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INTRODUCAO

Os microrganismos pertencentes ao género Streptococcus,
tem despertado o interessse de slevade ntimero de pesgqul sadores, ps
los varios processos patolégicos que determinam no homem o nos
animais. Tais microrganismos, usualmente alcangam lugares distan-
tes do organisme via corrente sanguinea, podendo ser considerados
patdgence oporiunistas,. promovendo doengas como sndocardite bacte
riana, lesBies purulentas no cérebro ¢ abdomem, bacteremia denté-
ria e outros processos infecciosos da boca.

Do ponto de vista oral, a cérie dental, a mais comum
das dosncas humanas, & uma doenca infeccioza de alta prevaléncia
em ambito praticamente mundial, @ é caracterizada péla descalcifi
cagdo e desintegragio dos tecidos duros dos dentes, Esse proces-
gy, inlcia-se pels desmineralizagdo do ssmalie por Acides orging -
cos gue sEo produzidos localmente por bactérias anaerdbicas facul
tativas do género Streptococcus, espécie mutons, constiiuindo-se
assim, em uma dosnca bacteriana. Embora tenha sido originalmente
descrito em 1824 por CLARKE, somente a partir das Gliimas décadas
ficou demonstrada a relagilc desse microrganismo com a cérie den-

tal, alravés de estudos em animais gnotobioclog e Lambém ne homenm.
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Desde que se demonsirou a capacidade cariogénica do 5.
mutans, indmeras pesquisas tém sido realizadas, sob o mais varia
dos aspesctos do ponto de vista microbiolégico, bioguimico, genéti
co, imunclégico, etc.

No campo da Microbiologia Oral, ficou demonsirado que o
grupo mutans do género Streplococcus & integrado pelas espécies
5. mutans, 5. sobrinus, 5. cricetus, 5. rattus, 5. ferus e 5. ma-—
cacae, motivando dessa forma o pesquisadores a estudarem essas
espécies de modo geral, & particularmente com énfase ns identifi-
cac¥o e caracterizagio desses microrganismos, j& que estes orga-
nismos sfo fenolipicamente semelhantes, mas que diferem em suas
caracteristicas bioldgicas, congtituicio gendtica e reactes soro-
idgicas. Nesse aspecio, a técnica de elelroforese om gel de polia
srilamida, tem sido aplicada no sstudo de proteinas bacterianas,
snvolverdds isolados de vérias regifies da cavidsade oral,. como sul-
co gengival,. saliva, placa dental, com o mbjaiiyﬁ de identificar
& caracterizar esses microrganismnos.

Com © objetivo de dar uma conlribuiglo aos estudos de
identificacBo o caracterizacgiio de Streplococcus da cavidade oral,
amostras de culturas do grupo mulons iscladas e identificadas bio
gquimicamente, foram analisadas através da téonica de sletroforese
em gel de poliacrilamida, empregando-se metodologias distintas na

obtengio de proteinas.



REVISAO DA LITERATURA

Devido a grande diversidade de sespécies, os Sitrepio-
coceous s3o encontrados em varios habitats naturais, come na pele
@ mucosas da boca, trato respiratério, digestivo ¢ genitourinirio
do homem @ animais. Podem estar presentes no leite ¢ seus deriva-
dos, em plantas, insetos, alimentos e Aguas contaminadas CMUNDT,
19820, Esses microrganismos, morfologicamente s¥o cocos Gram-po-
sitivos, usualmente dispostos acs pares ou em cadeias, anaerédbios
facultativos ou estritos, incluindo véarias espécies no género.
o fermentadores de glicose com formaglo de dcido léctico, geral
mente s¥o imdveis (GRAUDAL, 1952), n3o formam esporos @ ocasional
mente exibem capsula, comoe € o caso do chamado Sirepiococcus gpi—
demicus, isoclado por ocasifo de usa epidenmia de amigdalite rela-
cionada ao uso de leite infectado (BIER, 19843, A presenga de fim
brias foram cbzervadas em Sireptococcus sanguis (HENRIKSEN & HEN-
RICHSEN, 19782 o om Stregplococcus salivarius CHANDLEY et al,19840,

Os microrganismos pertencentes ao género Sireplococcus,
tem despertado o interesse de um elevado nimero de pesquisadores
palos numerosos processos patoldgicos que determinam nos animais
& no homem, perticularmente na cavidade oral. A revisiio da lite-
ratura demonstira que $s5ses microrganismes Lem sido extensivamente

estudados sob varios pontos de vista, inclusive taxondmico, morfo



ldgico, bioquimico, gendtico, patoldgico, etc.

De mode geral, a sistemética tem fungio de resolver
duas questBes de interesse, isto é, coordenar em Srupos a onorme
variedade de formas observadas na natureza e classificar CESes
grupos de mansira a permitir o reconhecimentc de suas maltiplas
relaclies de afinidads.

A sistemltica das bactérias estd ainda muito longe de
atingir a fase em gue se encontra a sistemética dos animais e
plantas supericres. Esse falo se explica, em parte, pela circuns-
téncia de que, a maioria dos bactericlogistas, mais interessa o
sstudo do comportamenic das bacldrias do que o da suz naturezs,
sob o ponto de vista boténico. Por outro lado, deve-gse considerar
uma série de dificuldades intrinsecas que embaragam a definicgio
de espécie em Bactericlogia e, conseqglientemente, a taxonomia bac-
teriana, tals comw a escassez de dados morfoldgicos e consegilente
necessidade de investigar caracteres fisioldgicos maiz ou menos
conplexos, como fermentaclo de aglcares, reagfes soroldgicas, pa—
togenicidade, atc; Uma vez verificada qual a associaglo de carac-
teres que nmais fregientemente s apresenta para uma delerminada
espScie bacteriana, deve o bactericlogista certificar-se de que
tais caracteres sio efetivamente estivels, pois dada a grande ra-
pidez com gque Se sucedem as geraglies bacterianas, & compreensivel
ague as forgas Jde variacio e de selegdo atuem muito mais intensa-
mente sobre as bactdrias Jdo gque sobre o animais & vegetais (BIER,
19845,

A classificacglo para © estudo dos estreplococos, origi-



8

nalmente est& baseada na placa de agar sangue. Desse modo, pode-
se diferenciar 4 tipos de estreptococos, de acordo com o sesu com—
portamentc nas placas de agar sangue, ou seja, o tipo alfa ou vi-~
ridante, que produz em torno das colénias halo de hemélise par -~
cial de cor verde; o tipo beta ou hemolitico, que produz idrea de
clarsamento por hemélise total; o tipeo alfa~primo, intermediario
snire os precedentes exibindo halec interno do tipo alfa @ halo ex
Lerno tipo beta (PARKER, 19830, e por Gliimo, o Lipo gama ou iner
te, que nlc produz coloraglo verde, nem halo de hemdliss. Além do
comportamento em agar sangue, tem sido utilizado para a classifi-
cagdo desses microrganismos, provas bioquimicas como fermentagio
de carbolidrato, @ provas soroldgicas C(LANCEFIELD, 1033, obtidas
através de reasclies de precipitacio com soros sspecificos.

Devido a grande diversidade do grupe dos estreplococos,
varios sstudos foram realizados parse organizar esses microrganis-
mos dentro de certos grupos., Assim, SHERMAN (1937), propds 4 di-
vigBes para o grupo: piogénice, wviridans, lactico @ enterococo.
Posteriormente, BRIDGE & SNEATH (10830, em estudos numéricos com
Strepltococcus, propuseram uma divis¥o em 7 grandes grupos designa
dos por enterococos, paraviridantes, léctico, termofilico, wviri-
dantes, piogénico ¢ paraplogénico.

Os esireptococos piogénicos ~ que quase invariavelmente
o beta hemoliticos - atraem grandemente o interesse da comunida
de cientifica pelo seu potencial palogénico. sendo fregiientemente
observade em infecgles como faringiltes, tonsilites, escarlatina e

Febre reumdlica. NEo menos imporiante, esti¥a o estreptococos do
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grupo viridantes, que ocorrem na microbiota da boca e intestino,
podendo passar para o sangus o localizar-se em valvulas previamen
te lesadas, dando origem & condicBo clinica denominada endocardi -
Le bacteriana subaguda. Trés s8c as espécies de a&trﬁptoescas vi -~
ridantes que tém sido isoladas de casos de endocardite: Sirepto-
coccus sanguis, Streplococecus salivarius e Sireplococcus mitis.

A microbliota oral se apresenta comoc um complexo BCosSSis
tema, contendo uma grande variedade de espécies microbianas CHAMA
DA & SLADE, 1980). Os principais iip@# de microrganismnos encontra
dos na cavidade oral, s8o ous sstrepltococos que compreendsm propor
cBes significantes da microbiocta apresentando 48% do total da su-
perficie dorsal de lingua, 48% da saliva, 28% da placs dentérisz =
20% da fenda gengival (MEJARE & EDWARDSSON, 1973). Nas dliimas dé
cadas, esses microrganismos tém chamado a atengdo dos pesguisado-
res, come um microrganismo especifico da carie dentéria, estando
entre os primeiros colonizadores da cavidade oral apés o nascimen
Lo, zmendo gue, algumas sspécies como 5. sanguis e ¥, muions, so-
mente fazem parte dessa flora apds a erupgBo dos primeiros dentes
dociducs (MC CARTHY ot al, 128685: CARLSSOMN L al, 19782, Esses Gl-~
timos mostram-se indutcores de cérie no homem ¢ nos animais. Ou-
Lras espécies de estrepltococos encontrados na boca, estdo presen—
tes om algumas infecelBes sistdmicas como a endocardite bacteria—
na, infecgSes purulentas do figado, cérebro @ outras (COYKENDALL,
1e800.

