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1. Listas

1.1 Listas de Tabelas

Tabela 1. Relagdo das cepas produtoras selecionadas para a detecgao da
atividade antimicrobiana de mutacinas in vitro.

Tabela 2. Sequéncia dos primers para os genes estruturais mutA, nimA e

nimB das mutacinas.

1.3 Listas de Anexos

Anexo 1. Médias obtidas das contagens de UFC/ml (em triplicata) das cepas
de S. mutans produtoras de mutacinas de amplo espectro, em diferentes meios de
cultura e microaerofilia (M) ou anaerobiose(A).

Anexo 2. Médias obtidas das contagens de UFC/mt (em triplicata) das cepas

indicadoras, em diferentes meios de cultura e microaerofilia (M) ou anaerobiose (A).



1.4 Listas de abreviaturas, siglas e palavras em outro idioma

et al. — e outros (abreviatura e “et alli")

In vitro — Conjunto de reagdes que se realizam em tubos de ensaio ou em
condigbes laboratotiais.

M — molaridade

mm — Milimetro

mL — mililitro

p — Nivel de significancia

PCR — Reacéo de Polimerase em Cadeia

pH — Potencial hidrogenidnico

UFC - Unidades Formadoras de Coldnias

UFC/m} — Unidades Formadoras de Coldnias por mbL

HL - Microlitros



2. RESUMO

Bacteriocinas séo proteinas capazes de inibir o crescimento de baciérias
genética e ecologicamente relacionadas. A sintese de bacteriocinas ou mutacinas
por Streptococcus mutans pode representar vantagens ecolégicas a espécie
cariogénicas, através do controle e diminuicdo da populagdo de microrganismos
competidores na cavidade oral.

Neste presente estudo, foram analisados o espectro de agao inibitério de
substancias semelhantes as mutacinas contra diferentes cepas de interesse medico
e odontolégico. Em adic&o, foram tragados os perfis de sensibilidade de cepas de
interesse médico aos diferentes antibidticos usuais.

A mutacinotipagem foi realizada para a determinagéo do espectro inibitdrio
(atividade antimicrobiana) de 16 cepas selecionadas de S. mutans, produtoras de
mutacinas de amplo espectro inibitério contra 55 espécies indicadoras de interesse
médico e odontolégico, pelo método descrito por Kamiya et al. (2005a). Para a
realizagéo da mutacinotipagem, as cepas de S. mutans congeladas em BHI glicerol
(10%) foram reativadas em 5ml de BHI e incubadas em microaerofilia (10% COy) a
37° C por 18 horas. Ap6s o acerto da concentraglo celular correspondente a 108
UFC/mL (D.O aproximada de 0,1 a 0,5 - 550nm lidos em espectrofotdmetro) as 16
cepas produtoras de mutacinas foram inoculadas em placas de TSA 1,5% em
picadas equidistantes. Essas placas foram incubadas por 48 horas em microaerofilia,
e apos este periodo, foram vertidos sobre a placa 5mi de TSA 0,8% contendo 0,5 ml
de uma cultura overnight em TSB de uma cepa indicadora (aproximadamente 108
UFC/mL). Todos os testes foram realizados em duplicata. Os diametros dos halos
inibitérios foram medidos apés 24 horas de incubagdo em microaerofilia,

considerando-se positiva a produgdo de mutacinas quando da presenca de halos



com didmetro maior que 6 mm (WU et al,, 2004).

Adicionalmente, foi realizado o antibiograma para tragcar os perfis de
sensibilidade das cepas indicadoras de interesse médico frente a alguns dos
principais medicamentos utilizados atualmente na antibioticoterapia, sendo as cepas
indicadoras classificadas como sensiveis, moderadamente sensiveis, intermediaria
ou resistentes, de acordo com as normas pré-estabelecidas pelo CLSI. Utilizando-se
um swab estéril, culturas overnight das cepas indicadoras foram inoculadas na
concentracdo aproximada de 1,5 X 10% UFC/mI na superficie do agar Muller Hinton.
Apbs secagem os discos de antibidticos (benzil penicilina, ampicilina, amoxacilina,
imipinem, vancomicina, azitromicina, estreptocimicina e tetraciclina) foram
depositados equidistantes e de maneira asséptica sobre as placas contendo Agar
Muller Hinton. Apds 24 horas de crescimento, em condigbes favoraveis para cada
cepa indicadora, foi realizada a medigdo dos didmetros dos halos inibitérios. Para
controle de qualidade dos discos de antibidticos empregados foram utilizadas as
cepas S. aureus ATCC 25923, E. coli ATCC 25922 e Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853, Verificou-se a sensibilidade de cepas de interesse médico, resistentes
aos antibioticos usuais, as mutacinas de amplo espectro antimicrobiano.

A determinacdo das atividades antimicrobianas de substancias semelhantes
as mutacinas, produzidas por isolados de S. mutans, contra cepas indicadoras de
interesse odontolégico e médico, resultam em maior compreensao das relacbes
inter-espécies presentes em um biofilme dental, assim como avaliar possiveis

aplicagbes de bacteriocinas nas areas médico-biotecnolégicas, respectivamente.



