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RESUMO.

A cavidade bucal apresenta alta diversidade de microrganismos, 0s quais
podem ser patogénicos sob condi¢cdes especificas. Os microrganismos bucais
pioneiros que se estabelecem na infancia podem ter grande influéncia na
determinacdo da composicdo da microbiota bucal individual e na maturagdo do
sistema imunolégico de mucosas. Embora haja dados indicando que Streptococcus
ssp. sao predominantes nos diversos nichos bucais em adultos, ainda s&o poucos 0s
estudos que caracterizam a colonizacao inicial da boca por diferentes espécies e/ou
grupos taxondémicos deste género bacteriano. O objetivo deste projeto consistiu em
caracterizar a colonizacdo bucal de infantes por espécies de Streptococcus nao-
hemoliticos relevantes dos grupos Mitis, Sanguinis, Salivarius, Anginosus e Mutans,
durante as fases iniciais de estabelecimento da microbiota. Para isto, amostras de
saliva de criangcas saudaveis com 2 a 16 meses de idade foram coletadas e
estimados os niveis de Streptococcus ssp. em relacdo ao total de microrganismos
cultivaveis. Diferentes tipos morfoldgicos foram isolados e classificados através de
reacdes de PCR com primers espécie- e/ou grupo-especificos. A prevaléncia, a
variabilidade e a proporcao dos diferentes grupos de Streptococcus nao-hemoliticos
foram determinadas para as diferentes faixas etarias estudadas. Das amostras
identificadas, a grande maioria pertence a espécie S. salivarius (35%), dominante
em todas as faixas etérias, seguida de S. mitis (5%), S. oralis (2%) e S. sanguinis
(1%). Estreptococos consistiram na grande maioria da microbiota cultivavel nas
faixas etarias estudadas (83% a 100%). Um grande numero de cepas (n=195, 49%)
nao pbde ser identificado em espécies ou grupos usando-se o sistema de PCR,
mostrando uma limitagcdo do sistema de identificacdo proposto. Portanto, sistemas
moleculares mais eficazes de identificacdo de estreptococos ndo-hemoliticos
precisam ser desenvolvidos para melhor caracterizar o desenvolvimento da

microbiota bucal comensal de criancas.

Palavras-chave: Taxonomia, Streptococcus, coloniza¢do, microbiota, infantes.



ABSTRACT.

The human oral cavity is a complex ecosystem that contains a large number of
bacterial colonizers. Pioneers species colonizing childhood may account to both
composition of the oral microbiota and to individual maturation of mucosal immune
system. Although there are data indicating that Streptococcus ssp. are prevalent in
different niches of the mouth in adults, there are few studies that characterize the initial
colonization of the mouth by different species or taxonomic groups of this bacterial
genus. Thus, the aim of this project was to characterize the colonization of non-
hemolytic Streptococcus species (groups Mitis, Sanguinis, Salivarius, Mutans and
Anginosus), in infants during the early stages of establishment of the oral microbiota.
To this end, saliva samples from healthy, 2-16 months old children were collected.
Levels of Streptococcus ssp. and total cultivable microorganisms were estimated by
culturing and counting. Streptococcus ssp. from different morphological colonies types
were isolated and identified using PCR with species or group-specific primers. The
prevalence, variability and proportion of species and groups were determined by age.
Results: Streptococci consisted of the vast majority of cultivable microbiota in age
groups (83% to 100%). From the samples were identification was archived, the major
species was S. salivarius (35%), dominant in all age groups, followed by S. mitis (5%),
S. oralis (2%) and S. sanguinis (1%). A large number of strains (n=195, 49%) could
not be identified in species or groups using the identification by PCR, showing a
limitation of the proposed methodology. A more effective system for identification of
non-haemolytic streptococci has to be developed to better characterize the

development of the oral commensal microbiota of children.

Keywords: Taxonomy, Streptococcus, colonization, microbiota, infants.
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1. INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA.

1.1 A microbiota bucal.

A cavidade bucal representa uma das superficies do corpo com maior
guantidade e diversidade de microrganismos (1, 17, 18). Os dentes representam 0s
principais nichos ecolégicos responsaveis por esta diversidade, uma vez que séo
colonizados por comunidades microbianas em mudltiplas camadas altamente
complexas, os biofilmes dentérios, também referidos como placa dental (17, 18).
Estima-se que a cavidade bucal de adultos possa abrigar cerca de 700 espécies
bacterianas ou filotipos (1, 23). As principais doencas infecciosas da boca, como a
carie e a doenca periodontal, sdo causadas por desequilibrios ecoldgicos de
comunidades da placa dental que resultam na emergéncia de patdgenos
oportunistas. Assim, a propor¢do de microrganismos com potencial patogénico em
relacdo aos microrganismos comensais varia significativamente quando biofilmes de
pessoas saudaveis sao comparados com biofilmes de pessoas acometidas por
diferentes doencas bucais (18, 17). A persisténcia dos processos infecciosos tem
sido ainda associada a induc&o de um processo inflamatorio crénico sistémico o qual
promove e/ou colabora para o desenvolvimento de diversas doencas em pessoas
saudaveis ou com sistema imunolégico debilitado, incluindo-se endocardite
bacteriana, aterosclerose,pneumonia, parto prematuro e diabetes (8, 11, 12).

Ha diversas evidéncias de que os principais patdgenos bucais sdo adquiridos
precocemente na infancia durante as fases iniciais de colonizacéo bucal, entretanto,
h& poucos estudos avaliando a composicao e diversidade de espécies comensais
durante as fases iniciais de estabelecimento da microbiota bucal. Espécies
microbianas comumente identificadas na microbiota normal de pessoas saudaveis
apresentam diversos mecanismos de competicdo com patdégenos oportunistas da
carie dentaria ou da doenca periodontal (5, 6, 10, 15, 16). Além disto, o0s
microrganismos comensais da boca parecem ter papel importante na determinacao
do padrdo de resposta imunoldgica durante as fases iniciais de colonizacdo bucal
(27), o que pode ter influéncias significativas na susceptibilidade individual as
infeccbes por espécies patogénicas (19-21). Entretanto, ha poucos estudos

avaliando a historia natural de colonizacao bucal por diferentes espécies comensais



durante as fases iniciais de estabelecimento da microbiota bucal, uma vez que a
maioriados estudos se concentra em espécies patogénicas (3, 11).