Do ponto de vista patogénico, a cérie dental humana, &

3

uma doenca infecciosa de alts prevalédncia em fmbito praticamente
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mundial, e ¢é caracterizada pela descalcificacio o desintegracio
dos tecidos duros dos dentes. Esse praaessa, inicia~se pela desmi
neralizagio do esmalte por scidos orgénicos que sZo produzidos lo
calments por bactérias, constitui ndo-se asstm, am ma e s hae -
teriana. As bactérias que est¥o primariamente associadas A decom-
posig¥o dental do homem, s8o sstireplococos anaerdbios facultati-
vos do género Sireptococcus, espécie mulans.

Us 5. mutans caracterizam-se como alfa Co0 ou gama C(po
hemoliticos em agar sangue (FACKLAM, 1977). A ccorréncia do tipo
beta (/2 hemdlise em $. mulans, tem recebide pequena atencZo na
literaturs, & somente® tem sido mencionada acidentalmente em pou-
cos estudos como os de FACKLAM (1974, 18773, PERCH et al (1974,
PARKER & BALL (19762 & WOLFF & LILJEMARK (190782, A existéncia de
estreptococos beta hemoliticos na cavidade oral & de considerivel
interesse pela sua possivel viruléncia (WOLFF & LILJEMARK, 1078;
WOLTIES et al, 1879). O comportamento desses microrganismos em re
lagZo ao oxigénio, foram descritos por WOLTIES et al (19810, cos
quais estudande a produgio de beta hemdlise em 5. nuians, mostra-
ram ser a anaercobiose esirita, uma condiglo indispensavel para a
expressioc da beta hemélise em 5. mutans, confirmandoe a observagEo
de FACKLAM (197680 de gue condicl¥es de anasrobiose estimulam a ex-
press¥c de beta hemdlise em estreptococos plogénicos.

A& maioria dos estreplococos da cavidade oral pertencenm
a0 grupo viridantes (BRIDGE & SNEATH, 19833. O interesse por @S~
ses microrganismos aumentou significantementie, devidoe a algumas

espécies serem imporiantes patdgenos da microbiota bucal. além de
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estarem associados com a carie dental. Nas dliimas décadas, a
classificagloc desse grupo de microrganismos, sofreu grandes alte-
rag@ios gracas aos ostudos de COLMAN & WILLIAMS {19722, COLMAN
(19765, HARDIE & BOWDEN Cigo78).

Segundc o Manual de BERGEY'S (1988), as espécies de
Streplococcus facilmente encontrades na cavidade oral sSo $. sa-
Livarius, 3. sanguis, 5. mitior, S. milleri, 5. mutans, S.rattus,
$. ericetus, 5. sobrinus @ S. ferus. As caracteristicas fisiolégi
cas das coldnias desses microrganismos, de modo geral, podem seor
diferenciadas pela habilidade de fermentar certos agacares Cespe-
cialmente manitol ¢ sorbitoll e aderir a superficies lisas na pre
senga de sacarose (HARDIE & BOWDEN, 1976). demonstrando, portan-—
to, diferencas em suas caracteristicas fisico-quimicas & bioguimi

cas, guando compsradas.
Sireptococcus galivarius

Capas de 5. salivarius (SHERMAM ot al, 18432, produzem
levano gquando corescidas em sacarose & conseglieniemente formam
grandes colénias cénocavas em agar miitis salivarius (NIVEN et al,
1941). Nio fermentam sorbitol e manitol. As coldnias de §. sali~
parius nfo sio hemoliticas em agar sangﬁa. A hemdlise por algumas
cepas depende do usc de sangue de cavalo como base contendo amido
CSAUNDERS & BALL, 19802, A zorologla desta espécie ainda nlle i~
cou  completamente esclarecida. Cepas designadas sorotipo I

CSHERMAN ot al, 19432 reage <com antisoro do grupo [ CWILLIAMS,
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1986, MONTAGNE & KNOX, 1068) o possul reaglic cruzada com antisoro
de Strepiococus MG (5. anginosus ou S. millerid) de acorde com
MIRICK ot al (1044). Aproximadamente, 50% de coepas de 5, salive—
rius estudadas de isolados clinicos pertencem ao grupe K positive
CPARKER & BALL, 19768; FACKLAN, 1g77). Esses microrganismos s3o co
mument® encontrados na cavidade oral do homem e animais, associa-
dos com lingua e saliva. S¥o ocasionalmente isoclados do sSangue em

casos de endocardite (HARDIE ot al, 18820,
Sirepiococous sanguls

O nome desta espécie foi dado por WHITE & NIVEN {1945)
& estrepiococos alfa hemoliticos, isolados do sangus de pacientes
com encocardite bacteriana, os quals hidreolizam, arginina e escu-
lina., produzem perdxido de hidrogénic e formam glucane, quando
crescidas em presenga de sacarose, CARLESON (19883, demonstrou
que o habitat principal do 5. sanguils em humanos ¢ a cavidade
oral, ssgpecialmente na placa dentaria. O aparecimento deste mi-
crorganismo na cavidade oral humana se Jdid aos © meses de idade, o
que corresponde com ¢ aparecimento dos primeiros dentes CCARLSSON
190D, ¢ parece ger um dos primeiros colonizadores da superficgie
dos dentes limpos (TIHANOFF et al, 1875; SOCRANSKY ot al, 19773,
Hiveis baixos de 5 soanguis foram sncontrados em material fecal
humanoe (VAN HOUTE et al, 19712 ¢ em isclados de sclo (GLEDHILL &
CASIDA, 19890, |

Estudos soroldgicos de cepas de 5. songuigs demonstraram
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a presenga de 3 sorotipos diferentes designados I, I1 e 111
CWASHBURN et al, 194680, PARKER & BALL C1978), demonstraram que
7% das cepas de S. sanguls reagem com antisoroe no grupo H de
Lancefield @ relataram os nomes 5. sanguis @ 5. mitior pars des-—
crever os dois grupos (I ¢ IID de organismos, enquanto FACKLAM

C1e773, prefere os termos $. sanguis, biotipos I e 1I.

Sitreptocogocus mitior

O nome 5. mitior fol introduzideo por SCHOTTMULLER
C18030 para estreplococos alfa hemoliticos isclados do trato res—
piratdiric humano @ endocardite bacteriana. Esse microrganismo nio
produz andnia de argininas o ssculing ¢ ndo fermenta sorbitol o ma
nitel. Algumas cepas produzem glucanc extracelular gquando cresci-
das eom sSacarcsse o desenvolvem colénias gque sio indistinguiveis
dos demals ssireptococos, como por exemplo 5. sanguis. COYKENDALL
& SPECHT (19720, em sstudos com DNA, mostraram que cepas de S,
mitior sic geneticamente distintas de 5 sanguis e gque o dois
grupos homélogos podem ser distingulidos dentro de S5 aitior
CCOYKENDALL & MUNZENMAIER, 1978). Com base em estudos recentes,
MURRAY et al (10843, descreveram uma propriedade que pode ser
gtil para distinguir essa bactéria do § songuis, através de uma
associ acBo da célula com neuraminidase. Esse microrganismo ¢ am~
plamente distribuldo na cavidade oral humana, tendo side isclado
de zmaliva, placa dental, fezes e infecglfles clinicas, particular—

mente sndocardite bacteriana, sendo também encontrados na cavida-
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de oral de animais CDENT et al, 1978,

Streptococcus milleri

Este nome fol originalmente proposto por GUTHOF C1988),
para estrepltococos isolados de .amesmaa dentarios. Cepas desse mi
crorganismo produzem dcido quando crescidos em glucoss, sacarose
& maltose. Usualmente nio fermentam manitol, sorbiteol e glicerol,
embora, algumas cepas designadas de $. milleri, foram descritas
fermentando manitel, entre outros carboidratos (BALL & PARKER,
1979; RUOFF & KUNZ, 1882). Estas cepas sic geralmente sensiveis a
penicilina, porém resistentes a sulfamidas e bacitracina (MEJARE
& EDWARDSSON, 19790 o algumas 4 telraciclina (POOLE & WILSON,
19780,

Copas de 5. milleri foram iscladas de varias infeccBes
humanas, particularmente abcessos de varias partes do corpo huma-
no. Diversos locais podem ser infeclsdos, coms boca, figado, od-
rebro, aparelho genital feminino e apéndice (POOLE & WILSON,1878,
1979: BALL & PARKER, 19792, Algumas cepas mostraram ser capazes
de induzir carie dental em ratos gnolobiotos (DRUCKER & GREEN,
19782, Esses microrganismos slo encontrados na cavidade oral de
individucs sauddvels, predominantemente na superficie dental e
feanda gengival (HEJARE & EDWARDESOM, 1978), nasofaringe (HARE,

1935 o fezes C(POOLE & WILSONM, 18790,
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Sireplococcus mulans

