganismos orais, poten­

cialmente cariog.nicos do g~nero Streptococcus, identificadas bio 

quimicamente, obtidas de individuos de ambos os sexos, numa faixa 

etária entre 15 e 30 anos. As cepas utilizadas foram gentilmente 

cedidas pelo Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de 

~o Paulo - Departamento de Microbiologia, pela ProfG. Márcia P. 

A. M&yer (~adro 1). Detalhes sobre a origem e identificaç~o das 

cepas bacterianas, est~o descritas no apêndice. 

As cepas microbianas foram cultivadas em tubos contendo 

3.0 m1 de meio da cultura Brain Heart Infusion Agar CBHI agar), 

previamentE> autoclavados à 120•C durante 16 mlnutos. Os tubos fo-

ram incubados em jarras anaeróbicas (Sistema Gaspak BBL:l ou em 

chama de vela, a 37•C durante 49 horas. Em seguida, os tubos fo-

ram removidos da jarra e mantidos sob refrigeraç~o C10•C), duran-

te aproximadamente 9-12 dias, quando a coleç~o era ent~o renovada. 

3 - Preparo das Amostras 

Três métodos foram usados no preparo das amostras e o 



msio de cultura utilizado foi Tryptone Yeast Extract - TYE CVer 

composiç~o no apêndice), distribuido em tubos C16 x 160 mm), con­

tE>ndo 6. O m1 por tubo e autoclavados a 120•C por 16 minutos. 

No primeiro método, as amostras de microrganismos foram 

inoculadas em tubos contendo TYE. As amostras foram incubadas a 

•C em jarras anaer6bicas durante 48 horas. Após ao crescimento 

bacteriano nos tubos, as culturas foram centrifugadas a 3000 rpm 

por 16 minutos, lavadas duas vezes numa soluç~o de NaCl 0.16 M 

estéril, e o precipitado final ressuspendido em pequeno volume 

ClOO ~1) de SDS solubilizante CLAEMNLI, 1Q70) de acordo com odes 

c r i to por RUSSEL C 1 Q75). como mostra o Esquema 1. 

No segundo método, as amostras foram semeadas em meio 

TYE e incubadas a 37•C por 49 horas. Em seguida, o material bacte 

riano crescido nos tubos foi centrifugado C3000 rpm-16 minut.os), 

lavado duas vezes em soluçllo de NaCl 0.16 M est.éril. O precipit-a­

do obtido, foi ressuspendido em sacarose à 20% e mantido por 20 

mimltos em banho de gelo. Após cent.rifugaçllo C3000 rpm - 16 minu­

tos), o precipitado foi solubilizado em SDS CLAENMLI, 1Q70), de 

acordo com HEPPEL C1Q6Q) modif., como pode se verificar no Esque­

ma a. 

O terceiro mét.odo empregado, baseou-se em CATO et al 

C1QSZ) modif., onde os tubos de ensaio contendo meio de cultura 

CTYE), foram inoculados com material bacteriano, permanecendo 48 

horas a 



Quadro 1 - Relaçll:o das espécies de Streptococc-us utilizadas nos 
exp;;>rimentos 

MATERIAL CóDIOO 

Streptococcus m.utans 6-G CPadrlil:o) 

Streptococcus m.utans V-6 

5tr,;.ptococcus m.utans VII-1 

Streptococcus m.utans VII-a 

St:reptococcus m.utans XI-4 

Str<J>ptococcus mutans XIII-3 

Streptococcus m.utans XIII-6 

Streptococcus soõrinus XI-3 

Str<J>ptococcus rattus XVI-1 

N. I. I-4-B 

N. I. XII-3 

N. I. XII-6 

N.I. -cepa nlil:o identiricada bioquimicamente, mas 

com caracteristicas pertencentes ao grupo 

mutans de Streptococcus. 



Esquema 1 - Preparo das Amo:st.ra:s Bact.eriana:s 

Cresciment-o em meio 

TIE 1 48 horas - 37•c 

suspensgo I cent.rif. - SOOOrpm - 16 min. 

1 1 
sobrenadant.e 

descart-ado preciplit.:::agem sol. NaCl 
0.16 M <aX::> 

l' _____ s_u_s_pe;r:"". 3000 - 15 .. n. 

sobrenadant.e precipit-ado 

descart-ado l ::~~~~~~=~~-·: SDS 
fervura por 3 min. 

precipit-ado 
descart-ado 

suspensgo 

cent.rifugaçll:o 

sobrenadant.e 

l 



Croscimen~o em meio 

TYE 1 4S horas - 37•c 

suspenslio I cen~rif. 3000 rpm - 16 min. 

l 
descar~ado precip~i~:::agem sol. NaCl 

0.16 M C2JD 

suspenslio 

l r------------~1 cen~rif. 3000rpm - 16 min. 

sobrenadan~e precipi~ado 

descar~ado l ressuspenslio em sacaro 
se 

I 
sobrenadan~e 

descar~ado 

1 
precipi~ado 

descar~ado 

banho de gelo 
20 minu~os 

I cen~rif. 3000rpm - 16 
min. 

precipi~ado 

sol uhi 1 i .,.~~r:,..t'"'l Cl:lrn ~ 
e :fervura por 3 min. 

cen~ri ugaçlito 

1 
sobrenadan~e 

l 



37•C. As células foram cen~rifugadas C3000 rpm - 16 minu~os) e la 

vadas em soluç:il:o es~éril de NaCl 0.16 M. Ao precipi~ado resul~an­

te, acrescen~ou-:se SDS solubilizante CLAEMMLI, 1970) e 0.16 g. de 

pérolas de vidro (Classe IV, 1420/C - Catapho~e Division of Ferro 

Corp. Jackson, Miss. ). As células foram submetidas à a.gi~açlro 

(agitador de tubos - Phoenix - Mod. AT !36) por 3 minutos, como 

mos~ra o Esquema 3. 

