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REesumo

O objetivo deste estudo foi detectar Streptococcus mutans e Streptococcus sobrinus na saliva e biofilme dentario
de familias que possuem criangas com idade pré-escolar pelas técnicas da PCR e pela fenotipagem. Foi realizado
isolamento de estreptococos do grupo mutans em seis familias, de amostras de biofilme dentdrio e saliva, através
de semeadura em meio de cultura SB20. Essas amostras de Streptococcus mutans e Streptococcus sobrinus foram
identificadas por meio das caracteristicas das colonias em agar sangue, esfregagcos corados pelo Gram e testes
bioquimicos. A reacido em cadeia da polimerase (PCR) foi realizada utilizando primers para amplificacdo do gene
da glicosiltransferase. Streptococcus mutans foi detectado no biofilme dentario pela técnica de PCR de vinte
(90,9%) membros e ndo foi encontrado em apenas duas (9,0%) pessoas, que apresentaram Streptococcus sobri-
nus. Na saliva, pela técnica do PCR foram identificadas vinte (90,9%) pessoas com Streptococcus mutans e trés
(13,6%) pessoas com Streptococcus sobrinus. Pelos resultados pode-se concluir que o método do PCR (PCR-
multiplex) pode ser mais uma ferramenta na identificagcdo dos estreptococos do grupo mutans. Também podera
ser utilizado em estudos da transmissao intrafamiliar destes microrganismos. A especificidade da PCR em relagao
ao método de cultivo para amostras de biofilme dentdrio que continham Streptococcus mutans foi de 66,67% e a
sensibilidade de 100%, e para amostras de saliva a sensibilidade foi de 95% e a especificidade de 50%. A especi-
ficidade para detecgdo de Streptococcus sobrinus para amostras de saliva foi de 95% e de biofilme dentario de
100%, enquanto que a sensibilidade para amostras de saliva foi 100% e de biofilme dentério foi 50%. Foi verifi-
cado também que ha uma correlagdo positiva entre o nimero de Streptococcus do grupo mutans na saliva das
maes e seus respectivos filhos (r=0,7015, p< 0,01).

UNITERMOS
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INTRODUGAO O grupo mutans, que compreende bactérias ca-
riogé€nicas, possui sete espécies: Streptococcus cri-

A cdrie dentdria ¢ um problema de sadde publi- cetus, Streptococcus ratti, Streptococcus mutans,

ca mundial, € transmissivel e causada por bactérias Streptococcus sobrinus, Streptococcus downei,
bucais, principalmente Streptococcus mutans (AZE- Streptococcus ferus e Streptococcus macacae
VEDO et al.?, 1998; PIMENTA et al.?°, 2001). (WHILEY & BEIGHTON?, 1998; NAKANO et
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al.’s, 2004). Destas espécies, Streptococcus mutans
e Streptococcus sobrinus sao mais freqiientemente
isolados da cavidade bucal humana (WHILEY &
BEIGHTON?¢, 1998), e estas duas espécies sdo as
principais causadoras da cdrie dentdria humana. A
distingdo entre Streptococcus mutans e Streptococ-
cus sobrinus é importante porque os dois micror-
ganismos tém diferentes mecanismos de coloniza-
¢do e viruléncia. O Streptococcus mutans € uma
bactéria Gram positiva, microaerdéfila, apresenta-
se como cocos em cadeia, ndo hemolitico, produ-
tor de polissacarideos (glucanas) extra e intracelu-
lares (AZEVEDO!, 1988).

Necessita-se para estudos epidemiolégicos da
carie um método de identificacdo e diferenciacio
entre estes microrganismos rapido, sensivel e sim-
ples. Vérios métodos sao utilizados para identifica-
¢ao destas espécies isoladas da cavidade bucal, tais
como, os métodos bioquimicos, imunoldgicos e
genéticos IGARASHI et al.?, 2001).

Muitas técnicas sdo utilizadas conjuntamente
para se obter confiabilidade na identificagdo da es-
pécie. Isto requer tempo e habilidade consideravel
e muitas vezes os resultados sdo insatisfatérios
(TRUONG et al.* , 2000).