Projetos de sequenciamento do genoma de algumas das espécies
bacterianas comensais da boca foram iniciados mais recentemente e devem
contribuir para o estudo sobre identificacdo e compreensdo de fatores de
colonizagao por estes microrganismos (14). O sequenciamento do genoma de cepas
das espécies do género Streptococcus referidos como do grupo viridans,
classicamente detectadas na cavidade bucal incluem os estudos para determinagao
dos genomas das cepas Streptococcus sanguinis SK36, Streptococcus mitis
NTCT12261 e Streptococcus gordonii Challis substr. CH1 (1, 7). Estas espécies
podem colonizar também outros sitios com alta carga microbiana, como o trato
gastrointestinal (22), e trato respiratorio superior (4), o que reforca o papel
importante de bactérias do género Streptococcus no equilibrio da microbiota normal
de humanos.

Sao poucos os estudos do padrdo de colonizacédo inicial da boca por
diferentes espécies de estreptococos viridans, em parte por causa da dificuldade
para a identificacdo fenotipica e genética destas espécies (8, 14). Estratégias

moleculares de identificacdo tém sido sugeridas para facilitar este processo (14).

1.2 Espécies do género Streptococcus como pioneiros da microbiota bucal
normal.

A despeito da alta diversidade microbiana da cavidade bucal (1), grandes
variacdes individuais sdo observadas entre pessoas (1), o que € modulado por um
vasto numero de variaveis ambientais (por exemplo, dieta e fontes de transmisséo),
do hospedeiro (por exemplo, status imunolégico) e microbianas (por exemplo,
diversidade fenotipica associada a diferencas na viruléncia e/ou capacidade de
colonizacdo). Na maioria das pessoas, bactérias do género Streptococcus parecem
ser pioneiras nos diversos nichos ecolégicos da boca, incluindo-se superficies
mucosas e superficies dentarias (1, 7), as quais permanecem predominantes na
microbiota de adultos tanto em superficies mucosas como nos biofilmes dentarios (1,
7). Analises independentes de cultivo indicam que Streptococcus spp. representam

de 60 a 80% do total de microrganismos que compdem o biofilme dental durante as



primeiras 8h de formacdo em adultos, sendo que estes microrganismos ainda
predominam durante as primeiras 24 horas de formacéo de biofilmes (7). Espécies
de Streptococcus dispdem de diversos componentes de superficie para colonizacéo
dos dentes e fornecem novos ligantes para receptores de outras espécies
microbianas. Além disto, as espécies pioneiras modificam as condi¢cfes ecolbgicas
da microbiota local, viabilizando a colonizacao por outros géneros e espécies (7).
Streptococcus spp. estimulam a maturacdo do sistema imune de mucosas
adaptativo da mucosa bucal (24-28). Algumas semanas apds 0 nascimento, sdo
detectados anticorpos IgA salivares reativos contra varios antigenos de espécies
colonizadoras como S. mitis (25). A diversidade da especificidade anticorpos
salivares aumenta significativamente com a erupc¢édo dos dentes, por volta dos seis
meses de idade. Entre os 6 e 12 meses de idade, s&o detectados mais
freqientemente anticorpos contra a espécie Streptococcus mutans, principal
patdgeno da carie (20, 24). O padrao de especificidade de anticorpos IgA salivares
observados aos 6 meses de idade influencia na susceptibilidade a colonizagao por
S. mutans (20). Assim, é possivel que a resposta imunolégica induzida pelos
colonizadores pioneiros promova o desenvolvimento de uma resposta imunologica

protetora contra a carie (19-21).

1.3 Classificacdo taxondmica dos estreptococos bucais.

O género Streptococcus inclui mais de 50 espécies, cuja maioria € incluida
em um dos seis grupos filogenéticos determinados em analises comparativas das
sequéncias do gene 16SrRNA (8, 13). Além do grupo piogénico, o qual inclui
espécies patogénicas betahemoliticas, cinco grupos incluem diversas espécies
comensais do trato respiratério superior e boca alfa- ou gama-hemoliticas.

O grupo viridans inclui espécies cujas cepas produzem alfa-hemolise em agar
sangue, o que deu origem ao nome viridans (de verde), embora atualmente se saiba
gue muitas espécies ou cepas do grupo viridans sejam gama-hemoliticas. Neste
projeto, vamos nos referir aos Streptococcus alfa e gama-hemoliticos como nao-
hemoliticos.Atualmente o grupo viridans inclui cinco grupos: 1) Mutans, 2) Salivarius,
3) Anginosus, 4) Sanguinis e 5) Mitis (8).
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O grupo mutans, com 8 espécies, inclui S. mutans, o principal patégeno da
carie detectado exclusivamente em humanos. O grupo Salivarius compreende seis
espécies principais, sendo detectadas em humanos as espécies S. salivarius, S.
vestibularis e S. infantarius. O grupo Anginosus inclui 3 espécies de humanos (S.
anginosus, S. constellatus e S. intermedius) e o grupo Sanguinis compreende trés
espécies, S. sanguinis, S. gordonii e S. parasanguinis, todas detectadas
exclusivamente em humanos. O grupo Mitis € o com maior complexidade
taxonémica, tendo sofrido diversas modificacdes nos ultimos anos (8).

Andlises filogenéticas dos genes 16SrRNA indicam 12 espécies distintas
neste grupo, entre elas as espécies consideradas comensais em humanos S. mitis,
S. oralis, S. cristatus e S. infantis. Este grupo também inclui a espécie patogénica S.
pneumoniae (13,14) e comparacdes dos genomas da cepa S. mitis NTCT12261 com
0 genoma de cepas de S. pneumoniae, revelam conservacéo de diversos fatores de
viruléncia incluindo-se IgAl- proteases, pneumolisinas e autolisinas, indicando um
grupo de maior similaridade dentro grupo Mitis formado pelas espécies S. mitis, S.
pneumoniae e S. pseudopneumoniae (14).