4 - Eletroforese 

Amostras de cul~uras bacterianas de Streptococcus, obt~ 

das de acordo com os métodos anteriormente descritos, isoladas e 

identif'icadas bioquimicamente, foram estudadas, utilizando-se a 

técnica de Eletroforese em Gel de Poliacrilamida - Duodecil Sulfa. 

to de Sódio CPAGE-SDS), segundo LAEMMLI C1970), em sistema deseon 

tinuo de Tamplro O. 026 M de Tris e 0.19a M de glicina e O.iY. de 

SDS em pH 9. 3 CLAEMMLI, 1970), com o gel espaçador a a. 6Y. e o gs>l 

separa dor a 7. 6"/o. 

Aproximadamente 100 1-í9 de pro~einas CLOWRY et. al, 1Q61) 

obtidas segundo os três mé~odos citados, foram solubiliza.dos em 

mistura dissoeia.nte descrito por LAEMMLI C1970). As proteinas fo­

ram dissociadas por imers~o em água à 100•C por 3 minutos. A ele­

troforese CPAGE-SDS), processou-se em temperatura ambiente a 100V 



Esquema 3 - Preparo das Amostras Bacterianas 

Crescimento em meio 

TYE 1 48 horas - 37•c 

suspenslil:o 

J centrif'. 3000 rpm - 16 min. 

1 1 
sobrenadante 

preciplit;::agem sol. NaCl 
0.16 M C2X) 

descartado 

1
.------

5

-u-s_pe-lins::ntr i f'. 3000rpm 
min. 

sobrenadante precipitado 
descartado 

- 15 

ressuspenslll:o em 100 1-11 
de SDS solubilizante 
acrescido de 0.16 g de 
pérolas de vidro. 

agitaçlll:o por 3 minutos 
Phoenix - Mod AT 66 

1.---------------11 centrif'ugaçlll:o 

precipitado sobrenadante 
descartado l 

f'ervura por 3 min. 



em corr<õ>nt.<õ> constante de 20mA, at-é que o marcador CBromof'enol 

Blue) atingisse o final do gel (aproximadamente 2 horas). Após a 

corrida, o gel f'oi removido da placa e corado em Coomassie Blue -

G Z60 O. :1% por duas horas. A lavagem Cdescoloraçlll:o) do gel f'oi 

f ai ta usando-se sol uç~o descor ant-e C ver descri çl!l:o no apéndi c e). 

Após 2 dias, o gel foi desidratado, secado em papel celofane 

CJUAHG et al, :1084) e fotografado sobre negatosc6pio. 

O traçado densitométrico foi realizado com o auxilio de 

um microdensitOmetro modelo Quick Scan-Flur-Vis CHelena Laborat6-

ries) .,. a mobilidade relativa CRm) expressa na forma de diagra­

mas, foi calculada em funçl!l:o da proporçlil:o da distAncia percorrida 

pala banda, em relaçlil:o ao marcador Bromofenol Blue. 



RESULTADOS 

As amostras bacterianas de Streptococcus orais codi~ica 

das como 6-G: XI-4;, V-6; VII-1; XIII-6; XIII-3; VII-2; XVI-1; 

XI -3; XII -3; XII -6; I -4B e caracterizadas bioquimicamente como 

sendo respectivamente, S. m:utans C7 cepas), S. rattus C1 cepa), 

S. soôrinus C1 cepa) e as n~o identi~icadas C3 cepas), ~oram usa­

das na obtenç~o de proteinas para a análise eletro~orética, segu~ 

do descrito em Material e Métodos. Os resultados obtidos podem 

ser avaliados nas Figuras 1 a 24. Como se pode veri~icar, as ~ig~ 

ras mostram as bandas proteicas obtidas por eletro~orese em gel 

de poliacrilamida das di~erentes amostras analisadas. As linhas 1 

e 2 de cada gel, contém amostra do S. mutans C6-G), utilizada co­

mo padr~o para comparaç~o. Todas as amostras ~oram ~eitas em du-

i cata. 

Os resultados obtidos pela técnica de RUSSEL C 1 Qre) , 

através da solubilizaç~o direta (Esquema 1), mostram a presença 

de 20 a 30 bandas aproximadamente CFiguras 1, 3, 6 e 7J. Os per­

fis eletro~oréticos apresentam a mesma distribuiç~o no gel, po­

rém, foram observadas diferenças nas mobilidades relativas CRnU 

0.12 - 0.26 - 0.43 - o.ao e Rm 0.36 - 0.60 - 0.66 - 0.60 - 0.72 

respectivamente para XI-3 e I-4B CFiguras 1, 6 e 7). As ~iguras 

z, e e e mostram essas diferenças através do traçado densitométr~ 

co. As demais amostras apresentaram o mesmo padr~o prot.eico e uma 
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banda intensa di~usa em torno da Rm 0.32, como se pode veri~icar 

nas ~iguras e traçados densitométricos (Figuras 1 a 8). 

Os resultados obtidos pelo método de HEPPEL C1069) - Es 

quema 2 - cujos per~is eletro~oréticos das proteinas intracelula­

res de cepas do grupo mutans est•o expostos nas Figuras Q, 11, 13 

e 16, detect-aram a presença de aproximadamente 16 a 26 bandas co­

mo pode s<~>r verificado pelos traçados densitométricos CFiguras 

10. 12, 14 e 16). 