Streptococcus mutans e Streptococcus sobrinus
eram classificados em base nas caracteristicas ta-
xondmicas tais como morfologia das coldnias, an-
tigenos polissacaridicos, sorologicamente e por fer-
mentacdo de substratos (LI et al.’3, 2001).

Hoje € aceita a caracterizagdo da espécie por
testes baseados no DNA pois, a fenotipagem ¢ re-
flexo da expressdo génica (TRUONG et al.> , 2000).
Na taxonomia por biotipagem e fenotipagem nem
todas as cepas de uma espécie tem resultado posi-
tivo para uma dada caracteristica (LI & CAUFI-
ELD', 2001). Recentemente a rea¢do da polimera-
se em cadeia (PCR) foi introduzida para resolver
estes problemas. Atualmente testes relacionados a
genotipagem estdo sendo mais utilizados pela pos-
sibilidade de serem mais sensiveis e especificos
(YOSHIDA et al. 8, 2003).

Em Streptococcus mutans, primers para a téc-
nica da PCR podem ser obtidos através de genes
que codificam antigenos protéicos de superficie
wapA e SpA, (ONO et al.’8, 1994) e dextranase
(IGARASHI et al.?, 2001). Estes foram os primei-
ros alvos para identificar especificamente Strepto-
coccus mutans por PCR (IGARASHI et al.’, 2001).

Glucanas insoldveis facilitam o acumulo de
Streptococcus mutans na superficie dentdria e a sua

Cienc Odontol Bras 2004 abr./jun.; 7 (2): 30-40

agregacdo intercelular via receptores da superficie
celular (HAMADA & SLADES, 1980; LI & CAU-
FIELD'2,1995).

Streptococcus mutans secretam trés tipos de
glicosiltransferase (GTF-I, GTF-SI, GTF-S). O
gene gtfB codifica a enzima GTF-I a qual participa
da sintese de glucano a partir da sacarose (OHO et
al.'®,2000). Streptococcus sobrinus secretam qua-
tro tipos de glicosiltransferase (GTF-I, GTF-S,
GTF-SA, GTF-SB) e o gene gtfI codifica a enzima
GTF-I, que participa da sintese de glucanos inso-
liveis em dgua (OKADA et al.'”, 2002). Os pri-
mers utilizados por (OHO et al.'é, 2000) foram de-
senvolvidos utilizando seqiiéncias nucleotidicas do
gene g#fB de Streptococcus mutans e de gifl de
Streptococcus sobrinus, especificos para cada es-
pécie. Os primers para Streptococcus mutans e
Streptococcus sobrinus foram misturados em uma
tnica reacdo de PCR (OHO et al.'s, 2000) e as duas
espécies foram perfeitamente diferenciadas.

O objetivo deste estudo foi detectar Streptococ-
cus mutans e Streptococcus sobrinus na saliva e bi-
ofilme dentéario de familias que possuem criancas
com idade pré-escolar pelas técnicas da PCR e iden-
tifica¢@o por testes bioquimicos. Procurou-se tam-
bém estabelecer a comparagdo entre as duas técni-
cas de detec¢do para estes microrganismos. Outro
objetivo foi verificar a correlac@o entre os niveis
de estreptococos do grupo mutans na saliva das cri-
angas e de suas maes.

MATERIAIS E METODOS

Participaram neste trabalho 79 criangas de cin-
co a seis anos de idade (quarenta criangas com cé-
rie, e 39 sem carie), de duas CEMEIs (Centro Edu-
cacional Municipal de Ensino Infantil) da cidade
de Barretos, estado de Sao Paulo durante o ano de
2002. Das criancas sem carie foram selecionadas
seis familias (pais e irmaos), com pelo menos uma
crianca da familia com idade pré-escolar (faixa
etdria de cinco, seis anos de idade) e com denti¢do
mista. Foi obtida a aprovacao para o estudo da Se-
cretaria de Saide assim como o consentimento dos
pais para a participacio no estudo. As familias fo-
ram submetidas a um exame odontolégico para
verificar a presenca de caries em uma unidade den-
tal, usando o critério da OMS (Organizacdo Mun-
dial de Satde) para diagnéstico e codigo de carie
(LEITE et al."', 1999). O exame clinico foi reali-
zado com luz natural utilizando-se espelho plano.
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Sonda exploradora (n°5) foi utilizada para a coleta
de biofime dentdrio com a raspagem da porg¢ao cer-
vical do dente. A experiéncia de cdrie foi obtida
pela soma dos dentes cariados, extragdo indicada e
obturados (ceo) para as criangas com denticao mista