3. Introducao

3.1. Revisao de literatura

O corpo humano abrign mais de 10" células, das quais 10%
aproximadamente sao células mamiferas. O restante sdo microrganismos que
compreendem a microbiota residente do hospedeiro. Esta microbiota contribui direta
e indiretamente como ¢ desenvolvimento normal da fisiclogia, nutricao e sistemas de
defesa do hospedeiro.

A colonizagdo microbiana de todas as superficies corporais expostas ao
ambiente comecga no nascimento. Essas supeificies estdo expostas a uma grande
diversidade de microrganismos derivados do ambiente e de outras pessoas.
Entretanto, cada superficie, em virtude de suas propriedades fisicas e bioldgicas, é
adequada para a colonizagdo somente por um pequeno numero desses
microrganismos. A cavidade bucal possuiv uma microbiota indigena com
composicdo caracteristica, e que na maior parte do tempo tem relagdo harmoniosa
com o hospedeiro. Esta relagao pode ser alterada, talvez com uma maior freqiiéncia
do que em outras partes do corpo, e conseqientemente uma doenga pode ocorrer
na boca.

De todos os sitios do corpo humano, a cavidade bucal é aquela que
apresenta os maiores niveis e diversidade de microrganismos. As caracteristicas
peculiares da boca sdo responsaveis por esta diversidade, j& que apresenta
diferentes tipos de estruturas e tecidos, e pelas variagbes na disponibilidade de
nutrientes, oxigénio, temperatura e ainda pela exposicéo a fatores de prote¢éo do
hospedeiro.

Estima-se que a cavidade bucal de um individuo adulto hospede cerca de 700



espécies bacterianas distintas. A maioria dessas espécies sao comensais, mas um
subgrupo consiste de patdgenos oportunistas que podem causar diversas doengas,
entre elas a carie dental (Paster et al 2001).

Os estreptococos grupo mutans séo compostos por 7 espécies de estreptococos
orais, com caracteristicas fenotipicas, ecolégicas e patogénicas que estao
associadas com o desenvolvimento da carie dental em seres humanos e em
animais. (Balakrishnam 2002). As espécies desse grupo que sdo comumente
relacionadas ao desenvolvimento da cérie dental em humanos s&o Streptococeus
mutans e Streptococcus sobrinus.

Streptococcus mutans séo considerados os principais agentes etiologicos da
cérie dental, e varios dos seus fatores de viruléncia estdo relacionados com o
desenvolvimento da doenca cérie, entre eles, a acidogenicidade, aciduricidade, a
producdo de glucanos insollveis e de protefnas ligantes de glucanos e a produgao
de bacteriocinas, denominadas mutacinas(WHILEY & BEIGHTON, 1998). Bacteriocinas
séo peptideos antimicrobianos, que inibem o crescimento de bactérias genética e
ecologicamente relacionadas, o que pode conferir vantagens ecologicas a espécie
produtora no biofilme dental. Entretanto algumas mutacinas tém maior espectro de
acao.

Uma caracteristica marcante dos S. mutans é a alta freqléncia de produgao
de mutacinas ou de substancias semelhantes as mutacinas (bacteriocinas ou
moléculas inibitdrias ndo caracterizadas (JACOB et al, 1953; TAGG et al, 1976;
GRONRQOS et al., 1998; KAMIYA et al, 2005a, b). A produgéo de bacteriocinas pode
influenciar na colonizagéo da espécie mais relacionada com o desenvolvimento da
carie dental, por substituicho dos microrganismos residentes, ou por impedir a

invasdo de bactérias exégenas .Alguns estudos apontam que a atividade



antimicrobiana das mutacinas pode estar relacionada com a prevaléncia de S.
mutans na saliva, no biofiime e nas lesées de carie (BALAKRISHNAN et al, 2002;
KAMIYA et al,, 2005a) A produgéo de bacteriocinas pode influenciar na estabilidade de
determinada espécie em seu nicho ecoldgico.

As bacteriocinas sdo sintetizadas por ribossomos como peptideos
precursores, com um peptideo sinal, na porgao N-terminal, tipica de proteinas
secretadas, o qual é clivado, concomitantemente, com a exportagao do peptideo
maduro através da membrana.

Baseando-se na modificagao pos-tradugdo, as bacteriocinas de bactérias de
gram-+ foram classificadas em dois grupos: Classe |, De bacteriocinas modificadas
ou lantibioticos e Classe W, de bacteriocinas nao modificadas ou néo lantibicticos
(KAMIYA et al 2005b)

Bactérias bacteriocinogénicas devem apresentar imunidade a sua prépria
acéo antimicrobiana. Este mecanismo de imunidade a um antimicrobiano natural é,
especialmente, importante se a bacteriocina produzida nao necessitar de um
receptor especifico para a sua atividade, como ¢ o caso de alguns lantibidticos. Tais
lantibiéticos formam poros voltagem-dependentes na membrana citoplasmatica de
células alvos , sendo letais também para as proprias células produtoras.