Os resultados da técnica desenvolvi da por CATO et. al 

C1Q82) - Esquema 3 - cujos resultados obtidos est~o expostos nas 

Figuras 17, 19, 21 e 23) e os respectivos traçados densitométri­

cos nas Figuras 18, ao. 22 e 24, revelaram um maior número de ban 

das proteicas, aproximadamente 30 a 40. Pode-se observar diferen­

ças na porç~o de alto peso molecular para a amostra XI-3 CFiguras 

17 e 23), enquanto que para a cepa !-48 ~oram detectadas diferen­

ças nas Rm O. 36 - O. 50 O. 00 e em toda porç~o de baixo peso mol!! 

cular CFigura 21). Esses resultados podem ser melhor visualizados 

pelos t-raçados densitométricos nas Figuras 18, 22 e 24. 
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Figura 1 - Perfil eletroforético e diagrama esquemático de proteínas intracelulares 
de cepas de Streptococcus. 

Linhas 1 e 2- 6-G S. mutans (Padrão) -
3 e 4- XII-5 Não Identificada 
5 e 6- XI-3 S. sob ri nus 

-

7 e 8- VII-1 s. mutans 
..... 
"' 
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l'igura 2- Traçados.densitom€tricos de protefnas intracelulares de cepas de Streptococcus. 
A. 6-G §.. mutans (Padrão) 
B. XII-5 Não Identificada 
C. XI-3 S. sobrinus 

D. VII-1 S. mutans 
"' "' 
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Figura 3 - Perfil eletroforético e diagrama esquemático de proteínas intracelulares 
de cepas de Streetococcus. 
Linhas 1 e 2- 6-G S. - mutans (Padrão) 

3 e 4- XII-3 Não Identificada 
5 e 6- XVI-1 s. rattus w 

"' -
7 e 8- V-5 S. mutans 
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Figura 4 - Traçados densitométrícos de proteínas intracelulares de cepas de Streptococcus. 
A. 6-G ~· mutans (Padrão) 
B. XII-3 Não Identificada 
C. XVI-1 S. rattus 

D. V-5 S. mutans 
w ..... 
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Figura 5 - Perfil eletroforético e diagrama esquemático de proteínas intracelulares 

de cepas de Streptococcus. 5 
Linhas 1 e 2- 6-G 

3 e 4- I -4B 

~· mutans (Padrão) 

Não Identificada 

5 e 6- XIII-6 S. mutans 

7 e 8- XIII-3 S. mutans 

..., 
"' 
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Figura 6 - Traçados 

A. 6-G 

densitométricos de proteínas 

~· mutans (Padrão) 
B. I-4B Não Identificada 
C. XIII-6 S. mutans 
D. XIII-3 S. mut 
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intracelulares de cepas de Streptococcus. 
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Figura 7 - Perfil eletroforftico e diagrama esquemitico de proteínas intracelulares ~ 

de cepas de Streptococcus. 
Linhas 1 e 2- 6-G S. mutans (Padrão) 

-

3 e 4- VII-2 S. mutans -

5 e 6- XI-3 S. sobrinus -
7 8- XI-4 S. mutans "" e o 
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Figura 8 - Traçados densitom~tricos de protefnas intracelulares de cepas de Streptococcus. 

A. 6-G ~· mutans (Padrão) 

B. VII-2 S. mutans 

C. XI- 3 

D. XI- 4 

S. sobrinus 

S. mutans 

. , 

.p. .... 
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Figura 9 - Perfil eletroforético e diagrama esquemático de proteínas intracelulares 

de cepas de Streptococcus. 

Linhas 1 e 2- 6-G S. mutans (Padrão) 
-

3 e 4- XII-5 Não Identificada 

5 e 6- XI-3 s. sob ri nus 
-

7 e 8- VTI-1 S. mutans 
.... 
"' 



A B c D 

• )! ~ n • ' 
' I, 
'· 

I 

li 
I 
I 

I 
' ! ' 
\ I 

i• 

li I 
' li • 
I 
I 

I • 
[; 

F 
I 

'· i: 

I I 
i: 

I 

; 

!! 

i I ' 

' J 
vv· v t \ 

'I L I ~ I ij 
L L 

+ - + - +' ;.,.,. + 

Figura lO - Traçados densitométricos de proteínas intracelulares de cepas de Streptococcus. 
A. 6-G 2· mutans (Padrão) 

B. XII-5 Não Identificada 
C. XI- 3 S. sobrinus 
D. VII-1 S. mutans 

.!>­.... 
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Figura 11 - Perfil eletroforético e diagrama esquemático de proteínas intracelulares 

de cepas de St tococcus. 

Linhas l e 2- 6-G S. mutans (Padrão) - -----
3 e 4- XII-3 Não identificada 
5 e 6- XVI-I s. rattus -
7 e 8- V-5 S. mutans 
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figura 12 - Traçados densitométricos de proteínas intracelulares de cepas de Streptococcus. 
A. 6-G ~· mutans (Padrão) 
B. XII-3 Não Identificada 
C. XVI-1 S. rattus 

D. V-5 S. mutans 
"'" \,11 
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Figura 13 - Perfil eletroforético e diagrama esquemático de proteínas intracelulares r-
de cepas de Streptococcus. 

Linhas l e 2- 6-G S. mutans (Padrão) 

3 e 4- I-4B Não Identificada 
5 e 6- XIII-6 S. mutans 

- --- "" 7 e 8- XII I- 3 s. mutans a-
----
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Figura 14 - Traçados densitométrícos de proteínas intracelulares de cepas de Streptococcus. 
A. 6-G ª' mutans (Padrão) 
B. I-4B Não Identificada 
C. XIII-6 S. mutans 

D. XIII-3 S. mutans ,.. 
"" 
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Figura 15 - Perfil eletroforético e diagrama esquemático de proteínas intracelulares 

de cepas de Streptococcus. 