e para os demais foi obtida por meio do CPOD (den-
tes cariados, perdidos e obturados), calculados pe-
las féormulas abaixo. Foi considerado o nimero de
no minimo uma lesdo de cdrie para que a pessoa
seja incluida no grupo com cdrie.

Ceo = ¢ (cariado)+) Ei (extraca@o indicada) + o (obturado)

c+Ei+o
Ceo =

N° de criancas examinadas

C+P+0O
CPOD =

N° de pessoas examinadas

Tabela 1 - Familias, numero e idade de filhos sem carie, idade dos pais e dos irmaos que participaram
deste estudo, na cidade de Barretos-SP, em 2002

FAMILIA PAIS (IDADE EM ANOS) FILHO SEM CARIE IRMAOS
(IDADE EM ANOS) (IDADE EM ANOS)
1 *M1-(43) ***F1.(5) ***411-(16)
**P1-(48)
2 M2-(37) F2-(6) 12-(14)
P2-(51)
3 M3-(36) F3-(6) -
P3-(41)
4 M4-(33) F4-(6) )
P4-(36)
5 M5-(41) F5-(6) 15-(12)
P5-(48)
6 M6-(34) F6-(5) 16-(7)
P6-(38)

*M-mae; ** P-pai; ***F-Filho; ****[-irmao.

Coleta de biofilme dentario e saliva

Um pool de biofilme dentdrio supragengival da
regido cervical (lingual e vestibular) dos dentes pos-
teriores foi removido com auxilio de sonda explo-
radora de ponta romba esterilizada. Cada sonda ex-
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ploradora foi imediatamente colocada em um tubo
estéril com PBS (solucao fosfatada tamponada) com
pH 7,0 e pérolas de vidro. As amostras coletadas
foram processadas em laboratério apds 2-3 horas
da coleta. A sonda exploradora foi vigorosamente
agitada antes de removida, e o tubo foi submetido

Cienc Odontol Bras 2004 abr./jun.; 7 (2): 30-40
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a agitacdo no vortex por 30 segundos para homo-
geneizar a amostra. Um volume de 0,1mL foi dis-
perso em dgar SB20 (sacarose bacitracina 20%)
(DAVEY & ROGERS?, 1984) modificado por
(AZEVEDO!, 1988). As placas de Petri foram in-
cubadas em microaerofilia, pelo método da vela,
por trés dias a 37° C. Para saliva, foram coletados
aproximadamente 2mL ndo estimulada dentro de
tubo de ensaio estéril contendo pérolas de vidro.
Estes foram agitados em vortex por 30 segundos
para homogeneizar as amostras de saliva. Estas
amostras foram submetidas a diluicdo decimal até
10° em solucdo salina esterilizada. Aliquotas de
0,1mL foram depositadas no centro de placas, con-
tendo o meio de dgar SB20, e espalhadas de forma
homogénea com auxilio de bastdo de vidro angula-
do e esterilizado. Em seguida, as placas foram in-
cubadas em microaerofilia, pelo método da vela, a
37°C por trés dias. Apds a incubacio foi realizada
a contagem de bactérias na forma de unidades for-
madoras de colonia (UFC).

Exame bacteriolégico

Ap6s a incubagdo, placas contendo coldnias de
estreptococos isolados de amostras de saliva e de
biofilme dentério foram observadas sob um micros-
copio estereoscopio, e todos os tipos de coldonias com
morfologias diferentes, até cinco coldnias por indi-
viduo, foram subcultivados para confirmar a presenga
de Streptococcus mutans ou Streptococcus sobrinus.
Estes subcultivos foram utilizados para obtencao de
cultura pura e posterior identificacio da espécie.