O microrganismoe designado 5. mutans, foi primeiramente
isclado de lesfes cariosas humanas por CLARKE C1Q24>. Durante as
décadas que sucederam a este achado, nenhum novo relato foi acres
cido a literatura. Todavia, a partir de 1988, através de varias
comunicacles, esses microrganismos foram "redescobertos”, Essas
bactérias demonstraram causar céarie dental em ratos gnotobioctos
(FITZGERALD et al, 1980; GIBBONS ot al, 10860 o em hamsters con-
vencionais (FITZGERALD % KEYES, 1880; ZINNER et al, 1985; KRASSE,
1966). Posteriormente, alguns estudos demonstraram que os estrep-
towocos  cariogénicos condiziam com a descriglo do 5. mulans
CCARLSZON, 1908; OGUGGENHEIM, 1908; EDWARDSSON, 1988)., Varias das
copas eram de origem humana C(ZINMNER 2L al, 1965;: KRASSE, 1968
GIBBONS w»t al, 1965, GUGGENHEIM, 1958; EDWARDSSON, 1068), Sendo
a&aim,. F. mutons permansceu relacionade & cérie dental como o
principal agente etiocldédgico (HOERMAN et al, 1972; SHKLAIR et al,
19725,

Cepas de 5. mutans s¥o normalmente alfa hemoliticas, em
bora sejam enconbrados ocasionals cepas beta hemoliticas (PERCH
et al, 1974; WOLFF & LILJEMARK, 19783. A maior parle das cepas po
dem se desenveolver um pouco em aercbiocse, pordm, o desenvolvimen-
Lo & aumentado sm condicBes anzerdbicas., A glicose €& utilizada
por fermentac¥oe homolitica, sem formaglo de gés. Sob condigles
limitadas de glicose, s¥o produzidas gquantidades significantes de

formiato, acetato e stanol (CARLESON & GRIFFITH, 1974 ELLWOOD et
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al, 197890, Esses microrganismos também sintetizam polissacaridecs
extra & intracelulares CHAMADA % SLADE, 1080°. Estas cepas Jdemnons
tram sensibilidade a vérios anbitidticos comeo penicilina, ampici-
lina, eritromicina & outros agentes antimicrobianos. O habi tat na
tural de 5. mutans é a cavidade oral e a sua localizac¥o na super
ficie dos dentes & favorecida por distas com altos niveis de Saca
rose.

Os estreplococos da cavidade oral, particularmente S,
mutans, tem sido objeto de vérios estudos morfoldgicos, biogui-
micos, genéticos, etc., com énfase em sistemdtica, originando ing
meros itrabalhos que envolvem a identificagBo e caracterizagSo
desses microrganismeos. Estudos taxondmicos realizados com varias
amostras dJdessas espécies, demonsiraram variedades correspondentes
a % mutongs (CARLESON, 1968: COLMAN, 1968: DRUCKER & MELVILLE,
18713, Hesse sentido, a existéncia de diferencas scroldégicas en~
tre ceopas de 5. mutans foli primeiramente observada por ZINNER %
JABLOH <13688), ques demonsiraram um certo grau de heterogeneidade
sntre as mesmas. Posteriormente, BRATTHALL (16700 estudando cepas
de 5. mutans, dividiu-as em B grupos baseados na presenca de O di
ferentes antigenos especificos. Essa classificacgio fol baseadsa em
reaclo de precipitacio obtida pela difusBio em gel. O autor estabs
leceu os grupos soroldgicos a, b, ¢, d, & un gquinto grupo, desig-
nado por e. Os primeiros quatro tipos Ca, b, ¢, d2 possuiam antfi-
genos especificos para 5. muians, engquanio que extratos do tipo

@, reagiam com antisoro do tipo E de LANCEFIELD (19330,
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Os estudos de taxonomia numérica levados a efeito por
CARLSSON (1988) o DRUCKER & MELVILLE C19710, demonstraram que ce-
pas de 5. mutans s3Ho fenolipicamente homogéneas. No entanto,
COYKENDALL (19700 o DUNNY ot al C1973), obtiveram variagBes na
constitul¢lo de base do DNA entre cepas de S, mutans e, posterior
m@nta om experimentos de reassociagfo de DNA, demonstraram a exis
téncia de 4 grupos genéticos distintos €I a IV), levando
COYKENDALL (19742 a propor subespécies ou “gencespécies" de 3.
mutans. Concomitantemente, COYKENDALL et al (19740, descreveram
um novo gendtipo V., isolado da boca de ratos selvagens. Posterior
mente, correlacionou os gendtipos com os sorotipos descritos por
BRATTHALL Ci970), afirmando que, dentre um gendtipo, diferentes
sorotipos e reactes biogquimicas poderiam ocorrer. Subsegientemen-—
te, PERCH et al (19743, com base em estudos soroldgicos, propuse-—
ram dols sorotipos adicionais CFf,gh.

Durante esse periocdo, um noveo esquema bioguimico foi
proposto por SHKLAIR & KEENE (18742, para separag8io de 5. mutans.
A identificacEo fol baseada em provaes de fermentasio de manital,
zorbitel, rafinese, melibicse ¢ na habilidade de produzir aménia
de arginina. Assim, através de caracteristicas biogquimicas, a
existéncia de © grupos distintos (a -~ ) foram descritas, relacio
nados aos sorotipos a - ¢ de BRATTHALL (18700, COYKENDALL (19772,

propés elevar as diversas subespécies de 5. mulans, 3 calegoria

clew aqg@éwémé £ gmraeden e Poed S Srise Pﬁmeﬂi ~Fawe  mest ol ar oo Awe R

wepdcies descritas foram £, cricetus, 5. rattus, 2. mulans, 5.

sobrinus e 5. ferus, KRAL & DANEO-MOORE (1081), propuseram mais
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um gsquema biogquimico de diferenciagieo ., constituinde a modifica-
30 do sistemsa API B0 L*, destinado 4 caracterizac3c bicguimica
de lactobacilos que, associado ao esguema de SHKLAIR & KEENE
(189742, permite a diferenciagfo de espécies do grupo mutans, Com
base em estudos de taxonomia, BEIGHTON et al C1981), isclaram da
placa dental de macacos (Macaca Ffascicularis) o sorotipo Chd -~ o
gqual estaria implicado no processo de carie em macacos — foi inti
mamente relacionade ac grupe genédtico 111 {scrotlipos d, . Recen
tements, BEIGHTON et al (1084), propuseram mais uma espécie,
Strepiococcus mococae, pertencente ac grupe muians, apresentando

o sorotipo o, assim como 5. mulans @ 5. ferus; contudo, sus dife-
rente composicio gendlica (6 + C = 38 5 30 moles %, a distingue
das outras espécies que possuem ¢ antigeno ¢ @ dos outros estrep-
tococos do grups mutans.

A comprovaclo de que variacBes em caracteristicas bio-
gquimicas, soroldgicas e genéticas entre estreplococos do grupo
mulans relacionam-se & espdcie animal da qual fei isolado
CBRATTHALL, 1970; COYKENDALL, 1974; PERCH et al, 19742, foi reco-
nhecida pela Gltima edicio do Manual de Bérgay’& 19885, que des-
creve © grupo mutans de Sireptococcus, composto pelas espécies
£, cricetus, £ raitus, 5. mulang, 5. sobrirnues, 5. ferus, < de
acordo com BEIGHTON 2t al Cigséﬁ,ltambém por % nocoacae . Algumas
caracteristicas biogquimicas do grupe mulans s3o mostrados na Tabe

ia T,

*A?I ~ System -~ apparells ot Procédés d°Identification, Montalieu
Varcien. Franga.
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~ Caracteristicas bliogyuimicas diferenciando espécies dentro do grup
wped am{*}
CARACTERESTICAS = s- = s s- 5.
masdcres Fferus cricelus| sobrinus rattus PR O G
Fermentac8o de ma
nitol + * + + + +
Sorbitol + + + o + +
Melibiose + NT d + *
Ralinose + - + 4 + "
Hidrolise de Argi
ginina - - - - + -
Esculina + + P d - -
Produgio Hzaz - - - + - -
Reslisténocia & ba-
sitracina (Sunsmlo + - - + + -
Soroblpo c. @ [ < & d. ¢ b “
Mollk G + & B30 45485 4E2-44 4448 41 ~43 B30
O Loem humana ratos humanos humano rato
v MBS AT
ratos humano
hamster
Q*Jﬁimbmlmss +, DO% ou mais sBo cepas positivas; -, 80% ou mais s8o cepas ne-

gativas; o, 11-B9% sfo cepas positivas; NT, n3o testadas.



Streplovoccus raltius

O nome desta espécie fol dada por COYKENDALL C1977), a
estreptococos que produzem glucans extracelular adesivo., Em agar
sacarovsade, algumas cepas de £ rattus produzem coldnias firmes,
freqgientensnte rugosas. Foram descritos originalmente como soro-
tipe b de 5. mulaens (BRATTHALL, 19700, tendo sidoe primeiramente
obbidoe em ratos de laboratdrio, embora tenham sido também isola-

dos da cavidade oral humans.