Baseado em dados encontrados na literatura, a mutacina | induz a formagéo
de poros na membrana de células sensiveis e a mutacina |l despolariza o potencial
elétrico transmembrana e o gradiente do pH transmembranico e inibe o transporte do
amino acido , diminuindo ATP e inibindo as fungbes enzimaticas essenciais
(CHIKINDAS et al., 1995). .

Os estudos da biodiversidade cariogénicas podem ser um campo promissor

para a odontologia , principalmente , quando associados aos estudos de viruléncia e



patogenicidade dos principais agentes etiolégicos da carie dental visto que
diferentes genotipos , em um mesmo individuo , podem variar na expressao das

caracteristicas patogénicas (CAUFIELD, 1587).

3.2 Objetivos
Os objetivos desse trabalho foram:

e determinar os espectros de atividade antimicrobiana de substancias
semelhantes as mutacinas frente as diferentes espécies bacterianas e

fungicas de interesse odontolégico e medico;

e e determinar o perfil de resisténcia de espécies bacterianas de

interesse médico frente aos diferentes antibidticos usuais.

4. Materiais e métodos

4.1. Mutacinotipagem e espectro de atividade antimicrobiana contra
espécies de interesse médico e odontolégico

Foram selecionados 16 fendtipos de S. mutans, produtores de substancias
inibitorias de amplo espectro contra estreptococos orais, identificados previamente
em isolados de individuos carie-ativos (NAPIMOGA et al. 2004, KAMIYA et al,
2005a — FAEP 1158/01) e em isolados de pares mae-filho (FLORIO et al., 2004;

KLEIN et al., 2004).



A bacteriocinotipagem (nesse estudo denominado mutacinotipagem), baseia-
se no padrio de produgdo de bacteriocinas frente a um conjunto de cepas
indicadoras, bem como no perfil de sensibilidade a diferente substancias inibitorias.

A Mutacinotipagem ou método da difusdo em agar foi empregado para a
deteccdo do espectro da atividade antimicrobiana de mutacinas contra 21 cepas
indicadoras pertencentes as espécies de interesse medico como: Staphylococcus
aureus (4), Staphylococcus epidermidis (1), Pseudomonas aeruginosa (1),
Streptococcus pyogenes (3), Enterococcus faecalis (4), E. coli (1), Candida spp. (7).
Estas cepas padrées do banco ATCC foram gentilmente doadas pela Fiocruz (RJ)
(tabela 1). Foram tragados os perfis de resisténcia das cepas indicadoras, de
interesse médico, frente aos diferentes antimicrobianos, comumente empregados na
terapia e profilaxia antibidtica.

A produgdo de mutacinas foi testada através do método do antagonismo
proposto descrito por KAMIYA et al. (2005a), com algumas modificagbes. Cepas de
S. mutans congeladas em BHI glicerol (10%) foram reativadas em 5 mL de BHl e
incubadas a 37°C, 10% CO, por 18h. Apds acertar a concentragéo de células (10°
UFC/mL, D.O. = 0,1 a 550nm) as respectivas culturas de células produtoras foram
inoculadas em TSA a 1,5% (TSA; Difco) através de picadas eqiidistantes. Foram
inoculadas 16 cepas produtoras em cada placa, que foi incubada por 48h, nas
mesmas condigdes acima citadas. Apos este periodo, as placas foram cobertas com
meio TSA 0,8% (5mL) contendo 0,5 mL (10° UFC/mL, D.O. = 0,1 a 550nm) de uma
cultura overnight em TSB (TSB; Difco) de uma cepa indicadora. Apds 24h de
incubacéo, nas mesmas condi¢des, o didmetro da zona de inibicao foi medido em
mm. Todos os testes foram realizados em duplicata e a produgio de mutacinas foi

considerada positiva, quando o didmetro de inibigdo apresentou-se maior ou igual a



6 mm para a respectiva cepa indicadora (WU et al., 2004).
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Tabela 1. Cepas indicadoras padrdes de interesse médico e odontologico:

Espécies de interesse médico {n = 21) Padréo
Candida albicans * sor. A ATCC 36801
Candida albicans * sor. B ATCC 36802
Candida aftbicans CBS 562
Candida dubliniensis CBS 7987
Candida krusel CBS 573
Candida parapsilosis CBS 604
Candida fropicalis GBS 94
Staphylococcus aureus ATCC 6538 DR
Staphylococcus aureus ATCC 12692
Staphylococcus aureus ATCC 19085
Staphylococcus aureus ATCC 27664
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228
Streptococcus pyogenes grupo A ATCC 8668
Streptococcus pyogenes grupe A tipo 1 ATCC 12344
Streptococcus pyogenes ATCC 19615
Enterococcus faecalis ATGC 10100
Enterococcus faecalis ATCC 14506
Enterococcus facealis CT ATCC 19433
Enterococcus faecalis ATCC 29212
Pseudomonas aeruginosa ATCC 25619
Escherichia coli ATCC 861
Espécies de interesse odontolégico (n = 20) Padrao
Streptococcus mutans ATCC 3440
Streptococcus mutans 32K
Streptococcus mutans UA 159
Streptococcus mutans UA 130
Streptococcus sobrinus ATCC 27607
Streptococcus sobrinus ATCC 6715
Streptococcus mitis A
Streptococcus mitis ATCC 903
Streptococcus salivarius ATCC 27975
Streptococcus salivarius 66,4
Streptococcus sanguinis CR 311
Streptococcus sanguinis M5
Streptococcus sanguinis ATCC 10556
Streptococcus sanguinis ATCC 15300
Streptococcus sanguinis AP 66
Streptococcus oralis PB 182
Streptococcus cricetus HS6
Streptococcus gordonii CHALIS
Lactobacillus casei L324M
Lactobacillus acidophilus A

Alternativamente, estreptococos orais de interesse odontoldgico, foram
empregados como cepas indicadoras, tais como as cepas padroes da espécie: S.
mutans (4), S. sobrinus (2), S. sanguinis (5), 5. mitis (2), S. oralis (1), S. salivarius

(2), Lactobacilius sp (2) e isolados clinicos de S. mutans (18). Os resultados poderao
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auxiliar na prévia selecdo de uma cepa produtora de mutacina com amplo espectro,
para futuros estudos visando a purificacdo e a identificagdo de uma nova substancia
antimicrobiana ativa contra patégenos humanos multi-resistentes as drogas usuais
e/ou contra espécies principalmente cariogénicas, isoladas da cavidade oral de
humanos. Estudos mais detalhados da atividade da substancia purificada in vitro e in
vivo poderdo viabilizar sua aplicagdo em futuras terapias antibidticas e/ou em

tratamentos preventivos para a cérie dental.

4.2. Perfil de sensibilidade das cepas indicadoras de interesse médico
aos antibidticos usuais

Foram tragados os perfis de sensibilidade (ou resisténcia) de cepas
indicadoras (bactérias) de interesse médico, através do meétodo Kirk-Bauer, de
difuséo, a partir de discos colocados na superficie de agar Muller Hinton. Foram
empregados discos de antibidticos, comumente empregados em terapias como:
benzil penicilina, ampicilina, amoxacilina, imipinem, vancomicina, azitromicina,
estreptocimicina e tetraciclina seguindo-se as normas do CLSI (Clinical and
L aboratory Standards Institute, www.clsi.org). Os discos de antibidticos da marca
L ABORCLIN tiveram como controles de qualidade as cepas S. aureus ATCC 25923,
E. coli ATCC 25922 e Pseudomonas aeruginosa ATCG 27853.

Resumidamente, culturas overnight das cepas indicadoras de interesse
médico, na concentragfio de aproximadamente 1,5 x 10® UFC/ml (turbidez 0,5 na
escala McFarland ou D.OQ. = 0,132 a 600 nm), foram inoculadas sobre a superficie
do agar Muller Hinton utilizando-se Swab estéeril. Apos secagem, foram depositados,
assepticamente, os discos de antibiéticos de forma equidistante, e apos 24 horas de

incubacao nas condigbes favordveis para o crescimento de cada cepa, realizou-se a
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medicao dos respectivos diametros dos halos inibitorios, em mm.

Quanto as sensibilidades, as cepas indicadoras foram classificadas como
sensiveis (S), moderadamente sensiveis (MS), intermediaria (1) ou resistentes (R) de
acordo com as normas pré-estabelecidas pelo CLSI.

Segundo o CLSI, o espectro de atividade da penicilina inclui, principalmente,
bactérias Gram negativas, Gram positivas e algumas fastidiosas que néo produzem
B-lactamase. As aminopenicilinas (ampicilina e amoxicilina) sao ativas contra
espécies Gram negativas adicionais, inciuindo alguns membros das
Enterobacteriaceae. A estrutura dos carbapenems (imipinem) difere ligeiramente da
estrutura das penicilinas, sendo que os primeiros s&o muito mais resistente a
hidrélise por B-lactamase, o que lhes d4 um amplo espectro de atividade contra
muitas bactérias Gram positivas e Gram negativas. A vancomicina & um agente
antimicrobiano aceito para tratamento de infecgdes causadas por bactérias Gram
positivas em pacientes alérgicos a penicilina, sendo Util no tratamento de infecgbes
causadas por bactérias Gram positivas resistentes aos p-lactamicos, por
Staphylococcus aureus meticilina-resistente (MRSA) e por alguns enterococos.