Linhas 1 e 2- 6-G S. mutans (Padrão) -
3 e 4- VII-2 S. mutans -
5 e 6- XI-3 S. sobrinus -
7 e 8- XI-4 S. mutans 
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J'igura 16 - Traçados densitom€tricos de proteínas intracelulares de cepas de Streptococcus. 

A. 6-G ~· mutans (Padrão) 
B. VII-2 S. mutans 
C. XI- 3 

D. XI- 4 

S. sobrinus 

S. mutans 
""' "' 
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Figura 17 - Perfil eletroforético e diagrama esquemático de proteínas intracelulares 

de cepas de Streptococcus. 4 
Linhas 1 e 2- 6-G ~· mutans (Padrão) 

3 e 4- XII-5 Não Identificada 

S e 6- XI-3 S. sobrinus ~ 
o 

7 e 8- VII-1 S. mutans 
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figura 18 - Traçados densitom6tricos de proteinas intracelulares de cepas de Streptococcus. 
A. 6-G 2· mutans (Padrão) 
B. XII-5 Não Identificada 

C. XI-3 S. sobrinus 

D. VII-1 S. mutans \.11 .... 
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Figura 19 - Perfil eletroforético e diagrama esquemático de proteínas intracelulares 

de cepas de Streptococcus. 

Linhas 1 e 2- 6-G S. mutans (Padrão) 
-

3 e 4- XII-3 Não Identificada 

S e 6- XVI-I S. rattus -
7 e 8- V-5 S. mutans 
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Figura 20 - Traçados densitométricos de proteínas intracelulares de cepas de Streptococcus. 
A. 6-G ~· mutans (Padrão) 
B. XII-3 Não Identificada 
C. XVI-1 S. rattus 
D. V- 5 S. mutans 
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Figura 21 - Perfil eletroforético e diagrama esquemático de proteínas intracelulares 

de cepas de Streptococcus. 
Linhas 1 e 2- 6-G S. - rnutans (Padrão) 

3 e 4- I-4B Não Identificada 

5 e 6- XIII-6 S. mutans -
7 e 8- XII I- 3 S. mutans 
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Figura 22 - Traçados densitom€tricos de proteínas intracelulares de cepas de Streptococcus. 
A. 6-G ~· mutans (Padrão) 
B. I-4B Não Identificada 
C. XIII-6 S. mutans 
D. XIII-3 S. mutans 
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Figura 23 - Perfil eletrofor6tico e diagrama esquemitico de proteínas intracelulares 

de cepas de Streptococcus. 

Linhas 1 e 2- 6-G S. mutans (Padrão) 

3 e 4- VII -2 S. mutans 
- ---

5 e 6- XI-3 S. sobrinus -
7 e 8- XI-4 S. mutans 
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Figura 24 - Traçados densitométricos de proteínas intracelulares de cepas de Streptococcus. 
A. 6-G ~· mutans (Padrão) 

B. VII-2 S. mutans 

C. XI -3 

D. XI -4 

S. sobrínus 

S. mutans 
.., .... 



ss 

DISCUSSÃO 

No que dis respeit.o à bac:t.érias da cavidade oral, com 

particular referência aos Streptococcus m~tans, pesquisas t.êm si­

do desenvolvidas sob vários pontos de vist.a: morfológico, bioqui­

mico, genét.ico, patológico e inclusive t.axonOmico. Assim o empre­

go de provas bioquimicas, pesquisas de ant.igenos especificos, ex­

perimentos de reassociaç~o de DNA e elet.roforose em gel de polia­

crilamida, t.êm sido de fundament-al import.ância na ident.ificaç~o e 

caract.erizaç~o desses microrganismos. Como consequência, pode-se 

observar pela literat.ura, que há um certo número de informaç6es 

disponíveis nessa linha d .. inV<>st.igaç~o CBR.ATTHA.LL, 1970; COYKEN­

DALL, 1970, 1971, 1974, 1977; KRAL & DANEO-MOORE, 1991; BEIGHTON 

et al, 1994), onde várias técnicas têm sido empregadas e desenvol 

vidas, ob,jet.ivando-se um maior conhecimento desses microorganis­

mos e de suas diversidad .. s t.axonõmicas. 

A t.écnica de eletroforese em gel de policrilamida, par­

ticularment.e, tem demonstrado ser um recurso import.ant.e na distin 

de pequenas diferenças moleculares exist.ent.es ent.re cepas da 

mesma espécie de microrganismos, ou seja, ent.re grupos fenot.ipic~ 

ment.e semelhant.as. Nesse sentido, estudos com microrganismos da 

cavidade oral CMOORE et al, 1990), empregando proteinas de célu­

las t.otais, demonstraram possibilidade de aplicaç~o dessa t.écnica 

em estudos ecológicos e de epidemiologia, particularmen~e quando 

múltiplas amost.ras s~o isoladas. Nessa mesma linha de investiga-



ç~o. CATO e~ al C1S82), es~udando espécies do g6nero Clostridium, 

demons~raram tambám, qua assa técnica poda ser um recurso impor­

tanta na difarenciaç~o a carac~erizaç•o desses microrganismos. 

Os estudos realizados nassa trabalho tiveram como obje­

tivo, contribuir para a caracterizaç•o de amostras de Strepto­

coccus da cavidade oral, sob o ponto de vista da técnica de ele­

trof'orese em gel de poliacrilamida, empregando-se metodologias 

distintas na obtenç~o de proteinas intracelulares microbianas. Os 

resultados obtidos na determinaç~o dos perf'is proteicos das amos­

tras de Streptococcus, analisadas pela ~écnica descrita por 

RUSSEL C1976), demonstraram algumas diferenças entre as amostras. 