Bireplocogous cricelus

Originalmente isclados da cavidade oral de hamster
CCOYKENDALL, 19775, algumas cepas de 5. cricetus produgzem uma zo—
na de alfa-hendlise, mas 2 malor parte ¢ nlo hemolitica em ager
sangue. As colénias em agar sacarcsado aparecem fregientemente
brilhantes e circundadas por lligulido contendo glucano extracelu-
lar soldvel. As cepas desse plicrorganisme réeagem com antisoro pa-
ra 5. mutans sorobtipo a (BRATTHALL, 19700, embora algumas cepas

tenham perdido s33e anligeno.
Ztreptococceus sobiinus
Proposto por COYKENDALL (19830, este microrganismo foi

originalmente isclade de cavidade oral humana e, primsiramsnie

mencionade por FITZGERALD & JORDAN (108683, porédm, n3o descrito
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antericrmente. Algumas cepas de $. sobrinus sSo alfa-hemcliticas,
outras ndo hemoliticas. NEo sintetizam quantidades significantes
de polissacarideocs intracelulares. Sorologicamente, reagem usual
mente com antisore para 5. mulany sorotipe d ou o CBRATTHALL,
19700. O habitat de 5. sobrinus ¢ a superficie dos dentes, sendo
cariogénico para animals experimentais ¢ podendo estar associado

& carie dental humana CCOYKENDALL, 19830,

Slreplococous ferus

Descrito por COYKENDALL (19833, S. ferus foram original
mente isolados da cavidade oral de ratos que consumiam cana-de~
acitcar coms Jdista alimenticia (COYKENDALL et al, 19742, Estas ce-
pas reagem com antisoro o de BRATTHALL (19700 e produzem polissa-
caridecs extra @ intracelulares., Fermentam maniiol @ sorbitol,
mas ndEo fermentam rafinose ¢ 8o inibidos por bhacitracina (€ uni-

dadesmll.

Sitreplococcus macdacae

O terme 5. mucacae fol proposto por BEIGHTON et al
cie84d, por ter sido isolado de placa dental de macacos (Macaca
fascicularisy. Esse estreplococo @ Gram-positive, produz manitol
e rafinose, mas ndo inulina ¢ s8o sensiveis & bacitracina., Sorole
gicamente, reagem com antisoro para 5. mulons sorotipo o CHRAT-

THALL, 19702, como & muians & 5. ferus. NEo produzenm perdxido de
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hidrogénio, porém hidrolizam esculina. O habitat de S, macacoe &
a cavidade oral, predominantemente a superficie dos dentes.

Do ponto de vista da distribuic®o = habitat natural dos
astreptococos da microbiota oral, sabe-se que essa distribuicio
ndo possue uma localizag¥o especifica, mas sim, gue varia de re—
gi%c para regifio na boca. Dessa forma, por exemplo, © habitat na-
tural do 5. mulans, parece ser a superficie dental CGIBBONS et al,
1974) e esld entre os primeiros microrganismos a colonizar a cavi,
dade oral de criangas, apds a erupsfo dental CALALUUSUA, 10883
ALALUUSUA & RENKONEN, 109830, Os estreplococos espécie sobrinus,
580 também encontrados na superficie dental (COYKENDALL, 19830 e
& o segundo estreplococo mals isolado @ envolvido no processo de
cérie dental (DE SOETT et al, 19000,

Os estreplococos orals podem ser isclados de varios si-
tios da cavidade oral, utilizande-se o mpeic seletivo desenvolvide
por CHAPMAN (19442, agar Mitis-Salivarius. Os mélodos de isclamen
to desses microrganismos, fol amplamente facilitado pelo desenvol
vimento de um oubtro meio seletivo, © MSB (GOLD et al, 18732, Esse
meio & baseado na combinacio de sacarose, bacitracina ¢ ME agar,
entretante, & seletivo somente para 5. mutans, 5. sobrinus e S,
ratius (EMILSON & BRATTHALL., 1976; LITTLE et al, 1@77). Assim, vé
rics meios seletivoz, tém =ido desenveolvidos para o isclamento de
setreptococos da cavidade oral, # & gue alguns estreplococos pro
duzem polissacaridecs extracelulares a partir de sacarose, esses
meios em geral, incluem concentraclies adequadas de sacarose, como

por exemple, ¢ meloc selstivo TYCSEB, descrito por VAN PALENSTEIN &
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HELDERMAN et al (19830 o TANZER et al C1984).

A atenglo de alguns pesquisadores envolvidos na drea de
Biclogia Oral, tem sido voliada ao desenvolvimenio @ aplicagio de
técnicas especificas, com o objetivo de contribuir na identifica-
cEo e caracterizacfo desses microrganismos orais,

Os esireptococos presentes na cavidade oral, geralmentes
podem ser identificados a nivel de espécie através de testes bio-
gquimicos convencionais (MARFORT et al, 1988), como fermentaclo de
carboidratos, hidrélise de arginina, crescimento em anaerobiose.
Porém. apesar da importéncia desses testes bioquimicos e do grupe
mutans possulr caracteristicas que os distinguem dos demais es-
treptococos, eostes testes nlo slo eficazes na diferenciago, por
axemplo, de 5. mutans e 5. ferus (ambos de mesmo sorotipo e gend—
tipo I3, como tambdm 5, mulans pode ser confundide com outreo tipo
de Streptococcus, come 5. bovis e §. faecalis. Tal Fate., tem es-
timulade os pesgquisadoress a dessnvolver técnicas gue auxiliam o
reconhecimento de grupos variados e complexos de microrganismos.
Assim, por swemplo, a sorologia € uma técnica que fol intreoduzida
nos laboratdrios de pesquisa para auxiliar no trabalhe de identi-
ficag8o ® caracterizagio de microrganismos (MINETT & STABLEFORTH,
169581, BRATTHALL, 147V0, PERCH ot al, 14740, Contude, a existéncia
de diferencas sorcldgicas entre cepas de muions, fol primeiramen-
Lo observado por ZINNER & JABLON (1G088). Posteriormente, BRATTHALL
1700 relatou 2 presenga de virios tipos soroldgicos distintos,
A oeorréncia de reacBes scoroldgicas coruzadas fol obzervada entre

sorotipos de $. mutans (BRATTHALL, 1872; PERCH et al, 19740, devi
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do & antigenos de parede celular Cacido teicoico) e de membrana
celular (&cido lipotelicoicod.

Esses métodos imuncldgicos, tém demonstirado serem capa-—
zes de distinguir o definir um grand# nimero de espécies de mi-
crorganismos. Entretanto, © mesmo requer a disponibilidade de po-
tentes soros sspecificos que tenham sido submetidos a testes de
absor¢do - a fim de eliminar reaglies cruzadas - além do que a so-
rotipagen pode estar limitada pela deteccio de um nﬂmﬁré limitado
de antigenos, com caracteristicas muitas vezes instéveis.

A subdivis3o das cepas de esireptococos através do estu
do de bactericcinas para aplicac8o em estudos epidemiclégicos,
aldém da sorologia,foli proposto por virios pesquisadores (KELSTRUP
% GIBBONS, 1060; BERKOWITZ & JORDAN, 18735; ROGERS, 1975; KOLSTAD,
19782, As bactericcinas s¥o substincias inibidoras de crescimento
de uma variedade de bactédrias Cram-positivas e podem ser chamadas
também de mutacinas (KELSTRUP & GIBBONS, 1909; HAMADA & OQOSHIMA,
19780, Utilizando tal sistema (ROGERS, 1975, observou o mesmoe ti
po de bacteriocina de 5. mulans em todos os membros de uma fami~
lia om particular. Esse mesmo autor, observou gque somente um tipo
de bacteriocina de 5. muians predomina na boca.

Todas essas substincias denominadas bactisriocinas ou
mutacinas, possuem atividade para indmeros estreptococos de placa
dentéria, e algumas possuem ampla atividade contra outras bacté-
rias da cavidade oral, como por exemplo, bacteriocina de cepas de
Z. mitis ze mostraram atlivas contra copas de 5. mutans e £ san~

guis @ estafilococos da cavidade oral (VERNAZZA & MELVILLE,
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19773, Relatos de estudos com microrganismos de placa, demonstra—
ram que algumas cepas de S, mutans s¥o capszes de aumentar em ng-
merc durante um pericdo de 13 semanas (BOWDEN et al, 1078; HARDIE
et al, 19773, A habilidade desssz sspécie de dominar dessa forma,
o crescimento quando em competiclc com um grande nlGmerc de dife-—
rentes bactérias, parecem sugerir uma intima relac¥o com a produ-
cdo dessas substincias, Jji4 que a produclc de mutacinas foi demons
trada in vivo por VAN DER HOEVEN et al C1977D.

A ldentificacio de diversos microrganismos j& foi histo
ricamente baseada na morfologia & anatomia, porém, métodos biogui
micos, soroldgicos o gendlicos tém sido desenvolvidos ¢ emprega-
dos nessa linha de pesquisa, objetivande um maior conhecimento
desses Organismos @ de suas diversidades taxondmicas, n¥o detectd
velis pelos mélodos tradicionals. Dentro dessa linha de investiga-~
¢Bo, a Lécnica de separacdo de proteinas celulares por eletrofore
se em gel de poliacrilamida, tem demonstrado ser um recurso impor
tants no estude de microrganismos isclados dos diversos nichos
gcolédgices. Pode ser também de muita importéncia na identificaglo
& caracterizac8o inicial de amostras isoladas quando amostras de
referéncias sBo disponiveis.