A similaridade genética entre espécies do grupo Viridans torna dificil a
identificacdo destas espécies, atraves de sistemas de caracterizacdo fenotipica ou
molecular (8). Diversas espécies do grupo Mitis sdo detectadas como colonizadoras
pioneiras dos dentes e mucosa bucal (7, 16, 25) e a influéncia destas espécies na
posterior colonizacao por espécies patogénicas precisa ser mais estudada (5, 6, 10).

Ndo ha estudos que identifiguem diversas espécies destes grupos em
criancas durante as fases iniciais de colonizacdo bucal. Estes estudos sao
importantes para a compreensdo da importancia destes microrganismos no
estabelecimento de uma microbiota comensal e poderdo contribuir com informacdes
relevantes para a analise sobre a susceptibilidade individual a colonizagdo por
espécies patogénicas e sobre o processo de maturacdo da resposta imunologica

adaptativa.
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2. PROPOSICOES.

O objetivo geral deste projeto consistiu em caracterizar a colonizacao bucal
de criancas por espécies de Streptococcus ndo-hemoliticos relevantes dos grupos
Mitis, Sanguinis, Salivarius, Anginosus e Mutans, durante as fases iniciais de
colonizacao bucal. Para isto, este projeto teve os seguintes objetivos especificos:

1) Verificar a proporcdo de Streptococcus ndo-hemoliticos em amostras de
saliva de criancas de 2 a 16 meses de idade em relac&o ao total de microrganismos
cultivaveis.

2) lIsolar cepas de Streptococcus nao-hemoliticos representativas das
espécies ou grupos taxondmicos detectados nas criancas estudadas.

3) Classificar cepas representativas de Streptococcus ndo-hemoliticos entre
0S grupos Mutans, Mitis, Sanguinis, Salivarius e Anginosus, utilizando-se de
métodos de caracterizagdo genética.

4) Investigar variagbes na prevaléncia de cada grupo taxondmico nas

diferentes faixas etarias da populacéo estudada nas amostras bucais.
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3. MATERIAL E METODOS.

3.1 Populacéo estudada e delineamento de estudo.

Foram incluidas no estudo um total de 33 criancas com 2 meses a 16 meses
de idade, sendo 5 faixas etarias: (1) 2 a 4 meses, (2) 5 a 7 meses, (3) 8 a 10, (4) 11
a 13, (5) 14 a 16 meses. Foram coletadas amostras de 33 criangas, sendo 6 de 2 a 4
meses, 6 de5a7,8de 8al0, 7dell al3e6de 14 al6 meses. Esta faixa etéria
foi selecionada por ser o periodo de desenvolvimento de microbiota comensal, o que
se reflete na maturacdo da resposta imunolégica adaptativa (19, 20). Estudos
prévios indicam que por volta dos 6 a 12 meses de idade, a maioria das criancas de
populacdo de baixa renda de Piracicaba- SP apresentam padrdes altamente
complexos de resposta de anticorpos IgA salivares contra Streptococcus mitis e
Streptococcus mutans (20), e que estes padroes se estabilizam a partir dos 12
meses de idade (19, 20).

As criangas envolvidas no estudo foram as que procuraram atendimento no
Centro de Pesquisa e Atendimento Odontoldgico para Pacientes Especiais (cepae)
da Faculdade de Odontologia de Piracicaba - UNICAMP. Para participar da
pesquisa, 0 estudo foi explicado para as maes ou responsaveis em reunides
realizadas durante o cronograma de atividades do cepae. ApOs isto, as maes
autorizaram a participacdo de seus filhos em entrevistas individuais, nas quais
assinaram o Termo de Consentimento Livre Esclarecido, previamente aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da FOP/UNICAMP. A utilizacdo de antibioticos em até
um més antes do exame e problemas de saude sistémicos ou bucais foram

adotados como critério de exclusao.

3.2 Coletas das amostras microbiolégicas e isolamento das cepas de
estreptococos.

As coletas foram realizadas anteriormente ao atendimento odontolégico e o
historico alimentar prévio foi registrado. As amostras bucais foram coletadas com
swabs estéreis, 0s quais foram umedecidos em saliva e levemente esfregados nos
sulcos gengivais vestibulares superiores e inferiores, palato duro, assoalho bucal,

dorso da lingua e bochechas, sendo imediatamente submersos em 1 ml de agua
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peptonada estéril gelada em microtubos. As amostras foram mantidas em gelo e
imediatamente processadas no Laboratério de Microbiologia (FOP-UNICAMP), em
periodo ndo superior a 30 minutos.

Para o cultivo dos isolados, diluicdes seriadas das amostras, previamente
homogeneizadas vigorosamente em vortex durante 1 min., foram submetidas a
diluicdo seriada (10" a 10™!). De cada diluicdo, trés gotas, contendo 25ul cada
(Westergren & Krasse, 1978), foram inoculadas em placas de Petri contendo meio
BHI agar com 5% de sangue desfibrinado de carneiro (AS) e Mitis salivarius agar
(MSA) (Difco). As placas foram incubadas a 37°C em estufa a 10% CO, durante 48h.
A contagem de microrganismos totais e de estreptococos foi realizada
respectivamente nas placas de AS e MSA, com auxilio de microscépio
estereoscopico, nas placas cuja diluicdo tenha gerado cerca de 30 a 300 UFC.
Através de calculos de regresséao, estimou-se o numero de UFC por mililitro de saliva
e 0s valores expressos em Log base 10.