Foram isoladas 1280 coldnias do grupo mutans
(até cinco coldnias por individuo) onde 256 isola-
dos (128 de amostras de saliva e 128 isolados de
biofilme dentario) foram submetidas a diferencia-
¢do entre espécies de Streptococcus mutans e Strep-
tococcus sobrinus.

As amostras de Streptococcus mutans e Strep-
tococcus sobrinus foram identificadas por meio das
caracteristicas das coldonias em dgar sangue, esfre-
gacos corados pelo método de Gram e testes bio-
quimicos de fermentagdo de vinte tipos de carboi-
dratos ou polidlcoois diferentes sendo os principais
o0 manitol, o sorbitol, a melibiose e a rafinose; tes-
te de hidrdlise de arginina, teste de resisténcia a
bacitracina e producdo do peréxido de hidrogénio
e catalase (SKLAIR & KENEE??, 1974; QURESHI
et al. 2!, 1977, HAMADA & SLADES$, 1980;
DAVEY & ROGERS?, 1984).
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ExTtracAo b DNA CromossomaL E PCR
(REacAo EM CADEIA DA POLIMERASE)

DNA cromossomal foi extraido como descrito
por Kulkarni et al.', (1989). As células foram la-
vadas em tampao Tris 0,1 M, tratadas com lisozi-
ma, lisadas com 10% de SDS (dodecil sulfato de
sddio) e purificadas com fenol cloroférmio. O DNA
foi precipitado com acetato de sédio e etanol. Pri-
mers de oligonucleotideo GTFB-F 5° — ACTA-
CACTTTCGGGTGGCTTGG e GTFB-R 5°- CAG-
TATAAGCGCCAGTTTCATC foram utilizados
para amplificar 517 pb-fragmentos de DNA para a
seqiiéncia de gtfB de Streptococcus mutans, e pri-
mers GTFI - 5" GATAACTACCTGACAGCTGACT
e GTFI-R 5°- AAGCTGCCTTAAGGTAATCACT
foram utilizados para amplificar 712 pb de frag-
mentos de DNA na seqiiéncia g#fI para Streptococ-
cus sobrinus. A mistura de PCR foi a mesma usada
por OHO et al.’® (2000). O termociclador utilizado
foi 0 modelo Mastercy Cler Personal 5332, marca
eppendorff. As condi¢des para o PCR foram: des-
naturacgdo a 95°C por 30 segundos, seguida por ane-
lamento a 59°C por 30 segundos, e extensao a 72°C
por 1 minuto. Esta amplificagdo foi repetida por 30
ciclos. O ciclo final compreendeu 72°C por 5 mi-
nutos. Os produtos do PCR foram submetidos a ele-
troforese em gel de agarose 1,5%, com fixacdo de
brometo de etidio.

A determinacdo da especificidade e da sensibi-
lidade da PCR em relagdo a série bioquimica foi
realizada por meio de andlise estatistica segundo
Thorner & Remein? (1961). Foi realizado também
a média, desvio padrdo e a correlagdo por meio do
teste t (teste t de Student) entre os niveis de Strep-
tococcus na saliva das criancas e de suas respecti-
vas maes.

ResuLtapos

No exame odontoldgico das criancas foi obtido
o indice ceo igual a 2,5. Quanto ao CPOD aplicado
ao exame dental dos adultos, foi obtido o valor deste
indice igual a 19,08.

Todas as seis familias (22 pessoas) apresenta-
ram o grupo mutans na saliva e biofilme dentario
pela técnica da PCR e pelo perfil bioquimico. Strep-
tococcus mutans foi detectado no biofilme pela téc-
nica de PCR de 20 (90,9%) membros e nido foi en-
contrado em apenas duas (9,0%) pessoas, as quais
apresentaram Streptococcus sobrinus (Tabela 2).
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Na saliva, pela técnica do PCR foram identificadas
vinte (90,9%) pessoas com Streptococcus mutans
e trés (13,6%) pessoas com Streptococcus sobri-
nus. Um pai (familia 1) albergava Streptococcus
mutans e Streptococcus sobrinus em amostra de
saliva (técnica de PCR), ou seja, apresentou a ca-
vidade bucal multicolonizada (Tabela 2). Também
nesta mesma familia foi encontrado uma filha com
Streptococcus sobrinus na saliva pela técnica de
PCR (Quadrol).