A eletroforese, ¢ uma técnica de andlise qualitativa e
guantitativa para substincias que apresentam carga elétrica ¢ ba—
seia-se na migracio destas substincias sm determinado campo olé-
trico. Seu principio jé& era conhecido e usado desde o inicio do
sdcyle passado, mas & nas Gliimas décadazs que essa tédcnica tem

sofrido aperfelcoanentos constantes, possibilitando andlises mals
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precisas e auxiliando trabalhos de pesquisa em diversas arvas
CSAQJI & KHARE, 19853,

A separaclo de proteinas por eletroforese, tLem demons-—
trado ser de muita utilidade no sstudo de microrganismos, sendo
varios os trabalhos relatados na literatura internacional CSEITER
B JAY, 1980; CALHOON et al, 19812, Em 1971, COYKENDALL et al de-
monstraram diferencas nos padrdes de esletroforese de proteinas ce
lulares de S. mutans, ac mesmoc tempo SIMONSON & SHKLAIR (19720,
isclaram proteinas intracelulares de exirateo aquoso 5. mutans, e
aplicando a mesma técnica, de acordo com o método descrito por
DAVIS (19840, demonstiraram também diferengas nos padr8es protéi-
cos des ancstras estudadas. Os resultados de BROWN & PETTERSOM
C19722, mostraram Jque a mobilidade eletroforética da dehydrogena-
se manitcol-i-fosfato, pode ser utilizada para distinguir os soro-—
tipos de wmulans. Posteriormente, OLSSON et al (1078) & RUSSEL
CLO762, postraram resuliades satisfatérios com a utilizaglo da
eletroforese em poliacrilamida (PAGE-EDED ., onde amostiras perten—
centes a éiv&rsaﬁhseratipas de 5. mutans, apresentavam diferencas
om suas mobilidades eletroforéticas.

A Lécnica de eletroforese em gel de poliacrilamida mos-~-
tra ser, portanto, um reacurso disponivel na aaracterizacfo de mi-~
crorganismos. Através de estudos de taxonomia levados a efelito
por BEIGHTON et al (19840, fol possivel detecltar com a ajuda des-
ta técnica, mais ume espdcie -~ Sireptococcus macacoae, pertencents

ac grupo muians.
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MATERIAL E METODOS

1 ~ Bactérias

Foram usadas amosiras de microrganismos orais, poten-
cialmente cariogénicos do género Streptococcus, identificadas bic
quimicamente, oblidas de individuos de ambos os sexos, numa faixa
stéria entre 19 e 30 anos. As cepas utilizadas foram gentilmente
cedidas pelo Institulo de Ciéncias Biomédicas da Universidade de
ZEo Paulo ~ Departamento de Microbiologia, pela Prof®. Marcia P.
A, Meyer (Quadro 1. Detalhes sobre a origem e identificaglo das

copas bacterianas, estio descritas no apéndice.

2 =~ Manutenglo das Cepas

As cepas microbianas foram cultivadaz em tubos contendo
2.0 ml de melo de culiurs Braln Heart Infusion Ager (BHI agarb,
previamente autoclavados a4 120°C durante 189 minutos, Os tubos fo-
ram incubados em jarras anaerdbicas (Sistema Gaspak BBLD) ou em
chams de vela, a 370 durante 48 horas. Em seguida, os tubos fo-
ram removidos da jarra @ mantidos sob refrigerag®o (10°00, duran-

te aproximadamente 8-12 dias, gquando a coleglo era entio renovada.

® - Proparo das Amostras

Trés mélodos foram usados no preparo das amostras 2 o
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meio de cultura utilizado foi Tryptone Yeast Extract - TYE C(Ver
composigio no apéndice), distribuido em tubos €18 x 180 mm}, con-
tendo 6.0 ml por tubo ¢ autoclavados a 120¢C por 18 minutos.

No primeiro método, as amostras de microrganismos foram
inoculadas em tubos contendo TYE., As amostras foram incubadas a
37+ em jarras anaerdbicas durante 48 horas. Apds ac crescimento
bacterianc nos tubos, as culturas foram centrifugadas a 3000 rem
por 18 minultes, lavadas duas vezes numa solucBo de Nall 0.18 M
estéril, @ o precipitado final ressuspendido em pequenc volume
€100 w12 de BDE solubilizante CLAEMMLI, 1570) de acordo com o des
crito por RUSSEL (1978), como mostira o Esquema 1.

No segundo método, as am@@traﬁ foram semsadas em meio
TYE e incubadas a 270 por 48 horas. Em seguida, © material bacte
rianc crescido nos tubos foi centrifugade (2000 rpm-18 minutoss,
lavado duas veres em solucHo de NalCl 0.18 M estéril, O precipita-
do obtido, fol ressuspendido em sacarcvse 34 20% ¢ mantide por 20
minutos em banho de gelo., Apds centrifugaglo (3000 rpm ~ 18 minu-~
tos2, o precipitado fol sclubilizado em SDE (LAEMMLI, 19700, de
acordo com HEPPEL (106890 modif., como pode se verificar no Esque-—
ma 2.

O terceiro método empregade, bassou-ze em CATO et al
C1982) modif., onde os tubos de ensaio contendo meioc de cultura
CTIYED, foram inoculados com material bacteriano, permanecendo 486

horaz &
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Quadro 1 - Relaglo das espécies de Sireplococcus utilizadas nos
axparinentos

MATERI AL, CODIGO

Strepiococcus mulans E8-3 (Padrio
Firepliococcus mulans V-5
Streptococous mutans Vii-1
Sireplococous mulans Vii-g
Streplococcus mulans XI~4
Slrepltococcus mulans XIYT -3
Streplococcus mulans XII1-©
Sireplococcus sobrinus XI-3
Streplococcus raltus Ivi-i
N.I. 1-4-B
N.I. Xir-2
N.I. AII -8

M.I. - cepa n¥o identificada biogquimicamente, mas

com caracteristicas periencenies ac grupo

mutans de Sireplococcus.



Esquema 1 ~ Preparo das Amostras Bacterianas

Crescimento
TYE

@m melo

48 horas -~ J7ec

L 4
suspensio

centrif. -~ 3000rpm ~ 19 min.

sobrenadante pracigitads
descartade lavagem sol. NaCl
.18 M C2¥
sugpénsﬁo
centrif. 3000 — 18 min.
sobrenadante precigitads
descartado ressuspensic em BDE
solubilizante ¢
fervura por 3 min.
ﬁusp;nsﬁa
centrifugagioc
precipltado sobrenadante
descar tado

ELETROFORESE



Esquema & - Preparc das Amostras Bacterianas

Crescimento am melio
TYE
48 horas ~ 37ec

$u$p;n$ﬁc
centrif. 3000 rpm — 18 min.

zobrenadanie prwciﬁitaﬁe
descartado lavagem sol. Hall
0.18 M 28X
suSpénsﬁa

cantrif. 3000rpm ~ 18
mi ri.

sobrenadante pr@ci;itadc

descartado ressuspensio em sacaro

B

panhc de gelo
20 minutos

centrif. 3000rpm ~ 15
il .

sobrenadante pracigitadm

descartado snlubi Vi rac®e am S

e fervura por 2 min,

-
cantrifugagio

precipitado scbrenadante
descartado

ELETROFORESE
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370, As células foram centrifugadas (3000 rpm -~ 18 minutos) o la
vadas em solugHo estéril de NaCl 0.18 M. Ao precipitado resultan-
te, acrescentou-se SDE solubilizante (LAEMMLI, 19702 e 0.18 g. de
pérolas de vidro (Classe IV, 1420C - Cataphote Division of Ferro
Corp. Jackson, Miss.J. As células foram submetidas & agitagBo

Cagitador de tubos ~ Phoenix - Mod. AT B8) por 3 minutos, como

mostra ¢ Esquena 3.

4 - Elstroforese

arostras de culturas bacterianas de Sireptococcus, obti
das de acordo com os métodos anteriormente descritos, iscladas e
identificadas biogquimicamente, foram estudsadas,. utilizando-se a
Lécnica de Eletroforese em Gel de Poliacrilamida -~ Ducdecil Sulfa
to de Sédic (PAGE-SDED, segundo LAEMMLI (18700, em sisiema descon
tinug de Tamp3o 0.028 M de Tris o 0.182 M de glicina ¢ 0.1% de
SO em pH 8.3 (LAEMMLI, 19702, com © gel espagador a 2.8% ¢ o gel
separador a 7.59%.

Aproxd madamente 100 ug de proteinas (LOWRY et al, 18510
obtidas segundo os trés mélodos citades, foram solubilizados em
mistura disscciante descrito por LAEMMLI (18700. As proteinas fo-
ram dissociadas por imersBo em Agua 4 1000 por 3 minutos. A ele-—

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



Esgquema 2 - Preparo das Amostras Bacterianas

Cresciment.o om moelio
TYE

48 horas ~ 37 ec

sumpén&ﬁo
centrif. 3000 rpm - 18 min.
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e#m corrente constante de Z20mA, alé que o marcador (Bromofenol
Bluel atingisse o final do gel (aproximadamente 2 horas). Apds a
corrida, o gel foi removido da placa @ corado em Coomassie Blue —
G 280 0.1% por duas horas. A lavagem CdescoloracZe) do gel foi
fwita usando-se soluglo descorante {ver descriciEo no apéndiced.
Apéds £ dias, o© gel fol desidralado, secado em papel celofane
CIUANG ot al, 12840 & fotografado scbre negatoscdpio.