O isolamento de cepas representativas de estreptococos foi realizado através
da coleta de coldnias individuais. Para tanto, utilizamos placas-cultivo paralelas, que
receberam 50ul das mesmas diluicbes, porém semeados com auxilio de alca
Drigalsky. Por crianca, trés unidades de cada tipo colonial observado foram
selecionadas, semeadas por esgotamento em novo meio e incubadas
(37°C/10%CO0,/24-48h). A pureza das culturas foi avaliada com auxilio de lupa
estereoscopica e coloragdo de Gram. As culturas puras foram estocadas a -70°C,

em skim milk a 10%.

3.3 Identificacdo dos isolados.

3.3.1 Andlises fenotipicas.

Durante os procedimentos de isolamento, foram anotadas informacfes sobre
as caracteristicas coloniais e fotos digitais das morfologias encontradas obtidas com
auxilio de maquina digital Nikon, sob aumento de 20 a 40 vezes. Foram anotados os
numeros de colbnias crescidas de cada tipo morfoldgico encontrado. Com base em
nossa experiéncia com espécies do grupo Mutans, a analise da morfologia colonial

foi importante para diferenciacao das cepas deste grupo.
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3.3.2 Andlises genéticas.

4.3.2.1 Extragcao de DNA gendmico.

As células utilizadas para extracdo de DNA foram obtidas de culturas obtidas
a partir dos estoques congelados. Para isto, 10il de suspensdo estoque em skim
milk foram removidos com alca e estriados em MSA. Apds incubacao
(37°C;10%C02;24 a 48h), colonias isoladas foram inoculadas em 25 ml de caldo
Brain Heart Infusion (BHI) acrescido de 0,2% de extrato de levedura e 0,2% de
extrato de carne (DB-Difco), incubadas sob as mesmas condi¢cbes durante 18h. Os
tubos foram centrifugados (4min, 2°C, =3000xg) e o meio de cultura descartado. Foi
adicionado 1 ml de solugdo salina (NaCl 0.9%) gelada ao pellet e as células
transferidas a microtubos de 2ml com tampa de rosca e o-ring (Axigen, EUA).

Os tubos foram centrifugados (2 min, 2°C, =9000xg), a solugdo salina
descartada e o pellet celular congelado a -20°C até a extracado do DNA.

O DNA gendmico das diferentes espécies de estreptococos foi extraido
utilizando-se o método de fenol-cloroférmio, que consiste ao pellet bacteriano
previamente congelado a adi¢do de solucdo TE e SDS 20% e incubacgdo a 70 °C por
8 minutos. A parede celular é entdo rompida através do uso de beads de zirconia em
aparato mini bead beater (1min, poténcia maxima). Posteriormente, o DNA foi
purificado através de duas extracbes com fenol:cloroférmio:alcool isoamilico
(25:24:1) e uma com cloroférmio:alcool isoamilico (24:1).

O RNA foi eliminado pela adicdo de RNAse (40min/40°C), e o DNA
precipitado em presenca de isopropanol, sais e baixa temperatura. O pellet de acido
nucléico foi re-suspendido em solucdo TE e as amostras foram estocados a -20°C
para posterior utilizacdo. A qualidade do DNA extraido foi avaliada pela razdo das
absorbancias (A2s0nM/Azs0nm) € @ integridade das amostras de DNA comprovada em

gel de agarose a 1,2%, corado com 0,15 ug/ml de brometo de etidio, sob luz UV.

3.3.2.2 Sistema de identificacdo por PCR com primers grupo-especificos
e espécie-especificos.

A identificacdo genética dos isolados obtidos foi realizada através do sistema
de classificacdo desenvolvido por Garnier et al. (9), o qual utiliza primers para o

gene ddl, o qual é ubiquo entre procariotos e codifica a enzima envolvida na
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biossintese de parede celular D-alanina:D-alanina ligase. Através deste sistema,
duas etapas de PCR com primers grupo- e espécie-especificos foram aplicadas para
identificar as duas principais espécies do grupo Sanguinis (S. sanguinis, S. gordonii)
e duas espécies mais prevalentes do grupo Mitis (S. mitis, S. oralis), além da
espécie S. salivarius e o grupo Anginosus. Os primers utilizados em cada etapa e o
tamanho dos amplicons esperados estdo descritos na Tabela 1. Como controles,
foram utilizadas as cepas S. mutans UA159, S. sanguinis SK36, S. gordonii Challis
substr CH1 S. mitis ATCC49456, S. oralis 00670, e S. salivarius 00457.

As reacOes de PCR foram relizadas conforme descrito anteriormente (9). Para
as reacdes de PCR, foram utilizados: 37,25il de H20 milli-Q, 5il de Tamp&do PCR
10X, 1il de dNTPs Mix 10mM, 2,5il de MgCI2 50mM, 1,5il de Primer Forward 10uM,
1,51l de Primer Reverse 10uM, 0,25il de Tag DNA Polimerase Recombinante Brasil
5U/il (Invitrogen) e 50ng de DNA gendmico. A principio, as condicdes térmicas
utilizadas consistiram de desnaturacédo inicial a 94 °C por 2 min., seguida de 20
ciclos de desnaturacédo a 94 °C por 1 min, anelamento a 54 °C por 1 min., extenséo
a 72 °C por 1 min., seguida de extensao final a 72 °C por 10 min.

Reacdes semelhantes foram realizadas numa segunda etapa com pares de
primers espécie-especificos (F a |) para diferenciacdo dentro do grupo Mitis e
Sanguinis.

Os produtos de PCR foram separados e analisados em géis de agarose a 1% e
corados com brometo de etidio, sendo a identificacdo das espécies baseada no

tamanho dos amplicons obtidos.
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Tabela 1 - Oligonucleotideos utilizados para a identificagdo genética das espécies de
Streptococcus ndo-hemoliticos.