Pelo perfil bioquimico foram identificados
Streptococcus mutans 81,82% (18) em amostras do
biofilme dentdrio e em 90,91% (20) amostras de
saliva. Streptococcus sobrinus foi detectado pela
técnica de cultivo em 18,18% (4) amostras de bio-
filme dentario e 2 (9,09%) amostras de saliva.

34

Na familia 6, foi observado pelo método de fe-
notipagem (Quadro 1) que o pai e um filho (I6)
apresentaram Streptococcus sobrinus no biofilme
dentdrio enquanto na saliva apresentaram Strepto-
coccus mutans. Apenas duas familias (2 e 4), pela
fenotipagem, apresentaram tanto na saliva quanto
na placa dental Streptococcus mutans, ou seja,
monocolonizados (Quadro 1).

Na Tabela 4 encontra-se a média, desvio padrao
e correlacdo de UFC/mL de estreptococos do gru-
po mutans na saliva dos filhos e de suas maes (79
pares mae-filho). A correlacdo entre o nimero de
UFC/mL de estreptococos do grupo mutans na sa-
liva das maes e filhos foi significante para o grupo
de criancas que apresentaram cdrie e foi ndo signi-
ficante para o grupo de criancas sem cadrie.

Cienc Odontol Bras 2004 abr./jun.; 7 (2): 30-40
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Quadro 1 -ldentificacao de Streptococcus do grupo mutans pela PCR e fenotipagem de amostras de placa

e saliva de 6 familias da cidade de Barretos (SP), 2003

i PCR CULTIVO
FAMILIA
PLACA DENTAL SALIVA PLACA DENTAL SALIVA
**P1 S. mutans S. sobrinus + S. mutans S. mutans S. sobrinus
*M1 S. mutans S. mutans S. mutans S. mutans
***Fq S. mutans S. mutans S. mutans S. mutans
i b S. mutans S. sobrinus S. mutans S. mutans
P2 S. mutans S. mutans S. mutans S. mutans
M2 S. mutans S. mutans S. mutans S. mutans
F2 S. mutans S. mutans S. mutans S. mutans
12 S. mutans S. mutans S. mutans S. mutans
P3 S. mutans S. sobrinus S. mutans S. sobrinus
M3 S. mutans S. mutans S. sobrinus S. mutans
E3 S. mutans S. mutans S. mutans S. mutans
P4 S. mutans S. mutans S. mutans S. mutans
M4 S. mutans S. mutans S. mutans S. mutans
F4 S. mutans S. mutans S. mutans S. mutans
P5 S. sobrinus S. mutans S. sobrinus S. mutans
M5 S. mutans S. mutans S. mutans S. mutans
F5 S. mutans S. mutans S. mutans S. mutans
15 S. mutans S. mutans S. mutans S. mutans
P6 S. sobrinus S. mutans S. sobrinus S. mutans
M6 S. mutans S. mutans S. mutans S. mutans
F6 S. mutans S. mutans S. mutans S. mutans
16 S. mutans S. mutans S. sobrinus S. mutans

*M-mae; ** P-pai; ***F-Filho; ****I-irmao.

Cienc Odontol Bras 2004 abr./jun.; 7 (2): 30-40
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Tabela 2 - Sensibilidade e especificidade dos testes da PCR em relacao a fenotipagem para deteccao de
Streptococcus mutans e Streptococcus sobrinus na placa dental e saliva de 6 familias da
cidade de Barretos (SP), 2003

Identificacao Placa Saliva
*S% *E% S% E%
S. mutans 100,00 66,67 95,00 50,00
S. sobrinus 50,00 100,00 100,00 95,00

*S: sensibilidade; *E: especificidade.