O tragado densitoméirico fol realizado com o auxilio de
um microdensitémetro modelo Quick Scan~Flur-Vis (Helena Laboratd—
ries) o a mobilidade relativa (Rm) expressa na forma de diagra-
mas, foi caleulada em fungBco da propor¢lo da distincia percorrida

pels banda, em relaglo ac marcador Bromofenol Blue.



RESULTADOS

As amostiras bacterianas de Streplococcus orais codifica
das como B-G; XI-4;, V-8, VII-1: XI1I-B; XIII-3; VII-Z: XVI-1:
Xi-3; XI1I-3; XI1I-8; I-4B e caracterizadas Bioguimicamente como
sendo respectivamente, 5. mutans (7 cepas), $. rattus Ci cepad ,
5. sobrinus (1 cepad ¢ as n3o identificadas €3 cepas), foram usa-
das na obtenglic de proteinas para a andlise eletroforética, segun
do descrito em Material e Métodos. Us resultados obtidos podem
ser avaliados nas Figuras 1 a 24. Como se pode verificar, as figu
ras mostram as bandas proteicas coblidas por eletroforese em gel
de poliascrilamida das diferentes amostras anallsadas, Az linhas 1
e & de cada gel, contém amostira doe 8 mutans (688, utilizada co-
me padro para comparagBo. Todas as amostras foram feitas em du-—
plicata.

Us resultados obtidos pela Lécnica de RUSSEL (197685,
altravés da solubilizagcBo direla (Esquema 12, mosiram a presenca
de 20 a 30 bandas aproximadamente (Figuras 1, 2, 8 e 72. Os per-
fis eletrofordticos apresentam a mesma distribuielc no gel, po—
rém, foram observadas diferencas nas mobilidades relativas (Rmd
0,18 « 0.88 ~- 0,42 ~ 0.60 @« Bm 0.38 - 0.80 ~ 9,86 ~ 0.6 - 0.72
respectivamente para XI-3 e I-4B (Figuras 1, © e 7). As figuras
Z, © ¢ 8 mostram essas diferengas através do tragado densitoméiri

oo, Az demals amostiras apresentaram o mesmo padriio proteico e uma
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banda intensa difusa em torno da Rm 0.328, come se pode verificar
nas figuras e tragadeos densitoméiricos (Figuras 1 a ),

Os resultados obtidos pelo método de HEPPEL (19603 - Es
gquama 2 - cujos perfis sletrofordtices das proteinas intracelula-
res de cepas do grupo mutans estio expostos nas Figuras 8, 11, 13
# 18, detectaram a presenga de aproximadamsnte 15 a 2B bandag co—
mo pode ser verificado pelos tragados densitoméliricos CF&gurﬁs
10, 12, 14 ¢ 16D,

Oz resultados da técnica desenvelvida por CATO et zl
{19820 ~ Esguema 3 - cujos resuliados obtidos est¥o expostos nas
Figuras 17, 18, 281 e 230 ¢ os respectivos itragados densitoméiri-
cos nas Figuras 18, 20, 22 ¢ 24, revelaram um maior numerc de ban
das proteicas, aproximadamente 30 a 40. Pode-se observar diferen-
cas na por¢fo de alto peso molecular para a amostra XI-3 (Figuras
17 e 233, engquanto que para a cepa I-4B foram detectadas diferen-
ca$ nas Rm 0.38 - 0.80 - 0,86 e om toda porg3o de baixo peso mole
sular (Figura 21). Esses resultados podem ser melhor visualizados

pelos tragados densitométricos nas Figuras 18, 22 e 24,
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Figura 3 - Perfil eletroforético ¢ diagrama esquemdtico
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Figura 7 -~ Perfil eletroforético e diagrama esquemidtico
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Figura 9 - Perfil eletroforético e diagrama esquemdtico de proteinas intracelulares
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DISCUSSAD

No que dis respeito a4 bactérias da cavidade oral, com
particular referéncias ans Streptococcus mutane, pesquisas tLém si-
do desenvolvidas sob varios pontos de vista: morfoldgico, biogui-~
mico, gendético, patoldgico e inclusive taxondmico. Assim o enpre-—
go de provas biogquimicas, pesquisas de antigsnos aspecificos, ex-
perimentos de reassociagio de DNA e eletroforose em gel de polia-
crilamida, tém sido de fundamental importéncia na identificac®io o
caracterizagdo desses microrganismos. Como consequéncia, pode-se
observar pela literatura, que ha um certo nimero de informacBes
disponivels nessa linha de investigacfo (BRATTHALL, 1870; COYKEN-
DALL, 1870, 171, 1974, 1977; KRAL & DANEO~-MOORE, 19081;: BEIGHTON
et al, 19840, onde virias técnicas tém sido empregadas e dﬁﬁéﬂ?ﬁi
vidaz, objstivando-se um maior conhecimento desses microorganis-
mos @ de suas diversideades taxondSmicas.

A técnica de eletroforess em gel de policrilamida, par-
Licularmente, tem denonsirado ser um recursco importante na di&ﬁig
gHo de pequenas diferencas moleculares existentes entre cepas da
mesnes espdcie de microrganismos, ou sels, antre grupos fanuhipiaﬁ
mente semelhantes. HNesze sentido, sstudos com microrganismos da
cavidade oral C(MODRE ot al, 19800, empregande proteinas de célu~
las totais, dem@n&tréram possibllidade de aplicacio dessa Lécnica
em estudos ecolégicos e de epidemiclogia, particularmente guando

maltiplas amostras sZo iscladas. Hessa mesma linha de investiga-—
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a0, CATO et al (19823, estudande espécies do género Clostridiwun,
demonstraram também, que essa técnica pode ser um recurso impor-~
tante na diferenciacio e caracterizaciio desses microrganismos.

Os estudos realizados nesse trabalho tiveram como chbje-
tivo, contribuir para a caracterizaclo de amostras de Sirepte—
coccus da cavidade oral, sob o ponto de vista da técnica de sle-—
troforese em gel de poliacrilamida, empregando-se metodol oglas
distintas na obtencZo de proteinas intracelulares microbianas. Os
resultados oblidos na determinaglic dos perfis proteicos das amos—
tras de Sirepioccoccus, analisadas pela técnica descrita por
RUSSEL (19783, demonstraram algumas diferencas entre as amostras.
Chservou-se que, somente as cepas codificadas como XI-32 & I-4B,
diferenciaram-se das demais. A& amostras codificadas como 6-G,
YEiI-1, v-8, {I1I-6, XII1I-3, VII-2 e XI-4 caracterizadas como S.
mutans, mostraram um padr3c semelhante quando comparadas, sendo
gque as amostrags nBo ildentificadsas biogumicamente, XII-H e XII-2
revelaram similaridades com as caracterizadas como 5. mutans. A
amostra AVI-1, descrite come 5. ratius, nBo apresentou diferencas
detectiveis gquando comparada ac padric, come pode ser verificado
nas Figuras 1 a 8. Esses resultados demonstraram gus a ressuspen—
8o direta de células totals em mistura solubilizante proposto
por MAIZEL (189713, permite & pussiblilidade de se distinguir duas
sspdcies como 5. mulans e 5. sobrinus, ou descrever como semelhan
tas,. cepas microbliansas supestamente diferentes ou nico relaciona-

das, como XI-3, XII-8, XII-3 e I-4B. Segundo AMES (10742 e RUSSEL



850

19785, a vantagem de se utilizar a metodologia de solubilizag¥o
direta, se deve & fatores como a manipulacio minima do material -
em um curto periodo de tempo - associada a possibilidade de se po
der eliminar as varias etapas de centrifugaciio ¢ rompimente celu-
lar, pertinentes a outras metodologias com o mesmo objetive, Es-
ses dados confirmam as observacBes feitas por BEIGHTON ot al
(19840, os quais demonstraram com essa técnica, que amostras mi-
crobianas pertencentes aoc género Streptococeus, puderam Ser me-
lhor caracterizadas, principalmente quando pode ocorrer confus3o
na identidade de isclados pertencentes ao mesmo sorotipo, como 5.
macacas, 5. mulans e &, ferus. Mostraram ainda, que virias amos-
tras podem ser analisadas ao mesmo tempo, possibilitando o estudso
de um maior ndmero de espécies microbianas.