Ja os macrolideos {eritromicina e azitromicina) sdo agentes antimicrobianos
de amplo espectro contra isolados de bactérias Gram negativas, Gram positivas ou
fastidiosas. As drogas neste grupo estao estreitamente relacionadas e, com poucas
excegbes, s6 é necessario testar uma das duas, rotineiramente a eritromicina (CLSI).
Em adigdo, os aminoglicosideos (representados pela gstreptomicina) séo usados,
principalmente, para tratamento de infecgoes por bastonestes Gram negativos
aerdbios ou em combinagbes sinérgicas com agentes antimicrobianos ativos na
parede celular (por exemplo a penicilina, ampicilina e vancomicina) contra algumas

bactérias Gram positivas resistentes, como 0s enterococos.
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As tetraciclinas inibem a sintese protéica, em nivel ribossémico, de certas
bactérias Gram positivas e Gram negativas, apresentando amplo espectro de
atividade antimicrobiana. Segundo CLSI, as drogas neste grupo estéo estreitamente
relacionadas e, com poucas excecgdes, s6 & necessario testar a tetraciclina de forma
rotineira. Os microrganismos sensiveis & tetraciclina também sdo considerados
sensiveis a doxiciclina e minociclina, entretanto, alguns organismos de sensibilidade
intermedidria ou resistentes a tetraciclina podem ser sensiveis a doxiciclina ou

minociclina, ou a ambas.

5. Resultados e Discussao

5.1. Mutacinotipagem e espectro de atividade antimicrobiana contra
espécies de interesse médico e odoniolégico

Os quadros dos anexos 1 e 2 demonstram os espectros inibitorios das 16
cepas produtoras de mutacinas, selecionadas para o estudo, frente a 55 cepas
indicadoras de interesse médico-odontolégico. Entre parénteses, a porcentagem de
sensibilidade de cada cepa indicadora frente as mutacinas produzidas pelos
diferentes isolados clinicos de §. mutans.

As 16 cepas produtoras selecionadas para o estudo foram divididas em dois
grupos: Grupo 1 — com 8 cepas produtoras de mutacinas nao caracterizadas e de
amplo espectro inibitério sobre espécies de interesse medico e odontolégico e Grupo
2 — com 6 cepas produtoras de mutacinas caracterizadas de amplo espectro
inibitério sobre espécies de interesse médico e odontologico e 2 cepas produtoras
de mutacinas nao caracterizadas, porem com espectro inibitério mais direcionado

contra bactérias de interesse odontolégico, incluindo isolados clinicos.
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As cepas produtoras dos grupos 1 e 2 apresentaram amplo espectro de
atividade antimicrobiana (halos de 6 a 24 mm de diametro) contra a maioria dos
isolados clinicos de S. mutans, contra colonizadores primérios da cavidade oral
representadas pelas espécies Streptococcus sanguinis, S. oralis, S. salivarius e S.
mitis. Algumas cepas demonstraram atividade contra espécies correlacionadas
ecologicamente como Lactobacillus ssp. e Candida ssp. e contra especies de
interesse  médico como Streptococcus pyogenes, Staphylococcus aureus e
Staphylococcus epidermidis, incluindo cepas resistentes aos antibidticos usuais (item
6.2). As mutacinas nao demonstraram atividade contra Streptococcus gordonii,
Enterococcus faecalis e contra bactérias Gram negativas como Pseudomonas
aeruginosa e Escherichia coli. Também observou-se baixa atividade contra Candida

ssp e isolados clinicos produtores de mutacinas de amplo espectro.

Quando testada a atividade antimicrobiana das cepas produtoras contra as
mesmas, verificou-se a formacgdo de halos inibitérios de 0 a 6 mm de diametro.
Geralmente, a cepa produtora apresenta auto-imunidade para seu préprio peptideo
antimicrobiano devido a presenga de genes de imunidade mutFEG no cluster de
genes de biossintese, correspondentes as proteinas MUtFEG de membrana capazes
de realizar o efluxo do peptideo (Ql et al,, 1999a; Ql et al., 1999b; QI et al., 2001).
De acordo com estes resultados, consideraremos sensibilidade positiva da cepa
indicadora a(s) mutacina(s) da respectiva cepa produtora quando o halo inibitério for
maior que 6 mm (WU et a., 2004).

As cepas produtoras de mutacinas de amplo espectro (grupos 1 e 2)
apresentaram maior resisténcia cruzada quando comparadas com os demais
isolados clinicos de S. mutans utilizados no estudo, que foram sensiveis a maioria

da(s) substancia(s) semelhante(s) a(s) mutacina(s) produzidas. Segundo
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KURAMITSU & NAKANO (20086), as proteinas MutFEG de imunidade as mutacinas,
presentes em cepas produtoras podem reduzir a sensibilidade das bactérias aos
antimicrobianos, através do efluxo inespecifico de muitiplas drogas (MRD). Foi
observado que a mutacdo ou reducdo da expressio do gene smbG, da mutacina
Smb, aumentou a sensibilidade da cepa produtora a diferentes agentes
antimicrobianos, dentre os quais a penicilina, tetraciclina e triclosan, sugerindo que a
sensilidade das bactérias aos antibidticos pode ser modulada por proteinas de
imunidade as bacteriocinas expressas pelo microrganismo produtor.