Tabela 3 - Média, desvio padrao e correlagcao entre contagem (ufc/mL de saliva) de Streptococcus do
grupo mutans em saliva de 79 criancas, na faixa etaria de 5 a 6 anos de idade e de suas maes

Pares: maes/filhos

Média tDesvio Padrao
log de UFC/mL

Coeficiente de
correlagao

Teste T

39 (criangas sem carie)

40 (criangas com carie)

79 criangas com e
sem carie (total)

M =1,4312+ 1,9383
F=2,9722+1,6814

M = 7,6513+3,7597
F=5,3202+2,7198

M=5,3414+3,8001
F=3,4003+2,9841

R=0,1520 NS

r=0,6077"*

r=0,7015**

0,935 NS

4,717

R=8,638"*

36

M= mades; F= filhos; NS= ndo significante, p> 0,05; ** significante, p< 0,01.
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FIGURA 1 - a) Amplifica¢do por PCR de gi#fB e e gtfl de seqiiéncias de DNA cromossdmico de cepas de Streptococcus do grupo mutans
isoladas da placa dental usando primers GTFB-R e GTFBI-F. Linhas: 1- M marcador de peso molecular de @174 digerido com Hae III; 2- S.
mutans CCT1910; 3- S. sobrinus ATCC 33478; 4- S. sobrinus de amostras de placa dental do pai da familia 6; 5- S. mutans de amostra de placa
dental da mde da familia 6; 6 e 7- S. mutans de amostra da placa dental do filho e irmdo da familia 6; b) amplificagdo por PCR de g#fB e e gtfl
de seqiiéncias de DNA cromossomico de cepas de Streptococcus do grupo mutans isoladas da saliva usando primers GTFB-R ¢ GTFBI-F.
Linhas: 1- M marcador de peso molecular de J174 digerido com Hae III; 2- S. mutans CCT1910; 3- S. sobrinus ATCC 33478. 4- S. mutans de
amostra de saliva do pai da familia 4; 5 e 6- S. mutans de amostra da saliva da mée e filho da familia 4.

Discussio

O indice CPOD dos pais das criangas sem ca-
rie foi alto (CPOD=19,08), bem semelhante ao re-
latado por (TOMITA et al.**, 1999), enquanto que
o indice ceo das criangas com cdrie foi de 2,5, e
também de acordo com o observado por (LEITE et
al. ', 1999). Este fato possivelmente tenha ocorri-
do porque a cidade de Barretos possui sistema de
abastecimento de dgua fluoretada e também por-
que as criangas sido submetidas a programas pre-
ventivos regularmente. Um efetivo programa para
prevenir ou diminuir a colonizacdo de microrga-
nismos do grupo mutans depende da identificacio
das fontes e do modo de transmissdo entre hospe-
deiros infectados e nao infectados. Neste estudo,
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Streptococcus mutans foi detectado em 72,7% (16)
amostras de biofilme e em 72,7% (16) amostras de
saliva de 18 membros de seis familias brasileiras.
Estes resultados sdo parecidos com o trabalho de
(PIMENTA et al. 2, 2001) realizado em Ribeirdo
Preto-SP, a 80 Km de Barretos, onde encontraram
oitenta (73 adultos e sete criancas) de 93 pessoas,
com uma freqiiéncia de Streptococcus mutans de
86,0%.

Azevedoet al.? (1998) detectaram uma preva-
1éncia de 52,9% de Streptococcus sobrinus enquan-
to que neste estudo 27,8% (5 pessoas) apresenta-
ram esta mesma espécie (quatro pais e uma filha)
(Tabela 2). Fatores do biofilme auxiliam na colo-
nizacdo de estreptococos do grupo mutans promo-
vendo um aumento do nimero destes microrganis-
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mos podendo induzir ao desenvolvimento da carie
(De SOET et al.®, 1989). Entre estes fatores inclu-
em a sintese de polissacarideos intra e extracelula-
res, producdo de dcidos e habilidade para sobrevi-
ver em ambiente com pH muito dcido (De SOET
et al. %, 1989). Experiéncias in vitro tém demons-
trado que Streptococcus sobrinus € mais acidogé-
nico e mais cariogé€nico que Streptococcus mutans
(BALAKRISHNAN et al.,* 2000). Estas caracte-
risticas podem influenciar na colonizacao de Strep-
tococcus mutans e Streptococcus sobrinus e isto
reflete a freqiiéncia de isolamento destes micror-
ganismos do biofilme e da saliva.