Observou-se~ que, somenta as cepas codificadas como XI -3 e I -48, 

difer<>nciaram-s<> das d~&>mais. As amostras codificadas como 6-G, 

VII-1, V-6, XIII-6, XIII-3, VII-a "' XI-4 caracterizadas como S. 

mutans, mostraram um padr~o semelhante quando comparadas, sendo 

que as amostras ~o i d~&>nti f i cadas bi oqumi camente, XI I -6 e XI I -3 

revelaram similaridad&s com as caracterizadas como S. m:uta.ns. A 

amostra XVI-1, descrita como S. rattus, n~o apresentou diferenças 

detectáveis quando comparada ao padr~o. como pode ser verificado 

nas Figuras 1 a 9. Esses resultados demonstraram que a ressuspen­

;;;:il:o diret-a. d<G> células totais em mist-ura solubilizante propost-o 

por MAIZEL C1Q'71), permit-e a possibilidade de se dist-inguir duas 

espécies como S. ~utans e S. sobrinus, ou descrever como semelha~ 

t-es, cepas microbianas supostament,e diferent-es ou n~o relaciona­

das, como XI-3, XII-6, XII-3 e I-4B. Segundo AMES (10'74) e RUSSEL 
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(1976), a van~agem de se u~ilizar a me~odologia de solubilizaç~o 

dire~a. se deve A fa~ores como a manipulaç~o minima do ma~erial -

em um cur~o periodo de ~empo - associada A possibilidade de se p~ 

der eliminar as várias e~apas de cen~rifugaç~o e rompimen~o celu­

lar, per~inen~es a ou~ras me~odologias com o mesmo obje~ivo. Es­

"'"'s dados confirmam as observaçe!es feit.as por BEIGHTON et. al 

(1984), os quais demonstraram com essa técnica, que amost.ras mi­

crobianas per~encent.es ao gênero Streptococc'W>, puderam ser me­

lhor caracterizadas, principalmen~e quando pode ocorrer confus~o 

na ident.idade de isolados per~encen~es ao mesmo sorotipo, como S. 

macacas, S. ~utans e S. ferus. Mos~raram ainda, que várias amos­

tras podem ser analisadas ao mesmo tempo, possibilitando o estudo 

de um maior número de espécies microbianas. 

Os resultados obtidos a~ravás da met-odologia de HEPPEL 

C198Q), onde as amost.ras foram ressuspendidas em sacarose e man~~ 

das a baixa ~empera~ura an~es de serem solubilizadas, mostraram -

através da comparaç~o dos perfis eletroforét.icos e de suas res~ 

t.ivas mobilidades relat.ivas CFiguras Q a 16) - que suas prot.einas 

s~o comuns à quase ~odas as amostras estudadas, inclusive entre 

as cepas n~o ident-ificadas, XII-5 e XII-3, a n~o ser para as amos 

tras I-49 e XI-3, nas quais observou-se poucas similaridades com 

as demais amostras citadas. Com relação a amost.ras XVI-1, verifi­

cou-se que n~o ocorreram diferenças com rslaçXo ao padr~o 5, mu­

tans. Esses result.ados dsmonst.raram que o processo de choque osm6 

tico também permit.s a caractsrizaç~o de espécies microbianas Gram 
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Positivas, particularmente do gênero Streptococcus, mesmo que es­

t .. ja limitado por um maior tempo de manipulaçllo da amostra, quan­

do comparado às demais t•enica.s. Sagundo HEPPEL CiQeO), o e~eito 

do choque osmótico tem sido um procedimento muito utilizado para 

bactérias Gra.m-Negativas - de modo geral - pois ao contrário das 

Gra.m-Positiva.s, estas apresentam uma camada externa menos espes­

sa, que em funç~o do tratamento em meio hipertônico - próprio da 

técnica - liberam mais facilmente seu conteúdo intracelular. MALA 

MY & IIORECKER C1004J, DAVIS & DULBECCO C1Q7QJ, investigando pro­

tsinas de E. coti, puderam demonstrar, também, que a lise comple­

ta de uma célula bact.eriana. se dá através do emprego de saearose 

e EDTA, associado à lisozima., ou seja, pelo tratamento com esta 

snzima, ocorre ruptura da membrana externa pela a.diç~o concomita~ 

t.. de EDTA. Este, libera grande parte de lipopolissacarideos 

CLSPJ "' torna a membrana externa mais permeável à saida de osm6l~ 

tos, causando uma press~o na peptideoglicana., liberando seu con­

teúdo intracelular. Isto mostra que sob a influ6neia da lisozima 

"' "'m meio hipertônico, as células bacterianas Gram-Negativas t.em 

sua parede celular alterada e seu conteúdo celular é ent~o libera 

do. Embora bactérias Gram-Positivas apresentem di~erenças estrut~ 

rais, que teriam relaç~o com os mecanismos aqui discu~idos, os d~ 

dos obtidos em nossas investigações permi~em sugerir a aplicaç~o 

desse mé~odo nos estudos em quest~o. 

A análise dos resultados referen~es à me~odologia empr! 

gada por CATO e~ al C1QeaD, cujo objetivo 6 promover a desin~egr~ 
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mecânica das células, revelaram que as amos~ras do grupo mu­

tans analisadas C6-G, VII-1, V-6, XI!I-6, XIII-3, V!I-2 e X!-4), 

s:il:o si mi 1 ares , i ncl usi ve com r el aç:llo as cepas não i den~i f' i cadas 