Espécies de Oligonucleotideo Tamanho esperado
do
Streptococcus Par Sequéncia (5’ - 3) Amplicon (bp)

S. mitis GA GTCGAAGGTGATGATATGAC 372
S. oralis CTGCATTCTGACGCATGACAG

S. mutans GB ATTGAAGGCGAGCCTTTAGAAAG 351

CAACGATAACAGGATC

S. salivarius  GC GCAGCAGTAGCAGAGACGCT 331
GTCATGACTTCTGCAGGCAC

S.gordoni GD GTCGATGGCGAGGATCTAGAGC 208
S. sanguinis ACCTCAATCTCGCGAGCCGT

Milleri group GE TGCAGAAGTAGAGGCAAATC 217

GCCAACTGCTTTTGGCTCCTT

Os primers grupo-especificos foram divididos em 5 grupos, sendo eles, GA ( S.
mitis e S. oralis), GB ( S. mutans), GC (S. salivarius), GD (S. gordonii e S. sanguinis)

e GE (Milleri group), com amplicons variando de 208 a 372 bp.

3.3.2 Andlise dos resultados.

Os numeros de unidades formadoras de colénia (UFC) dos microrganismos
cultivaveis e de Streptococcus ssp., determinados respectivamente nas placas BHI e
MSA, foram tabulados por crianca e as propor¢cdes de Streptococcus spp. em
relacdo ao total de microrganismos cultivaveis nas amostras bucais foram

calculadas.
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4. RESULTADOS.

Para a realizagcdo do projeto foram coletadas amostras de saliva de 33
criancas obtendo-se um total de 396 cepas isoladas. Todas as cepas foram
submetidas a analise por PCR. A distribuicdo dos isolados segundo a faixa etaria é
mostrada na Tabela 2. Em média, foram obtidos 12 isolados por individuo, sendo a

maior quantidade de cepas isoladas no Grupo 4 (criancas de 11 a 13 meses).

Tabela 2 - Distribuicdo dos isolados segundo a

faixa etaria das criancas e total de cepas isoladas.

Grupos de N° de N° total de
criangas individuos cepas
analisados isoladas

Gl
6 55
2-4 meses
G2
6 69
5-7 meses
G3
8 93
8-10 meses
G4
11-13 7 97
Meses
G5
14-16 6 82
meses
Total 33 396

Considerando todas as faixas etarias analisadas, a espécie mais prevalente
nessa populacdo foi S. salivarius, contabilizando 34,6% do total dos isolados
testados (Tabela 3 e Figura 1). Cerca de metade dos isolados obtidos (n=195,
49,2%) nao geraram amplicons (NA) com os primers utilizados para classificacdo em

grupos e/ou espécies (Tabela 3).
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Tabela 3 - Espécies de Streptococcus spp. identificados em criancas de 2 a 16 meses, utilizando primers grupo/espécie especificos.

*ND:sem determinacdo em espécie, NA: ndo gerou amplicons.

N° de cepas identificadas segundo nimero da crianga de cada grupo etario

Gl G2 G3 G4 G5
2 -4 meses 5-7 meses 8-10 meses 11-13 meses 14 — 16 meses
Prime  Espécie de

r Streptococc 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 7 8 1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6

us
S. oralis 0o oo oo0oo0o o o0 o 0O 0o 0O0OO1TL 00 OO0 1 00 0O 0 0 1 0o 00 0 1 o0 3
A S. mitis 0o2o00O0OO0OTWO0O1171100O01 2 0 6 0 01 121 0 0 0 0 0 1 1 2 0 0 0 00
ND 1331 00O O 40 0 0 0 211 00 01 01 01 0 4 21 2 0 3 00
B Smuans O O 0 O O OO OO O OOOOOUO OO OOTUOUOOOOUO O O0O O0O Q0 0 o0 o
C S.salivarus 8 10 5 5 0 6 12 2 3 1 4 0o 1 3 3 1 3 6 2 0 15 7 3 8 2 2 3 3 11 11 0 2 &6
S.gordonii O O O O OO O O O OO OOOUOOOUO OOOTU ODOTU OO OOWUOOOUO OUDOOTOoOTOo
D S.sangunis 0 0 0 0 0O 0O O O 0O O O O OO OO O OOU O OU OWOO OO OU 1 12 00 0 0 0o
ND 0O 0o o o000 OOO O O O O OOO O O OOOLUODWOODUODUOW OO OW® OW®O O3 1 o0
E GrupoMillei O O 0 0O 0O 0 0 0 0 O O O O O OO OO O OOO OO W OOO O OO 0 0 o
NA 2 00 0 7 2 11 13 1 12 5 10 9 13 3 5 2 4 13 7 8 9 4 0 16 3 3 3 7 1 6 13 3
TOTAL 1115 8 6 7 8 12 16 9 13 9 10 11 20 8 13 5 10 16 10 23 17 7 9 18 12 11 9 20 12 13 16 12
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S.mitis NDGrupo A S.mutans
5% 8.%

S. oralis
2%

S. gordonii
0%

S.sanguinis
1%

Grupo ND Grupo
Milleri D
0% 1%

Figura 1 - Cepas totais identificadas através de PCRs
realizados para Grupo/especifico (G/E) e Espécie —

especifico (E/E).

No Grupo 1 (figura 2), 18,18% (n=10) pertencem ao grupo A (S. mitis ou S.
oralis). Destas, 2 cepas foram identificadas como S. mitis através de PCR especifico
enquanto que 8 cepas nao tiveram sua espécie definida. A espécie mais prevalente
neste grupo foi a S. salivarius, correspondendo por 61,81% do total de cepas
isoladas. Cerca de 20% dos isolados ndo puderam ser identificados em grupos ou
espécies, através do sistema de identificagcdo por PCR proposto por Garnier et al.
(1997).
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G1

0%

W S. oralis

WS, mitis

B NDgrupo A
mS. mutans

| S. salivarius
| S. gordonii
S, sanguinis
ENDgrupo D

Grupo Milleri

I NA

Figura 2 - Cepas totais identificadas por PCRs G/E e E/E no Grupo 1.