Van Houte et al.?” (1981) estudaram 85 crian-
¢as sem cdrie e 67 criangas com cdrie e seus pais.
Streptococcus mutans foi detectado em 59% das
criangas sem cdrie, em 96% das criancas com cdrie
e em 100% de suas maes. No presente trabalho fo-
ram identificadas Streptococcus mutans em 100%
das criancas sem cdrie, porcentagem bem diferente
da encontrada pelos autores anteriores e também
por (PARCKER et al. '?,1999).

Okada et al.'” (2002) verificaram prevaléncia de
Streptococcus mutans e Streptococcus sobrinus de
72,8% e 61,1%, respectivamente, onde 19 (24,7%)
foram positivos para Streptococcus mutans, dez
(13,0%) foram positivos para Streptococcus sobri-
nus, 37 (48,1%) foram positivos para ambas as es-
pécies e 11 (14,3%) foram negativos. Nao foi en-
contrada nenhuma amostra negativa para o grupo
mutans. Neste trabalho a prevaléncia de Streptococ-
cus sobrinus foi de dez (11,3%) e de Streptococcus
mutans de 77 (87,5%), um (1,13%) foi positivo para
ambas as espécies e também ndo foi encontrado
nenhuma amostra negativa para o grupo mutans.

Nos resultados apresentados na Tabela 3, para
as 79 criangas observou-se que o coeficiente de
correlacdo foi de r=0,7015, (p<0,01), ou seja, exis-
tiu uma correlag@o positiva entre o nimero de es-
treptococos do grupo mutans na saliva das maes e
seus respectivos filhos. Varios estudos indicaram
uma correlacdo entre os niveis de Streptococcus na
cavidade bucal das maes e seus filhos, e que a mae
ndo sO constitui a principal fonte do grupo mutans
para seu(s) filho(s), mas também que o nivel des-
ses Streptococcus pode implicar a extensao da co-
lonizacdo de suas criangas (AZEVEDO et al. 2,
1998). Considerando a faixa etdria das criancas,
neste estudo, e sabendo que tiveram oportunidade
de contactarem-se com diferentes tipos de pesso-
as, por um longo periodo de tempo, ndo pode ser a
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mae apontada como a tnica e ou principal fonte
dos microrganismos presentes na cavidade bucal,
ressaltando que a andlise qualitativa e quantitativa
do grupo mutans, em nivel de espécie, poderd ser-
vir com critério para selecionar medidas de preven-
¢do, tornando mais vidvel a relagdo custo beneficio
dos tratamentos preventivos.

Packer et al.' (1999) observaram Streprococ-
cus mutans em amostras de saliva de cinquenta cri-
ancgas e seus responsdveis o que concordou com 0s
resultados do presente trabalho onde foi verifica-
do Streptococcus do grupo mutans em todas as cri-
ancas e adultos.

Moss' (1998) relatou que os microrganismos
envolvidos no processo carioso nao sdo transitérios
na boca, mas pertencem a microbiota bucal autécto-
ne, a qual sobrevive por longos periodos de tempo
de forma harmoniosa com o hospedeiro. Assim, a
cérie pode ser explicada como resultante de altera-
¢des na homeostase de um sitio especifico da boca
conferindo vantagens ecoldgicas para a microbiota
cariogénica. Portanto, varios fatores explicam por-
que determinados individuos sdo mais resistentes do
que outros a carie, mesmo quando a dieta € seme-
lhante. Os estudos com familias e com gémeos tém
mostrado a importancia de fatores genéticos, o pro-
prio dente, a saliva, o biofilme dentdrio bem como a
viruléncia de cepas de Streptococcus mutans e Strep-
tococcus sobrinus influenciando o estabelecimento
do processo infeccioso. No caso das seis familias
estudadas, uma ou mais variaveis estdo interferindo
diretamente na microbiota bucal dos membros des-
tas familias. Isto pode explicar por que os pais com
alto CPOD podem ter filhos livres de cérie.