lU 1 -6 e XI I -3, com axcaç:llo das amos~ r as XI -3 e I -4B, as quais 

apresen~aram dif'erenças quando comparadas ao padrllo, enquanto vá­

rias similaridades com o padr~o S. mutans !'oram de~ec~adas para a 

amos~ra XVI-1, caracterizada bioquimicamente como S. rattus, como 

pode ser verif'icado nas Figuras 17 a 24. Verif'icou-se, que f'oi 

possivel def'inir com um cer~o grau de discernimen~o. duas espé­

cies distintas CS. mutans e S. sobrinus), e descrever como seme­

lhantes duas amostras, X!I-6 e XII-3 - n~o identif'icadas bioquimi 

camen~e - dentro do grupo m:utan.s. Segundo MOORE et al C1QOO), 

SEITER & JAY C1QOO) e SIMONSEN & SHICLAIR C1Q'72), a vantagem no e!!!_ 

prego dessa metodologia, baseia-se no principio de que a desinte­

gração mecânica com pérolas de vidro, possibilita o rompimento do 

envoltório celular, liberando todo o seu con~eúdo intracelular, 

originando um maior número de bandas, permi~indo assim, uma me­

lhor resoluç~o nos perf'is eletrof'oréticos. Dessa f'orma, pode-se 

ob~er quan~idades suf'icientas de pro~einas celulares para aplica­

ção em elatrof'orese num espaço de tempo razoável e adequado para 

o estudo de coleç~s inteiras de bactérias, transf'ormando-se num 

instrumento importan~e e ef'icaz na caracterização rotineira de mi 

crorganismos. 

Um variado námoro do ~gstos bioquimicos t6m sido usado 

como um método de escolha na iden~if'icação de amostras de cepas 



microbianas e têm sido rotineiro o seu emprego com ên~ase na ca­

racter·izaçl!l'o desses organismos, cont-udo nl:o totalment-e e~iciente, 

já que muitas cepas isoladas podem permanecer nko identi~icadas, 

devido à positividade simultânea de provas criticas para di~eren 

ciar duas espécies distintas, como descrito na literatura. 

0$ resultados obtidos em nossas invest.igaç5as, com o em 

prego de técnicas distintas, para obtenç~o dos padr5as elatro~o­

réticos da prot.einas int-racelulares, permitam sugerir que a meto­

dologia de RUSSEL C1Q76), baseada na solubilizaçko direta, possue 

algumas vantagens quando comparadas as demais técnicas propostas 

por HEPPEL C1QBQ) e CATO et al CloeaP. O uso direto de dissocian­

te SDS CDuodecil SuU'ato de Sódio), além de recuperar algunas pr:: 

tainas celulares a modi~icar suas cargas elétricas, parece permi­

tir uma melhor visualização e separaç~o das diversas subst.Ancias 

no gel, associada à uma reduçl!l'o do t-empo de preparo com as di~e­

rentes amostras. Comparati vamante, a técnica empregada por CATO 

at al C1992), apesar de exigir uma maior preparaç~o do mat-erial a 

ser analisado, poda ser considerado um mét-odo adequado a a~ician­

t .. de estudo, já que se obteve uma melhor rasoluç~o do perf'il ale 

troforético com o aumento do n~mero de bandas visualizadas, o que 

certamente deve contribuir positivamente nos estudos de relaç~ 

entre as espécies microbianas. Segundo JACKMAH & WHXLEY C1QQO), a 

rQprodutibilidade das bandas, é o f'ator mais importante em taxono 

mia numérica, onde vários f'a~ores, ~ais como, condiç6es de corri­

da, estrutura do gel e preparo das amostras, devem ser considera-



84 

das, ao lado da padronizaç~o do ~amanho do gel, assim como ~ambém 

a lsmperalura, que associada aos ou~ros :fatores, podem explicar 

falhas nos géis como por exemplo, a curva~ura ocorrida nas extre­

midades dos mesmos e dificuldades de coloraç~o. De qualquer :for­

ma, a escolha de um método adequado de estudo com On:fase na iden­

tificaç~o e caract.erizaç~o de microrganismos, ou mesmo com outros 

objetivos, sugere uma in~ima relaçlíí:o com as condiç!:Ses da amostra 

a ser analisada, associado aos :fatores intrinsicos das várias me­

todo! ogi as di sponi vei s, permi ~indo-se cons:i der ar a padron:i :zaçlllo 

das condiçeses de trabalho, um :fator relevante e :fundamental em es 

tudos dessa na~ureza. 

Nesse t-rabalho, o conJunto d"' inf'ormaçe!Qs ob~idas "" 

apresentadas, mostram qu .. o emprego da técnica de eletrof'orese em 

gel de poliacrilamida, pode ser um recurso complementar impor~an­

le na caract-erizaçlíí:o dos diversos grupos de microrganismos, de ~ 

do geral - e em particular da cavidade oral - confirmando alguns 

estudos nessa linha de investigaç~o. Os resultados obtidos, abrem 

pos;sibilidades de novos est-udos através da análise de um maior 

namero de cepas microbianas da cavidade oral, inclusive utilizan­

do-se cepas padrlíí:o como comparaçlíí:o, no sentido de se obter dados 

mais precisos, entre essas espécies. 
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CONCLUSÕES 

cluir que: 

1 - A met.odol ogi a de sol ubi li :zaçl:o di ret.a, apresent.a vant.agens 

quando comparadas às demais t.écnicas usadas. O emprego de SDS 

COuodecll Sulfato de Sódio), além de recuperar algumas prot.ei 

nas celulares e modificar suas cargas elétricas, permite uma 

~M>lhor visualizaçll:o e separaçllto das diversas substâncias no 

gel, associada a uma reduçllto no tempo de preparo das amost.ras. 

8 - O emprego da metodologia de desintegraçllto mec:Anica, permitiu 

uma melhor resoluçl:o nos perfis eletroforéticos. 