Ja no Grupo 2 (figura 3) 8,7% (n=6) das cepas isoladas pertencem ao grupo A
(S. mitis ou S. oralis). Destas, 2 cepas foram identificadas como S. mitis através de
PCR especifico ou sequenciamento, enquanto que 4 cepas nao tiveram sua espécie
definida através de PCR especifico. Dentre as espécies identificadas, a mais
prevalente neste grupo foi a S. salivarius, correspondendo por 15,94%. Um grande
namero de isolados (N=52, 75,36% do total de cepas isoladas) ndo pbde ser

identificado em grupos ou espécies, através do sistema de identificacdo por PCR

proposto.

G2

0% 3%

| S. oralis

WS, mitis

B NDgrupo A
WS mutans

| S. salivarius
mS. gordonii
S, sanguinis
B NDgrupo D

Grupo Milleri

I NA

Figura 3 - Cepas totais identificadas por PCRs G/E e E/E no Grupo 2.
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No entanto no Grupo 3 (figura 4) , 19,35% (n=18) das cepas isoladas
pertencem ao grupo A (S. mitis ou S. oralis). Destas, 11 cepas foram identificadas
como S. mitis, 2 como S. oralis, enquanto que 5 cepas nédo tiveram sua espécie
definida. Dentre as espécies identificadas, a mais prevalente neste grupo foi a S.
salivarius, correspondendo por 20,43% (N=19). Em similar ao ocorrido no grupo 2,
um grande numero de isolados (N=56, 60,21% do total de cepas isoladas neste
grupo) ndo pdde ser identificado em grupos ou espécies, através do sistema de
identificacéo por PCR proposto.

G3

0% 3% W S. mitis

W S. oralis

NDgrupo A
WS mutans
W S. salivarius

S. gordonii

S.sanguinis

NDgrupo D
75%

Grupo Milleri
NA

Figura 4 - Cepas totais identificadas por PCRs G/E e E/E no Grupo 3.

No Grupo 4 (figura 5) , uma maior diversidade de estreptococos foi
encontrada, comparando-se aos grupos anteriores. Um total de 11,34% (n=11) das
cepas isoladas pertence ao grupo A (S. mitis ou S. oralis). Destas, 2 cepas foram
identificadas como S. mitis, 1 como S. oralis, enquanto que 8 cepas néo tiveram sua
espécie definida através de PCR especifico. Neste grupo identificamos 3 cepas
(3,09% do total) como pertencentes a espécie S. sanguinis. Dentre as espécies
identificadas, a mais prevalente neste grupo foi a S. salivarius, correspondendo por
41,23% (N=40). Um grande numero de isolados (N=43, 44,33% do total de cepas
isoladas) ndo pbde ser identificado em grupos ou espécies, através do sistema de

identificacdo por PCR proposto.
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0%

0%

3% 0%

G4

W S. oralis

W S. mitis

mNDgrupo A

B S. mutans

WS, salivarius

| S. gordonii

M S. sanguinis

ENDgrupo D
Grupo Milleri

HENA

Figura 5 - Cepas totais identificadas por PCRs G/E e E/E no Grupo 4.

E por fim, no Grupo 5 (figura 6), grande diversidade de estreptococos foi
encontrada, assim como no G4. Um total de 14,63% (n=12) das cepas isoladas
pertence ao grupo A (S. mitis ou S. oralis). Destas, 2 cepas foram identificadas como
S. mitis, 4 como S. oralis, enquanto que 6 cepas nao tiveram sua espécie definida.
Dentre as espécies identificadas, a mais prevalente neste grupo foi a S. salivarius,
correspondendo por 40,24% (N=33). Neste grupo identificamos cepas (n=4)
possivelmente relacionadas ou pertencentes a espécie S. gordonii ou S. sanguinis,
embora a identificacdo em nivel de espécie ndo tenha sido possivel. Em similar ao
ocorrido em grupos anteriores, um grande numero de isolados (N=33, 40,24% do

total de cepas isoladas neste grupo) ndo pbde ser identificado em grupos ou

espécies, através do sistema de identificacdo por PCR proposto.
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GS W S. oralis

W S. mitis

3%

BENDgrupo A
B S. mutans

W S. salivarius
| S. gordonii
1S, sanguinis

mNDgrupo D

Grupo Milleri

0%

0% g, B NA

Figura 6 - Cepas totais identificadas por PCRs G/E e E/E no Grupo 5.

Na tabela 4 é possivel visualizar a prevaléncia dos principais grupos de
Streptococcus entre criancas edéntulas ou com um ou mais dentes irrompidos.
Observamos que entre a faixa etaria do G1 e G2, onde a totalidade das criancas
analisadas eram edéntulas, encontramos apenas espécies dos Grupos A e C, sendo
a maioria S. salivarius (Grupo C). Enquanto que nas faixas etarias do G3 ao G5, em
gue 100% das criancas ja apresentavam um ou mais dentes irrompidos, o S.
salivarius (Grupo C) também foi maioria, seguidos pelo Grupo A e Grupo D.

Tabela 4 - Prevaléncias dos principais grupos de Streptococcus entre criangas edéntulas e

criangas com um ou mais dentes irrompidos.

Faixa Criancas edéntulas (n=12) Cc¢s com 1 ou mais dentes

etaria irrompidos (n= 21)

GrupoA GrupoC GrupoD | GrupoA GrupoC Grupo D

Gl 10 34 0 0 0 0
G2 6 11 0 0 0 0
G3 0 0 18 19 0
G4 0 0 11 40 3
G5 0 0 12 33 4

A cultura inicial das amostras coletadas de saliva foram plaqueadas e
incubadas como descrito anteriormente. Como exemplificado na figura 7, tipos
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morfolégicos distintos foram identificados (n=3), isolados em cultura pura e tiveram
fotografias digitais em aumento de 32x com auxilio de lupa estereoscoépica (Figuras
8, 9, 10, 11 e 12). As imagens serviram como base para possivel identificacdo

presuntiva das espécies e/ou grupos de espécies.

Figura 7 - Foto ilustrativa de diferentes tipos morfolégicos dos isolados
encontrados em cultura primaria de amostra bucal, crescidos em meio MSA a
37°C em estufa a 10% CO, durante 48h.