Emilson et al.” (1989) estudando a influéncia
da saliva sobre Streptococcus do grupo mutans ve-
rificaram que a agregacao de Streptococcus mutans
com a saliva estd correlacionada com uma baixa
prevaléncia de biofilme formado in vivo. Isto pode
explicar a auséncia de cdrie em criangas que tém
contato didrio com pais com altos indices CPODs.

A especificidade da PCR em relagcdo ao méto-
do de fenotipagem para amostras de placa dental
que continham Streptococcus mutans foi de 66,6%
e a sensibilidade de 100,0%, e para amostras de
saliva a sensibilidade foi de 95,0% e a especifici-
dade de 50,0%. A especificidade para deteccdo de
Streptococcus sobrinus para amostras de saliva foi
de 95,0% e de placa dental de 100,0%, enquanto
que a sensibilidade para amostras de saliva foi
100,0% e de placa dental foi 50,0% (Tabela 3).
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O PCR possui limites de detecg¢@o excelentes na
maior parte das situacdes, mas apenas uma quantida-
de diminuta da amostra € empregada no processo ti-
pico de amplificacdo. Assim, a aliquota utilizada pode
ndo conter 0 microrganismo alvo se esse estiver pre-
sente em baixas propor¢des (CORTELLI et al. 4,
2003). Por este motivo muitos autores submetem o
produto amplificado a um novo ciclo de amplificagao
aumentando a chance de detec¢@o do microrganismo
em estudo (ZAMBON & HARASZTHY?, 1995).

Baseado nos valores dos resultados da sensibi-
lidade e especificidade acima, pode-se afirmar que
as duas técnicas tém idénticas eficiéncias na de-
teccdo dos Streptococcus do grupo mutans.

Existiu correlacdo positiva entre o niimero de
Streptococcus do grupo mutans na saliva das maes
e seus respectivos filhos (r=0,7015, p< 0,01), su-
gerindo que uma redugdo do nimero de Strepto-
coccus do grupo mutans na saliva das maes pode
retardar a colonizacdo das criangas por estas bac-
térias por um longo periodo, podendo resultar na
diminui¢do da incidéncia de carie.

Em sadde publica € importante identificar o
agente causador da doenca, a ecologia do biofilme
e a rota de sua transmissdo. O método do PCR
(PCR-multiplex) mostrou, com este trabalho, ser
mais uma ferramenta na identificaciao do estrepto-
cocos do grupo mutans.

ABSTRACT

Streptococcus species was isolated, identified and counted in 79 saliva and dental plaques of six families in the
city of Barretos. These species are related to human carie, a worldwide public health issue. Samples of family
members dental plaque and saliva were spread in SB20 (sucrose bacitracin) culture. Petri dishes were incubated
in microaerofilia at 37°C for 3 days. Samples of Streptococcus mutans and Streptococcus sobrinus were identified
by means of blood agar colony characteristics, Gram-stained smear, and biochemical tests. Polymerase chain
reaction (PCR) was accomplished with primers for glucosyltransferase gene magnification. All families (22 peo-
ple) presented the mutans group in saliva and dental plaque. Streptococcus mutans was detected (PCR method) in
dental plaque of 20 (90.9%) members and was not find in 2 (9.0%) people. Streptococcus sobrinus was found
(PCR method) in saliva of 3 (13.6%) members and in dental plaque of 2 (9.0%) people. In conclusion, the PCR
method (PCR multiplex) might be a tool for identification of estreptococos mutans group. It might also be useful
in studying such microorganism intrafamilial transmission. PCR specificity as to cultivation method for Strepto-
coccus mutans samples of dental plaque was 66.67% and sensibility was 100%. For saliva samples, sensibility
was 95% and specificity was 50%. Streptococcus sobrinus detection specificity in saliva was 95% and in dental
plaque was 100%. Sensibility for saliva samples was 100% and for dental plaque samples, it was 50%. Also, it
has been observed a positive correlation between number of Streptrococcus mutans in mother saliva and children

(r=0.7015, p<0.01).
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