3- De modo geral, os estudos efetuados entre espécies de Strept~ 

coccus da cavidade oral, analisadas pela técnica de eletrofo­

rese em gel dG poliacrilamida, permitiram demonstrar que as 

amostras VII-1, V-6, XIII-6, XIII-3, VII-2, XI-4 e XVI-1, 

apresentaram perfis proteicos semelhantes ao padrl:o S. mutans 

inclusive para as cepas nll:o identificadas, XII-6 e XII-3, en­

quanto que as amostras I-48 e XI-3 apresentaram poucas ,simila 

ridades com as demais amostras citadas. 
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4 - A técnica de e!etro~orese em ge! de poliacrilamida, empregan­

do-se a metodologia de solubilizaç~o direta CRUSSEL, 1076), 

choque osmótico CHEPPEL, 1Q6Q) medi~, e desintegraç~o celular 

CCATO et al, 1992) modif., permitiram a obtenç~o de dados com 

possibilidades de aplicaç~o em estudos de identificaç~o e ca­

racterizaç~o de espécies microbianas da cavidade oral, ressal 

vando suas diferenças. 



RESUMO 

Com o propósi~o de se aplicar a ~écnica de eletro~orese 

em gel de poliacrilamida como contribuiç~o aos estudos de identi­

ficaç~o e caracterizaç~o de Streptococcus orais, amos~ras de cul­

turas do grupo m:utans, iden~i~icadas bioquimicamente, :foram ana­

lisadas através da técnica de ele~ro~orese em gol do poliacrila­

nuda, empregando-se metodologias distintas na obtenç~o de protei­

nas intracelulares. 

Os resultados obtidos na determinaç~o dos perfis prole~ 

cos das amostras microbianas, analisadas pela técnica de solubili 

zaçlil:o direta, permit.iram detect.ar diferenças entre as mesmas, 

quando comparadas. Esses resultados demonstraram, que a ressuspe~ 

direta de células totais em mistura solubilizante, permi~e a 

possibilidade de se dist.inguir duas espécies como S. ~utans e S. 

sobrirtus, ou descrever como semelhantes, cepas microbianas supos­

tamente di~arentes ou n~o relacionadas, como XI-3, XII-e, XII-3 e 

I -4.B. 

Os testes e~etuados com as amostras ressuspendidas <~>m 

sacarose e mantidas a baixa temperatura antes de serem solubiliz! 

das, demonst.raram que o processo de choque osmótico, ~ornecem da­

dos important.es na caracterizaç~o de espécies microbianas, m<~>Smo 

que esteja limitado por um maior tempo de manipulaç~o da amostra 

a ser analisada. 
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A análise dos result-ados referent-es ao método de desin­

~agraç~o mecânica das células, revelaram um maior número da ban­

das no gal e uma melhor resoluç~o dos perfis elet,ro:forét,icos. Es­

sas observaçe!es mostraram que, por essa t-écnica pode-se obt-er 

quantidades su:ficient,es de proteinas celulares para aplicaç~o na 

técnica de eletroforese num espaço de tempo razoável e adequado 

para o estudo de coleçe!es inteiras de bactérias, t-ornando-se um 

instrumento importante e eficaz na caracterizaç~o rot-ineira de mi 

crorganismos. 

Os estudos levados à efeito com as amostras analisadas, 

permit-iram demonst-rar que as amostras Vli-1, V-6, XIII-6, XIII-3, 

VII-a, XI-4 e XVI-1, s~o compatíveis com o padr~o S. mutcns comp~ 

;ativamente, inclusive as cepas n~o ident-ificadas XII-6 e XII-3, 

enquanto as amostras I-46 e XI-3, apresentaram um padr~o caracLe­

risLico, n~o comparáveis ás demais amost,ras. Da um modo geral, a 

eleLro:forese em gel de poliacrilamida, provou ser uma t,écnica de 

valor complementar em estudos com o objetivo de se detectar dife­

renças ou estabelecer semelhanças entre grupos de microrganismos. 
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SUMMARV 

contribuition lhe ident-ificat-ion and 

caracterization of oral Strt~>ptococcv.s, cult-ure samples of the 

~utans group identified byochemically, were analysed through the 

yacrylamide gel electrophoresis technique, using distinct 

methods to isolate their intracellular proteins. 

Thes"' r"'sults showed that lhe direct resuspension of 

lhe whole cell proteins in buffered solubilizing solution, allows 

to dislinguish bei:eween species of S. mutan.s and S. sobrínv.s, or 

to descrlbe as similar, microbian strains supposely different or 

not r&lated. 

ThE> tests p&rformed with resuspended samples in sucrosE? 

and maint.ained in low t.E>mparature before bE?ing solubilizE>d, 

showed thet the osmotic shock procedure gi ve import.ant data in 

lhe caract.o;,rization of mlcrobian species, even though, it was 

limlted by a larger manipulat..ion time of lhe samples. 

The cell mechanic desintegration method revealed a 

larger number of bands in the gel and a belter resolution of the 

electrophorelic profiles. Wilh this t..echnique, o;,nough quantit..ies 

of' cell ul ar pr ot.ei n:s wer e yel d in a r .. asonabl.,. and adequa te 

period of time, allowing analisys of' whole colections of' 

bact. .. rias, showing to b<o an e:ff'ici<~>ni- inst.rument in th<~> rotine 

car"act.. .. rizat.ion of mlcrorganisms. 
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The samples analysed, showed that the VII-1, V-6, 

XIII-6, XIII-3, VII-<:!, XI-4 and XVI-1, ones were similar l:,o the 

pal:,tern of' S. "'uta1'1Wil'; the same ocurred with th• XII-6 and lCII-3 

slrains which have not been identif'ied biochemically, while l:,he 

I-48 and XI-3 si:,rains presenl:,ed a diff'erent pai:,i:,ern. In general, 

t.hG polyacrylamid .. g•l •l.;ocl:,rophor•sis, shoWêd t.o bê a valuabl'"' 

complementary l:,edmique l:,o detect, differences or l:,o establish 

similari ties among microrganism groups. 
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APENO ICE 

1 - COLETA DE SALIVA 

A coleta da saliva foi realizada através da técnica da 

KLOCK & KRASSE C1979). A saliva estimulada foi obtida pela masti­

da 1. O g de goma base de mascar por um per iodo de 6 m1 nu-

tos, e em seguida preservada em banho de gelo até ser manipulada. 