Na figura 8, tipo morfolégico compativel com culturas puras de S. salivarius,

confirmados posteriormente por PCR. Observam-se colénias com borda continua,

baixa a média altura, de coloracédo azul marinho, brilhantes e de aspecto liso.
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Figura 8 - Cultura pura de S. salivarius.

Na figura 9, tipo morfoldgico compativel com culturas puras de S. mitis, confirmados
posteriormente por PCR. Observam-se colbnias pequenas, baixa altura, de

coloracéo azul claro a cinza, brilhantes, com eventual intensificacdo da coloracéo na

regiao central.

Figura 9 - Cultura pura de S. mitis.
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Na figura 10, tipo morfolégico compativel com culturas puras de S. oralis,
confirmados posteriormente por PCR. Observam-se colbnias pequenas, baixa altura,

com pouca coloracgéao, brilhantes e de aspecto liso.

Figura 10 - Cultura pura de S. oralis.

Na figura 11, tipo morfolégico compativel com culturas puras de S. sanguinis,
confirmados posteriormente por PCR. Observam-se colénias com média altura, de
coloracédo azul claro a cinza, brilhantes e lisas.

Figura 11 - Cultura pura de S. sanguinis.
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Na figura 12, tipo morfoldgico de culturas puras de espécie ndo identificada. Neste
caso, observam-se colénias com média altura, com bordas irregulares, de coloracéo

azul claro a cinza, com aspecto rugoso.

Figura 12 - Exemplo de cultura ndo determinada (ND).

Ja na tabela 5, esta quantificado os niveis de bactérias no género
Streptococcus em relacdo ao numero de microrganismos totais cultivaveis. A
percentagem de Streptococcus variou de 83 a 100% em relacdo ao de
microrganismos totais. A menor percentagem obtida em G1 foi de 83%, em G2 de
83,6%, no grupo 3 encontramos 90,5%, ja em G4 87,5% e finalmente 95,8% em G5.
Dos 33 individuos analisados, cerca de 40% (n=13) apresentaram niveis de

Streptococcus em relacao ao total de microrganismos cultivaveis igual a 100%.
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Tabela 5 - Niveis de bactérias no género Streptococcus em relagcao ao nimero de microrganismos totais cultivaveis obtidos de amostras de saliva de criancas

de 2 e 16 meses de idade.

Estreptococos
totais
Microrganismos

totais

Niveis salivares de microrganismos (log10 UFC/mL) segundo nimero da crianca de cada grupo etério.

G2
5-7 meses

G3
8-10 meses

G4
11-13 meses

G5
14-16 meses

1 2 3 4 5 6

71 57 53 62 6,4 68

71 61 71 63 6,4 6,8

70 72 63 64 51 6,2

71 72 63 64 61 7.2

56 68 64 6,7 65 66 64 7,1

62 68 66 68 6,7 69 64 7,2

66 65 68 68 57 62 64

68 65 68 69 59 62 7,3

59 71 72 6,1 54 7,2

62 71 74 61 54 73

%

Estreptococos

100 94,4 83 98,4 100 100

99,1 100 100 100 83,6 86,1

90,5 100 97,6 97,8 96,8 95,4 100 99

98,2 100 100 98,5 95,8 99,8 87,5

95,8 100 97,3 100 100 98,6
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A integridade do DNA gendmico de todas as amostras foram analisadas em
géis de agarose como o0 observado na figura 13. Podemos ver que no primeiro

espaco esta o peso molecular e no restante esta nitido as amostras acesas.

L R . »okab o4

T - ﬁa”-w - -

5000 v-—.'-»‘b-“.

pb

5000

2000

1600

pb «aﬁlﬂ waﬁﬁﬁawm
o ‘:‘.; f"ynﬂ‘nw‘t Py b | ‘,.‘,*|
2000

1600 §

Figura 13 - Gel de agarose 1 2% corado com brometo de et|d|o para
verificar a qualidade das amostras de DNA extraido pelo método fenol-
cloroférmio. Um total de 4uL de cada amostra foram aplicados por
canaleta.

As reacOes de PCR geraram amplicons de tamanho esperado, quando os
primers para os grupos S. mitis (Figura 14), S. salivarius (Figura 15), e 0 grupo S.
sanguinis e S. gordonii foram utilizados (Figura 16).

Para o S. mitis, na figura 14, podemos observar que acenderam 3, 4 e 6

amostras respectivamente em cada gel.
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rrimer A

Primer A PUR/4 Primer A PCR75

(288 E T gIliiEs. g LA dd s hd 3lle.- M

Figura 14 - Produtos de PCR em gel de agarose 1% obtidos em rea¢cées com isolados de

trés criancas e par de primers especifico para o gupo Mitis (S. mitis e S. oralis (Primer A).
Produtos especificos de 372pb foram observados para diversas amostras. +: controle
positivo (S. mitis 49456). - : controle negativo (agua).

O S. salivarius foi a espécie mais encontrada, por isso essa extensa quantidade de

amostras acesas na figura 15.

Primer C Primer C Primer C

=M 1234567 89101112 + - M [0, sl aliicisi58050 1112 1314 M

Figura 15 - Produtos de PCR em gel de agarose 1%, obtidos em rea¢cBes com isolados de

1 2 3 4 56 78 9101112 +

trés criancas e par de primers especifico para S. salivarius (Primer C). Amplicons de
tamanho esperado (331 pb) foram obtidos para diversos isolados. +: controle positivo (S.

salivarius 0457). - : controle negativo (agua).

Na figura 16, podemos observar as Unicas 3 amostras que acenderam para

os primers do grupo D (S. gordonii e S. sanguinis).

Primer D

123 4 5 6 7 8 9101112 + - M

bp
1500
600

Figura 16 - Produtos de PCR em gel de agarose 1% obtidos em
reagcbes com 12 isolados de uma crianga com par de primers
especificos para S. sanguinis e S. gordonii (Primers D). Amplicons
de tamanho esperado (208 pb) foram obtidos para 3 isolados
(canaletas 2, 8 e 11). +: controle positivo (S. sanguinis SK36). -

controle negativo (agua).
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5. DISCUSSAO.