s resultados obtidos através da metodologisa de HEPPEL
19860, onde as amostiras foram ressuspendidas em sacarose @ manti
das a2 baixa temperatura antes de serem sclubilizadas, mostraram -
atravées da comparacioc dos perfis eletrofordticos & de suas Tespec
tivas mobilidades relativas (Figuras 8 a 182 ~ que suas proteinas
sXo comuns 3 quase todas as amostras estudadas, inclusive entre
as cepas nlo identificadas, ¥II-8 & XII-3, a nlo ser para as amos
Lras I-4FB & XI-3, nas quals observou-se poucas simlilaridades com
as demals amostrazs citadas, Com relaclo a amosiraz XVI-1, verifi-
cou-se gue nIo ocorreram diferengas com relagio ao padrZo 5, mu-
tans., BEsses resultados demonstraram gque o processo de chogue m&mé

tico também permite a caracterizacilic de espédcies microbianas Gram
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Fositivas, particularmente do género Sireptococcus, mesmo que es-
teja limitado por um maior tempo de manipulacfo da amostra, uian-
do comparade ds demais téonicas. Segunde HEPPEL (10603, o efeito
do chogque osmdtico tem sido um procedimento muito utilizado para
bactérias Oram~Negativas -~ de modo geral - pois ao contrério das
Gram~Positivas, estas apresentam uma camada externa menos espes-
sa, que em fungdo do tratamento em meio hiperténico - prépric da
técnica - liberam mais facilmente seu conteldo intracelular, MALA
MY & HORECKER (19840, DAVIS & DULBECCO C1Q79), investigando pro-
telnas de £. coli, puderam demonstrar, também, que a lise comple-
ta de uns cédlula bacteriana se dé através do smprege de sacarose
o EDTA, assotiado 3 lisozima, ou seja. pelo itratamento com gsta
snzima,. occorre ruptura da menbrana sxierns pela adiclo can¢¢mita§
te de EDTA. Este, libera grande parte de lipopolissacarideocs
{LEP? & torna a membrana externa mals pornedvel 2 saida de osmoli
tos, causando uma pressdo na peplideocglicana, liberando seu con-~
tefdo intracelular. Isto mostra que sob a infludneia da lisozins
e am melo hipertdnico, as células baclerianas Sram-Negativas tem
sua parede celular alterada ¢ seu conteddo celular & entlo libera
do. Embora bactérias Gram-Positivas apresentem diferengas estrutu
rais, gque teriam relagBo com os mecanismos aqui discutidos, os da
dos obbtidos em nossas investigacfes permitem sugerir a aplicagsSo
desge método nos estudos em questio.

A anilise dos resultados referentes a metodologia empre

gada por CATO et al (16821, cujo objstivo é promover a desintegra
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¢do mecinica das células, revelaram que as amostras do grupc  mu-—
tans analisadas (8-G, VII-1, V-8, XI1I1I-8, XIII-3, VII-Z2 e XI-42,
sdo similares, inclusive com relag3c as cepas n¥o identificadas
XI11-5 e XII-3, com exceclo das amostras XI-3 o I-4B., as quais
apresentaram diferencas quando comparadas ac padrZo, enguanto va-
rias similaridades com o padr¥o 5. mutans foram detectadas para a
amostra XVI-1, caracterizada bioquimicamente como $. rattius, como
pode ser verificado nas Figuras 17 a 24. Verificou-se, que foi
possivel definir com um certo grau de discernimento, duas aspd—-
cigs distintas (5. mutans e 5. sobrinus), e descrever come seme-—
lhantes duas amosiras, AI11-8 ¢ XII-2 - nIo identificadas bioguimi
camente - dentro do grupo nutans. Segundo MOORE ot al (19803,
SEITER & JAY (19802 ¢ SIMONSEN & SHKLAIR C1972D, a vantagem no em
prego dessa metodologia, baseiz-se no principio de que a.daminte-
gracfc mecinica com pérolas de vidro, possibilita o rompimento do
grnvolidrio celular, liberandeo tode o seu conteldo intracelular,
originando um maior ndmero de bandas, permitindo assim, uma me-
ithor resclucHo nos perfis eletrofordticos. Dessa forma, pode-se
ohter gquantidades suficientes de proteinas celulares para aplica-
cEo em sletroforese num espago de tempo razoédvel e adeguado para
o mstudo de colecliess intelrazs de bactérias, transformando-ze num
ingtrumento importante e eficar na caracterizaclo rotineira de mi

crorgand smos,

Um wvariadse ntGmers de testes bioguimices tdém sido usado

come um mélodo de escolha na identificagBo de amostras de cepas
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microblanas ¢ Lém sido rotineiro o seu emprego com énfase na ca-
racterizacio desses organismos, contudo nZo totalmente eficiente,
Ja gque muitas cepas isoladas podem permanecer nZo identificadas,
devido 4 positividade simultinea de provas criticas para diferen
ciar duas espécies distintas, como descriio na literatura,

Os resultados obtidos em nossas investigacBes, com o em
prago de técnicas distintas, para obtencZo dos padrBes eletrofo-
réticos de proleinas intracelulares, permitem sugerir que a meto-
dologia de RUSSEL (19782, baseada na solubilizag3o direta, possue
algumas vantagens quando comparadas as demais técnicas propostas
por HEPPEL (10892 o CATO ot al (19820, O uso direts de dissocian-
te 805 (Duodecil Sulfato de Sédic, além de recuperar algunas pro
teinas celulares & modificar suas cargas elétricag, parece permi-
tir uma melhor visualizacBo & separagio das diversas substéncias
no gel, assocliada & uma reducBo do tempo de preparo com as dife-
rentes amnostras. Comparativamente, a técnica empregada por CATO
el al (19820, apesar de exigir uma maior preparag8ic do material a
ser analisado, pode sor considerade um método adequade ¢ eficien~
e de estudo, j& gue se obteve uma melhor resoluclo do perfil ele
trofordticeo com o auments do ndmero de bandas visuallizadas, o que
cortamente deve conlribulr positivamente nos estudos de relagBes
enlre as sspécies microblianas. Segundo JACKMAN & WHILEY (1905, a
reprodutibilidade das bandas, & o fator mais importante em taxahg
mia numérica, onds varios fatores. bLals como, condicBes de corri-

da, estrutura do gel @ preparo das amostras, devem ser considera-
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das, ao lado da padronizacZo do tamanho do gel, assim como também
a temperatura, gue associada zos ocutros fatores, podem explicar
falhas nos géis como por exemplo, a curvatura ccorrida nas exire-
midades dos mesmos ¢ dificuldades de coloragio. De gualquer for-
m&, & escolha de um método adequado de estudo com énfase na iden—
tificagclo @ caracterizacfo de microrganismos, ou mesmo com oubros
objetivos, sugere uma intima relagfoc com as condlig®es da amostira
a ser analisada, associado aos Tatores intrinsicos das varias me-—
todologias disponiveis, permitindo-se considerar a padronizacSo
das condig¢Bes de trabalho, um fater relevante e fundamental em es
tudos dessa natureza.

Hesse wrabalho, ¢ conjunte de informaciess oblidas e
apresentadas, mosbram gue o esmprego da técnica de elebtroforese em
gel de poliacrilamida, pode ser um recurso complementar importan-
Le na caracterizagcio dos diversos grupos de microrganismos, de me
do geral ~ e em particular da cavidade oral -~ confirmande alguns
gstudos nessa linha de investigaclo. s resultados obtidos, abrem
possibilidades de novos estudos alravés da ansdlise de um maior
nimeros de cepas microblanas da cavidade oral, inclusive utilizan-
do-ze cepas padrio como comparaco, no sentido de se obter dados

mais precisos, enbire sssas espdéclies.
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CONCLUSOES

Os dados obtidos na presente pesquisa, permitiram con-
clulr gue:

1 - A metodologia de solubilizac¥o direta, apresenta wvantagens
quando comparadas s demais técnicas usadas. O enprego de SDS
(Duocdecil Sulfato de 85dio), além de recuperar algumas protei
nas celulares ¢ modificar suas cargas elétricas, permite uma
melhor visualizacZo ¢ separacio das diversas substéncias no

gel, associada a uma redugBo no tempo de preparc das amostras.

£ =~ O enpregoe da metodologia de desintegracio meclSnica, permitiu

uma melhor resclucio nos perfis eletrofordticos.

2 - De node geral, o estudos ef@tuédﬁaﬁ entre espécies de 5&1*9922
coveus da cavidade oral, analisadas pela técnica de eletrofo-
rese em gel de poliacrilamida, permitiram demonstirar Jque as
amostras VII-1, ¥v-89, XIii-6, XIIIi-3, VII-2, XI-4 e XVI-i,
apresentaram perfis proteicos semelhantes ao padrio 5. mutans
inclusive para as cepas ndo identificadaz, ¥I11-8 e XII-3, en-
quante gue as amosiras [-4B ¢ XI~-3 apresesntaram poucas &imi}.f_

ridades com as demals amostiras citadas.
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4 — A Ltécnica de eletroforese em gel de poliacrilamida, empregan-
do-se a metodologia de solubllizagBo direta C(RUSSEL, 1876,
chogque osmdiico (HEPPEL, 18080 modif, e desintegraglo celular
CLATO et al, 19820 modif., permitiram a obtenclo de dados com
possibilidades de aplicacio em estudos de identificagio e ca-
racterizaciiv de sspécies microbianas da cavidade oral, ressal

vando suas diferencas.



RESUMO

Com o propédsite de se aplicar a técnica de eletroforese
@#m gel de poliacrilamida como contribuic¥o aos estudos de identi-~
ficaglo e caracterizacfo de Streptococcus orais, amostras de cul -
turas do grupo mutans, identificadas bioguimicamente, foram ana-
lisadas através da Lécnica de sletroforese em gel de poeliacrila~—
mida, empregando-se metodologias distintas na obtencBo de protei-
nas intracelulares.