No presente estudo, pode-se especular o possivel papel destas proteinas de
imunidade na resisténcia cruzada observada entre as cepas produtoras, entretanio

estudos adicionais como mutagénese sitio dirigida deverdo ser realizados para

confirmar esta hipotese.

5.2. Perfis de sensibilidade das cepas indicadoras de interesse médico
aos antibiéticos usuais

A tabela 2 demonstra os perfis de sensibilidades das cepas indicadoras de
interesse médico frente diferentes antibidticos. A interpretacéo dos resultados e a
classificacdo das cepas indicadoras em sensiveis (S), moderadamente sensiveis

(MS), intermediaria (1) e resistentes (R) aos agentes antimicrobianos baseou-se nas

normas do CLS!
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Tabela 2. Perfis de sensibilidade das cepas indicadoras de interesse médico

frente aos antibiéticos usuais, obtidos através de antibiograma {método da difuso

em agar).

Antibisticos (difmetro de inibigac em mm)

[
Ty g g E g -E g P
st $2 32 22 £2 g2 £2 3%
e 22 32 22 88 gv g2 £8
e E £ E S 5] £ 2
o - << 7]
w
5. aureus ATCC 6538DR R R R L) R R R R
S. aureus ATCC 12692 R R R ! ] B 38 ]
8. aureus ATCC 19095 S s s s I R R R
S. aureus ATCC 27664 5 5 s S [ R A R
8. epidermidis ATCC 12228 R R R s ] R A R
S. pyogenes ATCC B6GB R 3 s S S R R S
S. pyogenes ATCC 12344 R R R 5 S R R R
S. pyagenes ATCC 19615 s S s S R R R |
E. faecalis ATCC 10100 R MS R ! [ R A |
E. faecalis ATCC 14508 R R R S R R R R
E. faecalis ATCC 19433 R R R 5 R R R R
E. faecalis ATCC 24212 R R R 5 R R R R
P. aeruginosa ATCC 25619 * | R 5 R R R R
E. coli ATCC 861 * R R S R R S S
Sensibilidades sequnde CLSI: 5 = sensivel; MS = moderadamente sensivel: | = intermedidria; B = resistents; ™ ser nomenclatura.

Todas as cepas indicadoras foram sensiveis ao imipenem, entretanto a
maioria apresentou resisténcia total ou intermediaria aos antimicrobianos usuais.
Muitas destas cepas, resistentes aos antibidticos usuais, foram inibidas por
substancias semelhantes as mutacinas, de isolados clinicos de S. mutans, o que
enfatiza a importancia da identificagdo destes antimicrobianos com possivel

aplicabilidade biotecnoldgica.
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6. Conclusao

Diante do exposto, conclui-se que as mutacinas podem representar
vantagens ecoldgicas e podem ser importantes candidatos para futuras

aplicabilidades nas areas médicas e biotecnolégicas.
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Anexo 1. Quadro das porcentagens (%) de sensibilidade das cepas indicadoras frente as mutacinas
produzidas por isclados clinicos de S. mutans do grupo 1:

g 2 m\% an wl | 5% |8 - 28 0 ] 3
B [ 8B 87 |82 [8% |w |wE |83 [87 |80 |8 {82 jv* |8 |u” |47
" ” < | w vlk |4 % u < w “
1.M18(22 | 28,57 | 50 | 57,14 ) 14,28 | 100 0 0 57,14 | 57,14 | 14,28 | 100 | 2857 | 2857 | 28,57
2. M7/4 1] 0 27,27 ¢ 18,18 | 63,63 | 27,27 | 27,27 0 18,18 a 100 0 4545 | 45,45
3.M18(2)16 0 7,14 0 0 1] 100 a 0 42,85 | 57,14 | 21,42 | 71,42 | 14,28 | 14,28 | 14,28
4, CB/P7 0 1] 0 o 50 28,57 ¢ 57,14 | 28,57 0 0 28,57 0 42 85 a
5. C8/s12 0 0 0 0 50 28,57 0 57,14 | 28,57 0 [ 28,57 0 42,85 4
6. (2P2 1] 0 1] 0 42,85 | 57,14 | 57,14 | 42,85 | 14,28 | 57,14 | 28,57 | 57,14 0 57.14 | 28,57
7. 02/53 14,28 0 a 0 57,14 | 57,14 | 71,42 | 57,14 | 14,28 | 57,14 | 28,57 | 57,14 0 57,14 | 42,85
8. C2/512 28,57 0 a 0 57,14 | 57,14 | 71,42 | 42,85 | 14,28 | 57,14 | 28,57 | 57,14 0 57,14 [ 57,14
o E80 [og |op |28 (o2 |22 |28 |og |22 |25 |eg |28 |22 |25 |8 | g8
Eu £ | E g0 | g©v [&© [&Y |E EC | E BV | ES | E EU | 80 | &0
] v 5 i L Wi v L i e vi K 3 i wy
1. M18(2)2 28,57 0 0 28,57 | 42,85 | 57,14 | 28,57 | 42,85 0 42,85 | 71,42 | 42,85 | 42,85 | 8571 1 42,85
2. M74 63,63 | 45,45 9,09 54,54 | 63,63 | 54,54 | 59,09 | 4545 54,54 5,09 4545 | 4545 | 72,72 | 4545
3.M18(2)16 o 7,14 0 0 57,14 0 0 14,28 | 57,14 0 71,42 0 14,28 | 14,28
4, C8/P7 42,85 0 28,57 o] 0 42,85 | 42,85 0 42,85 0 28,57 | 14,28 | 42,85 | 14,28
5. CBfS12 42,85 o 4] 28,57 o] 0 42,85 | 42,85 0 42,85 0 28,57 | 14,28 | 42,85 | 28,57
6. C2P2 71,42 0 57,14 § 14,28 0 14,28 | 28,57 | 28,57 | 28,57 | 28,57 | 14,28 | 14,28 | 28,57 | 42,85 28,57
7. C2453 71,42 1] 57,14 | 28,57 1] 14,28 | 42,85 | 28,57 | 28,57 | 42,85 | 14,28 | 28,57 { 28,57 42,85 | 28,57
8 C2/512 71,42 0 57,14 | 42,85 1] 28,57 | 28,57 | 28,57 | 28,57 | 28,57 | 14,28 | 14,28 28,57 50 28,57
- 8 |s2 |ag |o8 |o8 |58 B |8 |28 |98 (53 |88 | g |88 | &5
g58= |22 |8 |58 |E5 |82 (68 |SE [BF |52 [EE S5 | 3% (85 |58 | &
§38L |80 |88 183 38 3 |88 |Ec IS8 |98 i35 a8 |5y w2 | g {8
&Y E; L‘:‘{q: :}_u;c v | vg 3: QE Wik | WE '«nE Wi | GE E | GE | sE
1 M18{2)2 0 78,57 0 57,14 o g 0 1] 0 "] 0 100 Q 100 100
2. M7/4 a 27,27 o 4545 | 4545 | 36,36 1] 0 0 36,36 | 36,36 | 63,63 o 100 00
3.M18(2)16 0 42,85 1} 57,14 0 0 0 0 1] 0 0 100 i] 100 100
4, C8fF7 0 42,85 0 42,85 | 57,14 | 57,14 0 0 0 42,85 | 42,85 100 1] 100 100
5. (B/512 0 28,57 o 57,14 } 57,14 | 57,14 1] 0 1] 42,85 ] 42,85 100 u] 100 100
6, (2P2 0 14,23 0 42,85 | 42,85 | 57,14 0 1] 0 42,85 | 42,85 100 1] 100 100
7.02/53 0 14,28 0 71,92 | 28,57 | 57,14 a 0 a 57,14 | 57,14 100 1] 100 100
8. C2/512 1] 14,28 0 71,42 | 28,57 | 57,14 o o o 57,14 | 28,57 100 a 100 100
- ~ Any &0 9 o «
S5 {55 | Ry |8 |38 |08 |RB 1B [T |SB (3% |50
a4 UE |UlE 4 U = G O - % ]
1. M18(2)2 0 4} i} 0 0 0 0 0 78,57 | 28,57 0
2. M7/4 0 o] 18,18 0 0 o] 0 18,18 0
3.18{2)16 0 [ 0 0 0 "] 0 1] 28,57 | 14,28 0
4. C8/P7 0 O o} 0 o] 1] 14,28 | 14,28 | 28,57 | 28,57 o]
5. C8/512 ol iy 3] 1] 1] o 14,28 1] 42,85 | 28,57 0
6. C2P2 0 I 1] 0 o] 0 0 14,28 | 14,28 | 28,57 0
7. C2{53 a O o 14,28 o] 14,28 | 14,28 | 28,57 | 28,57 | 28,57 0
8 C2/512 0 a 0 14,28 o 14,28 | 14,28 | 28,57 | 28,57 | 28,57 0




Anexo 2. Quadro das porcentagens {%) de sensibilidade das cepas indicadoras frente as
mutacinas produzidas por isolados clinicos de S, mutans do grupo 2