Z - MANIPULAÇÃO 00 MATERIAL 

Após diluiç~o da saliva em soluç~o salina fosfatada pH 

? .z. estas foram semeadas em placas contendo meio Hi t ts-Sa.U.va.-

em Jarras anaer6bicas. 

Após o crescimento bacteriano de cada uma das placas, 

foram obtidas colônias de morfologia suspeita de S. mutan.s, as 

quais foram semeadas em Caldo Infuso Cérebro Coraç~o CBH!) e inc~ 

badas por 49 horas em atmosfera de C0
2 

a 37•C. Após a necessâria 

bacterioscopia para confirmaç~o da pureza das culturas, foram rea 

lizadas as provas bioquimicas de identificaçlii:o. 
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3 - IDENTIFI CAÇ1.:0t PROVAS BIOQUUIICAS 

3.1 - Produçi:o de ácidos a partir de substâncias terlll9ntã­

veis# manitol, sorbitol, ratinose, salicina, melibiose 

O meio utilizado toi o BHI. acrescido de púrpura de bro 

mocresol a 0.0016% em pH 7.0, esterilizado por aut.oclave a 1Z1•C 

ZO minutos. A soluçi:o de carboidratos foi adicionado ao meio 

com indicador, numa conc•ntraçl:l:o f'inal d• 1% • dist.ribu1dos """' tu 

O in6culo consistiu de aliquot.as de 0.1 ml de culturas 

de 2:4 horas, seguindo-se incubaçlll:o a 37•C em jarras anaer6b1cas. 

A prova foi considerada positiva, quando ocorria mudança do indi­

cador de púrpura para amarelo, após 72 horas de incubaç~o. 

3. a - Hidrólise de Arginina 

A capacidade das cepas hidralizarem arginina produzindo 

amônia foi testada, onde a cor amarelo amarronzada foi considera­

da como indicativa da presença de amônio de meio. 

3.3 - Produçi:o de peróxido de hidrogênio 

A produçi:o de peróxido de hidrogênio pelas amostras foi 

detectada pelo aparecimento de halo marrom escuro ou preto em t.or 

r1o da colônia. 
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3.4 - Hidr6l!se de escul!na 

O meio base :foi o BHI acrescido de O. 03% de esculina. 

a f'evelar a reaçl:õo, adicionou-s& 0.2 ml de citrato :férrico amo 

Jü a 1%. A cor preta foi considerada prova positiva. 

3.5 - Hidr6l!se do amido 

O meio base foi o BHI acrescido de 1% de amido e 1.6% 

de agar. que :foram misturados, autoclavados, plaqueados e a se­

meadura realizada em picada, seguida de incubaçl:õo a 37•C em jar­

ras anaer6bicas. 

3.6 - Res!st~ncia à bacitrac!na 

Utilizou-se o meio base para :fermentaç~o do manitol, 

"''~~'e''"' do de baci tracina. A resist~ncia à baci tracina foi deter­

minado pelo crescimento da amostra no meio. 

3,7 - Crescimento em aerobiose 

O caldo BHI esterilizado, roi inoculado com 0.1 ml de 

cultura de 2:4 horas das amostras a serem testadas e incubadas a 

•C em ambiente de aerobiose. A leitura :foi realizada após 49 

horas. À prova roi considerada positiva quando ocorria o turvamen 

to do meio ou crescimento precipitado no fundo do tubo. 



4 - COMPOSIÇ;l(O DOS MEIOS DE CULTURA 

4.1 - TYE - Tryptone Yeast Extract 

Tryptone . . 
Yeast Extract. 

NaCl . 
NaHCO a 
KHPO 

2 " 
Glicose. 

\Vater. 

4.2 - Brain Heart Infusion Agar 

BHI. . . . . . 

Yeast Extracl 

Agar . 

\Valer. 

6 - ELETROFORESE 

5.1 - Soluções Estoque 

HCl 1N 

Tris 

Temed 

(A) 

- 49.0 ml 

- 36,6 g 

- 0,23 ml 

Water q.s.p.- 100 ml 

pH - a,o 

HCl iN 

Tris 

Temed 

(B) 

10 g 

3 g 

2 g 

1 g 

2 g 

6 g 

1 l 

3,7 Q 

0,6 g 

0,1 g 

100 ml 

- 48,0 ml 

- 6,99 <;; 

- 0,46 ml 

\Vater q.s.p.- 100 ml 

pH - 6,7' 



(C) 

Acrilamida -· aa.o 9 
Bis-Acrllamida- O,B g 

WAter - 100 ml 

(E) 

Ribof'lavina - 4.0 mg 

'li ater - 100 ml 

(D) 

Acrilamida 10,0 g 

Bis-Acrilamida- 2,6 g 

- 100 ml 

(F) 

Per-sulfato de 
Potássio - 0,166 g 

Water - :t 00 ml 

5.2 - Solução Tampão para Corrida C10x) 

Tr is . . 

Glicina. 

Water. 

pH •. 

Coomassie Bue G-260. 

Metanol .... 

Ãcido acético. 

Wat.E~r q. s. p. 

6,0 g 

aa,a 9 

1. 000 ml 

0,1 g 

26 ml 

7ml 

100 ml 

5.4- Solução para Descoloração e Es~oqua do Gel 

Metanol .... 

Ácido Acético. 

Wat.er q.s.p 

26 ml 

7ml 

100 ml 

90 