Cerca de metade dos isolados obtidos (n=195, 49,2%) n&o geraram
amplicons (NA) com os primers utilizados para classificagdo em grupos e/ou
espécies (Tabela 3), o que indica que o sistema de identificacdo por PCR aplicado
ndo foi capaz de identificar um grande numero de isolados de estreptococos da
cavidade bucal. Como controle, selecionamos um sub-grupo (N=15) de cepas (NA)
nas quais realizamos o sequenciamento do 16SrRNA para fins de identificacdo
destas amostras. Os resultados foram confrontados com as sequéncias do banco de
dados Ribosome Database Project (RDP; http://rdp.cme.msu.edu/), para
identificacdo taxon6mica em nivel de espécie. Os resultados indicaram que a
maioria 53,3%, (n=8) dos isolados correspondeu a espécie S. salivarius e 26,6%
(n=4) a espécie S. mitis. Entretanto, 2 cepas (13,3%) corresponderam a espécie
Lactococcus lactis e 1 cepa (6,7 %) a espécie Rothia mucilaginosa.

O g¢género Lactococcus foi criado para acomodar Streptococcus nao
hemoliticos do grupo N de Lancefield e fazem parte da microbiota normal (30). Da
mesma forma, Rothia mucilaginosa, previamente denominada Stomatococcus
mucilaginosus, consiste em espécie Gram-positiva catalase-negativa ou positiva que
também faz parte da microbiota humana normal (30). As caracteristicas fenotipicas
destas duas espécies sdo comumente confundidas com a de espécies nao-
hemoliticas do género Streptococcus (30). Um aprimoramento da técnica de
identificacdo das espécies de estreptococos € requerido para abranger um maior
namero de isolados cultivaveis em Mitis Salivarius Agar. O sequenciamento
16SrRNA apresenta-se como opc¢ao de escolha que apresenta grande sensibilidade
na identificacdo de espécies bacterianas (31). Entretanto demanda um maior tempo
de processamento das amostras e apresenta ainda custo relativamente alto.

No estudo realizado por Garnier et. al, 1997 (9), o qual envolveu 91 cepas
clinicas, 100% delas tiveram o DNA amplificado e através de reacdes de PCR
utilizando primers espécie-especificos, sendo todas identificadas em espécie.
Entretanto, os autores, mencionaram a necessidade de alteracfes das condicdes
térmicas para identificacdo de alguns isolados (9). Kononen et al., 2002 (16),
coletaram amostras de 50 bebés recém nascidos, saudaveis, nas idades de 2, 6, 12,
18 e 24 meses de idade. O estudo indicou que Streptococcus sao encontrados em

todos os pacientes em todos os periodos analisados. S. mitis foi o mais prevalente
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em todos 0s grupos etérios, atingindo sua maior prevaléncia juntamente com S.
salivarius durante o primeiro ano de vida. Estes dados sdo corroborados em
criancas da Malésia, onde Arief et al., 2005 (30) comumente encontrou S. mitis, S.
salivarius e S. oralis independente da crianga possuir fissura palatina ou ndo, nas
idades de 3 a 39 meses de idade.

Analisando os resultados das contagens de estreptococos totais e sua
proporcdo em relacdo ao total de microrganismos cultivaveis, verificamos que os
estreptococos consistiram na grande maioria da microbiota cultivavel nas faixas
etarias estudadas (Tabela 5). Zou et al. (2004) (32), analisaram 12 criancas
Chinesas sadias com idades de 1, 3, 6, 9 e 12 meses. Os achados indicaram a
espécie S. salivarius como a mais frequentemente isolada, seguida pelas espécies
S. mitis, S. sanguinis e S. gordonii. Resultados semelhantes foram obtidos em nossa
populacdo. Estudos longitudinais que visam caracterizar o desenvolvimento da
microbiota do trato respiratério superior em criangas caucasianas entre as idades de
2, 6, 12, 18 e 24 meses indicam que, entre 50 criancas, as espécies mais
prevalentes no primeiro ano de vida sao S. mitis e S. salivarius (34). As espécies S.
oralis and S. sanguinis parecem nao aumentar significativamente antes dos 12
meses de vida (34). Em nossas analises, observamos o isolamento destas espécies
apenas em criancas com maior idade (Grupo 4 e Grupo 5). Em individuos com maior
idade (3 a 12 anos) a prevaléncia de S. salivarius pode chegar a 50% dos
individuos, enquanto a espécie S. mitis pode ser recuperada de até 60% dos
pacientes (33). Estudos com criancas entre as idades de 2 e 24 meses indicam que
a presenca de estreptococos € constante em todas as faixas etarias do intervalo
(34). Analisando os resultados das contagens de estreptococos totais e sua
proporcdo em relacdo ao total de microrganismos cultivaveis, verificamos que o0s
estreptococos consistiram na grande maioria da microbiota cultivAvel em todas as

faixas etarias (Tabela 5).
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6. CONCLUSAO

1) Streptococcus compreendem a maior parte dos microrganismos bucais
cultivaveis na amostra estudada.

2) As espécies predominantes de Streptococcus incluem as do Grupo Salivarius,
seguida do Grupo Mitis (S. mitis e S. oralis).

3) Um grande nuamero de isolados ndo puderam ser identificados (N=195 - 49%),
com os sistema de PCR utilizado, possivelmente pela grande diversidade nos loci
gendmicos alvo do sistema empregado.

4) As espécies colonizadoras dos dentes, S. sanguinis e S. gordonii foram
identificadas apenas a partir da idade de 11 meses, época em que as criancas
apresentam dentes irrompidos na cavidade oral.

5) Entre os isolados n&o identificados pelo sistema de PCR, as andlises de
sequenciamento do gene 16SRNA indicam que predominam isolados do género
Streptococcus seguidos de outros géneros relacionados, como Lactococcus spp.

e Rothia spp.
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