[
0w o 2 1] 8 w 7] n w 9 " ]
g ] w | i = - = = ] 2
2580 |23 2o |85 [Be (€ |85 |22 |3« {55 |50 |58 |58 |39 |88 (£
a5 3 I & o = £ B E iy B L & 5% h 5 rlo)] 3~ 5=
SEEc |35 3% |88 |85 |s |wl |59 [5° 1§85 |5 |53 |as% |€7 |53 &%
s Eg | & B2 @ T | BE |4 a° | 8 32 |9 3 o &
3 153 SR N e |l Ul 3 < uj
1.G18{4)2 0 0 0 0 0 0 a W] 4] 4] 1] 4] 0 o 0
2 5512 30 50 40 a 20 80 20 20 20 B0 20 100 40 50 50
3 CBDT 12,5 18,75 o 12,5 12,5 100 12,5 0 50 82,5 31,25 75 25 25 25
4.C8/010 37.5 25 125 0 56,25 62,5 0 62,5 375 12,5 12,5 25 25 50 18,75
5. COS14 25h 12,5 125 0 EF] 50 0 56,25 25 37,5 6,25 18,76 6,25 375 50
6. C9/D3 37,5 25 12,5 o] 56,25 62,5 62,5 O 37.5 50 37.5 87,5 25 w5 62,5
7. CRisn 4] 0 0 4375 12,5 100 12,5 18,75 | 93,75 | 56,25 0 25 3] ] 0
8. G2/54 25 12,5 12,5 12,5 62,5 62,5 75 50 245 625 37.5 62,5 12,5 krp 18,75
g UE:’ [or] [fa] =t L] o
958 [28 e |od |28 |28 |28 |25 |2< |25 |86 |85 |83 |éz [8x |82
as 3 | g% R @ 0 i g=g B = q o 0 ey [ W= @, T = 85 85 55
Sgfc |53 |58 (3« [38 |33 (38 [238 |35 |38 538 I35 [38 |32 | 35 |82
] £ E £EO E g g & EQ £ £ g0 £ EQ EC g0
1.C18(4)2 4285 | 14,28 i} 4285 | 5714 | 71,42 | 4285 | 57,14 7,14 57,14 | 8571 | 57,14 ] 57,14 100 57,14
2.ChIS12 &0 5 40 30 0 20 30 30 30 30 20 20 30 35 3o
3. G807 12,5 18,75 o] o] §,25 62,5 6,25 6,25 25 62,5 12,5 75 12,5 25 25
4.CH010 50 0 0 50 25 0 50 37,5 0 50 75 37,5 ] 3756 375
5 CO/S14 50 o] 50 2,5 0 i} 50 37.5 375 375 28 25 375 62,5 25
& CHD3 62,5 0 82,5 6,25 12,5 1256 r5 25 37,5 25 12,6 37.5 275 B0 25
7.C7(a)) ) 0 18,75 | 12,5 o 12,5 ) 0 ) 0 12,5 0 0 62.5 0
8 0254 50 u] 0 12,5 25 0 37,5 37.5 o 50 25 375 0 375 37.5
o o &) [Te] 2@ L] wr ] < =] G 0 w2
W oo =] w4 o= n @D w O B o ] "o ] n w © =0 - ® - © =
g282 |80 |88 |¥o 13q |30 {RQ 29 180 |80 828l Re | &9 [wo |82 |8
Qe - sC | 22 -0 el L0 130 | &n L0 |20 s LB 0 | w0 F | &0 | R0
A n = ob wE j9E ue = w ui = =B w wE sk =z = fo
we | < < < |2 |alz < | < < W [
1.C18(4)2 Q 2857 O ] ] 0 0 0 i] 4] 0 u] o 100 100
2. Ch/812 o 20 0 10 ¢ 0 0 D 1] o] 0 0 a 100 100
3. Cs/D7 12,5 =] 0 82,5 62,5 62,5 0 0 4] 50 62,5 100 0 100 100
4.C8/D10 0 625 6,25 YR 62,5 50 0 0 0 I7h 35 100 Q 100 100
5 Ca/514 6,25 62,5 £,25 62,5 62,5 62,5 0 0 o 50 62,5 100 Q 100 100
6. Co/D3 0 s B.25 62,5 62.5 a0 0 0 )] 50 62,5 100 o] 100 100
7. CFEN 1] ¢] o o] Q o] 0 o] ] 8l Q 100 0 100 100
8. C2/54 25 50 a 62.5 62,5 62.5 0 V) o] 62.5 50 100 0 100 100
g gé %§ 2 gg'am o @ ‘E = :E 2 ‘o e = 2
285« |38 |88 |88 | 5385 | 2852 (5, (43 |38 (88| s | s | § | %
$2EM (80 (80 |99 |PEun =g s@len |RB o |52 [§2 8 & 3 8
CE 150 |%c |58 ol 8 g5l fo | & <3 | &F St 2 2 3 3
o Q Q 6] E O 75U S a G i o wn = =
1.C18{4)2 o] 0 0 0 0 o] 0 a 8] o - - - -
2. 05812 ] Q 1] 0 0 o a a0 5 o] - - -
3. C8/D7 ¢ Q 25 12,5 12,5 12,5 12,6 37,5 2.5 37,5 o] - + -
4.C8D10 ] 0] 12,6 i} 12,5 37.5 125 375 ] - - + -
5 CW514 o] 1] 12,5 125 125 25 25 50 25 50 ] - + -
6. C8/D3 g ] 12,5 0 12,5 125 375 25 w5 ¢ - - + -
ER MY 0 0 Q 4] 0 vl u] 375 rin [y} + + - -
8. C2/54 a o 12,5 4] 12,5 125 25 12,5 37,5 a - - + -
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