0= resultados oblidos na determinacloc dos perfis protei
cos das amostras microblianas, analisadas pela técnica de smlubili
zagio direta, permitiram detectar diferengas entre as mesmas,
gquando comparadas. Esseg resultados demonstraram, gue a ressuspen
sdo direta de cdlulas totais om mistura solubilizante, permite a
possibilidade de se distingulr duas espécies coms 5 mulans o 5.
sobrinus, ou descrever como semelhantes, cepas microbianas supos—
Lamente diferentes ou n3o relacionadas, como XI-3, XII-8, XI1I-3 e
I-48,

O testes ofetuados com as amosiras ressuspendidas em
sacarose ¢ mantidas a baixa temperatura antes de serem saiuhilizi
das, dwm@nétratam que o processo de chogue osmdtico, fornecem da-—
dos importantes na caracterizacio de espdoies microbianas, mesmo
gue estejs limitado por um maior tempo de manipulagBo da amostra

& mer analisada.
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A analise dos resultados referenites ac método de desin-
tegragio meclnica das células, revelaram um maior nimers de ban-—
des no gel @ uma melhor rescoluglo dos perfis eletroforéticos. Es-
3as observag@es mostraram gque, por essa técnica pode-se obter
guantidades zuficientes de probteinas celulares para aplicacio na
téonica de eletroforese num espaco de tempo razobvel e adequado
p&ré o estude de colecBes inteiras de bactérias, tornando-se um
instrumento importante @ sficaz na caracterizagSo rotineira de mi
CrOF gani Bmos .

O estudos levados & efeito com as amosiras analisadas,
permitiram demonstirar que as amostras VII-1, V-8, XIII-8, XIII-3,
VIT -2, XI-4 @ XVI-1i, sio compativeis com o padr3o 5. muians compa
rativamente, inclusive as cepas n3o identificadas XII-8 ¢ XII-3,
snquanto as amosiras I-4B e XI-3, apresentaram um padro caracte-
ristico, nio compariveis as demais amostras. De um modo geral, a
sletroforese em gel de poliacrilamida, provou ser uma tLéocnica de
valor complementar em estudos com o objetivo de se detectar dife-

rencas ou estabelecer semelhangas entre grupos de microrganismos.
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SUMMARY

As a contribuition to the lidentification and
caracterization of oral Sireptococcus, culiure samples of the
mutans group identified byochemically, were analysed through the
pelyacrylamide gel electrophoresis technigque, using distinct
methods to isolate their intracellular proteins.

These resulits showed that the direct resuspension of
the whole cell proleins in buffered sclubilizing sclution, allows
to distinguish between species of 5. mutans and 5. scbrinus, or
to describe as similar, microbian strains supposely different or
not ralated.

The tests performed with resuspended samples in sucrose
and maintained in low temperature before béing solubilized,
showed thet the osmolic shock procedure give important data in
the caracterization of microbian species, even Lhough, it was
limited by & larger manipulation time of the samples.

The cell mechanic desintegration method revealed a
larger number of bands in the gel and a belier resclution of the
slectrophoretic profiles., With this technigue, encugh guantities
of cellular proteins were yeld in a reasonable and adequate
perieod of Ltime, allowing analisys of whole colections of
bacterias, showing to be an efficisnt instrument in the rotine

caracterization of microrganisms.
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The samples analysed, showed that the VII-1, V-5,
ArIi-a, AIII-3, VII-2, XI-4 and XVI-1l, ones were similar to the
pattern of 5. mutans; the sane ocurrsd with the XIIT-8 and YI1-2
straing which have not been identified biochemicallw, while the
I-4B and XI-3 sirains presented a different pattern. In general.
the polvacrviamide gel electrophoresis. showed to be a valuable
compl snentary technigque Lo detect differences or Lo establish

similarities among microrganism groups.
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APENDICE
1 « COLETA DE SALIVA

A coleta da saliva fol realizada através da Lécnica cle
KLOCK & KRASSE (19782, A saliva estimulada foi obtida pela masti -
gacdc de 1.0 g de goma base de mascar por um pericdo de B8 minu-

tog, & em segulda preservada em banho de gelo até ser mani pul ada.

£ = MANIPULACAC DO MATERIAL

Apds diluic¢Bo da saliva em solug¥o salina fosfatada pH
7.2, estas foram semeadas em placas contendo melio Mitis-Saliva-
riuvg~Bacitrina (M5B2, segulndo-se a incubagBo por 48 horas a 370
i jarras anaerdblcas,

Apds ¢ crescimento bacteriano de cada uma das placas,
foram obtidas coldnias de morfologia suspelta de S5 mulans, as
quais foram semeadas em Calde Infusc Cérebro Coraclio (BHID e incu
badas por 48 horas en atmosfera de ng a 370, Apds a necesséria
bacterioscopia para confirmecio da pureza das culturas, foram rea

lizadas as provas blogquimicas de identificacio,
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3 ~ IDENTIFICACZO: PROVAS BIOQUIMICAS

31 = ProducBo de 4cidos a partir de substincias fermenti-

veis: manitol, sorbitol, rafinose, salicina, melibiose

O melo utilizado foi o BHI,. acrescido de pdrpura de bro
mocresol a 0.0018% em pH 7.0, esterilizado por autoclave a 121G
por @0 minutos., A solugBo de carboidratos fol adiclionado ac meio
com lndicador . nume concentracBo final de 1% ¢ distribuidos em tu
b,

O indcule consistiu de aliquotas de 0.4 ml de culturas
de 24 horas, seguindo-se lncubacBo a I7C esm Jjarras anaerdbicas.
A prova fol considerada positiva, guande ocorria mudanga do indi-

cador de pUrpura para amarelo, apds TE horas de incubagHo.
3.2 - Hidrdélise de Argindna

A capsclidade das cepas hidrallizarem arginina produzindo
amdriia fol testada, onde a ocor amarelo amarronzada fol considera—

da come indicativa da presenca de amdnio de meio.
3.3 ~ Producfo de perdxido de hidrogénio

A prodyclo de perdxide de hidrogénio pelas amosiras fol
detectada pelo aparscimento de halo marrom escure ou preto em tor

noe oda coldnia.
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3.4 - Hidrédlise de ssculina

O meloc base foi ¢ BHI acrescido de 0.02% de esculina.
Para revelar a reag¢¥o, adicioncu-se 0.2 ml de citrato férrico amo

niacal & 1%, A cor preta fol considerada prova positiva,

2.8 - Hidrolise do amido

G meio base fol o BHI acrescido de 1% de amido e 1.95%
de agar. que foram misturados. autoclavados, plagueados o a seo—
meadura realizada em picada, segulda de incubagBio a 37°C em jar-

ras anaerdblcas.

3.6 ~ Resistérncia & bacitracina

Wilizou~ge o melo base para fermentacio do manitol,
acrescido de bacitracina. A resisténcia 3 bacitracina fol deter-

minads pelo crescimentoe da amosira no melo,

3.7 = Crescimento em aercbiose

0 galdo BHI esterilizado, fol incculade com 0.1 ml de
cultura de 24 horas das amostiras a serem testadas e incubadas a
70 em ambiente de aercbiovse. A leitura foli reslizada apdz 48
horas., A prova fol considerada positlva gquando ocorria o tur vamen

Lo o omelo oy crescimento precipitado ne fundoe do tubo,



4 ~ COMPOSICAO DOS MEIOS DE CULTURA

4.1

~ TYE - Tryptone Yeast Extract

Tryptone .

Yeast Extract.

Hall

ﬁ&HC&a e e e e e e e s

K HPO . . . o . v« v
z 4

Glicose,

Water,

4.2 - Brain Heart Infusion Agar

g%’ix # a *® % L] #
Yoeast BExtract . . .  +
Agar . . . .« e . s

Water.

% - ELETROFORESE

5.1 ~ SolucBes Estoque

(A)
HCL 1N - 48,0 ml
Tris -~ 3.8 g
Temned - 0,83 ml

Water o.s.p.~ 100 ml
p‘H . gag

8}

HC1L 1IN

Tris

Teomed

Water g.s.p.
oH

LaalR + T VIl B B o)
Lol < T+ T < B ¢ T s &

3.7T g
0.8 g
0.1 g
100 ml

i

48,0 ml
5.08 g

G, 46 ml
- 100 ml

- &,7

i

H
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‘3"%2 -

ﬁ#&"‘"

B4 -

oo

<y (o)
Acrilamida - 28,0 g Acrilamida - 10,0 g
Bis~Acrilamida- 0,8 g Bigs-~Acrilamida- 2.8 g
WAt er -~ 100 mi Water -~ 100 ml

{£) {F)
Riboflavina - 4,0 mg Pergsulfate de

Potissio - 0,168 g

Waler - 100 ml HWater - 100 ml

Solucio TampSo para Corrida (10x0

Tris . « .« . .+ . 0 . . . . 0. BOyg
Blicina., .« + o v 4 e e e s e . . EB,8B g
Waler. . . .+« v v e s .. . 1,000 ml
pH . . . . . L 0. e e e e . B3

Solucio Corante

Coomassie Bue 6280, . . . . . . . O1 g
Metanocl., . . « o+ + + 4 o e 4 . =8 ml
Scido acético. . . . . . a . . 7 oml
Walelr C.S.. +« + v v 0 0 s e wo. . 100 ml
SolucHo para Descoloracio o Estoque do Gel
Metanol. . . .+ « « + « + 4 4 . . =28 ml
Acide Acético. . . . . . . . . . . 7 ml

Haler QB P » « o« o« o« o« o s e o« o« 100 ml



