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Resumo

Streptococcus mutans sdo freqiientemente isolados do biofilme dentdrio e de lesdes cariosas, encontrados em praticamente
todos os individuos com alta, média, até baixa prevaléncia de carie. Porém a simples detec¢do destes microrganismos
ndo justifica o desenvolvimento da doenca. A existéncia de grande diversidade genotipica nas espécies de S. mutans
pode resultar na colonizacdo da cavidade bucal por cepas com diferentes caracteristicas de viruléncia. Os objetivos
desse estudo foram avaliar a freqii€ncia dos sorotipos c, e e fe os genes para as mutacinas I, I, Il e [V pela reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) dos S. mutans isolados de pré-escolares sem e com histéria de cdrie dentdria. O sorotipo
¢ foi 0 mais predominante (80%). A infec¢@o mista (c e f) foi evidenciada em 20% dos pré-escolares com cdrie. Todos
os isolados de S. mutans foram negativos para os genes das mutacinas I/III. No grupo livre de carie, 60% dos isolados
foram positivos para o gene da mutacina Il e 40% para o da mutacina I'V. Por outro lado, 80% e 70% dos pré-escolares
com cdrie mostraram genétipos positivos para os genes das mutacina II e IV, respectivamente. Foi observada a relagdo
positiva entre sorotipo e presenca dos genes para as mutacinas II/IV nos pré-escolares com cdrie dentdria (r = 0,69, P <
0,05). Esses resultados sugerem que multiplos sorotipos e presenca dos genes para mutacinas II/IV estdo relacionados
com a cariogenicidade de S. mutans.
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INTRODUGAO manos e fatores de viruléncia tais como a composi¢ao

de sua superficie celular (sorotipo) e a produgao de

O Streptococcus mutans (SM) € considerado o bacteriocinas (mutacinas) tém sido investigados em
principal agente etioldgico da carie dentdria em hu- relagdo a sua cariogenicidade.
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Linhagens de S. mutans sao classificadas dentro de
trés sorotipos (¢, e e f) e a especificidade sorolégica é
definida pelo polissacarideo ramnose-glicose (RGP)
presente em sua parede celular.!* A maioria dos indi-
viduos € colonizada com somente um sorotipo de S.
mutans. De acordo com Loesche' (1986), mudltiplos
sorotipos podem ser evidenciados em 10-20% dos
individuos na maioria das popula¢des independente de
idade, pafs, local de coleta da amostra ou isolamento
e procedimento de sorotipagem. Suspeita-se que o
sorotipo ¢ deva ser o progenitor dos outros soroti-
pos. As linhagens com sorotipo e e f devem ter sido
originadas a partir de uma mutacio pontual no loco
determinante do sorotipo ¢ ou uma dele¢do de uma
por¢ao deste loco.’

O papel das mutacinas in vivo ainda ndo est4 claro,
entretanto a atividade antimicrobiana destas substancias
deve conferir uma vantagem ecoldgica para a produgio
de linhagens na comunidade bacteriana assim como no
biofilme dentdrio* e pode também ser importante para
o estabelecimento de S. mutans in vivo.>®

A classificag@o das linhagens produtoras de muta-
cina baseadas na sua atividade bactericida, sensibili-
dade para outras ou para a propria mutacina produzida
e presenca de plasmidios, divide as mutacinas em
quatro tipos I, II, IIT e TV. 223 Os genes estruturais
dos prepropeptideos de mutacinas I, I, [l e IV (mutA)
foram seqiienciados. 20:21:22

A capacidade de produg¢do de mutacina pode
favorecer a instalagc@o e colonizagdo de S. mutans no
biofilme dentdrio aumentando o risco de cérie.® Mas
Alaluusua et al. ' (1991) e Longo et al. '* (2003) nao
encontraram associacdo entre atividade mutacinica e
o ndamero de S. mutans ou a incidéncia de carie, en-
tretanto, Fabio et al. > (1987) mostraram associacdo
positiva entre as propor¢des de S. mutans com o total
de estreptococos bucais e o potencial mutacinico.
Adicionalmente, Kamiya et al'® (2005) demonstra-
ram produg¢do distinta de mutacinas entre S. mutans
isolados de individuos adultos livres de cirie e com
cdrie ativa.

As mutacinas podem apresentar um importante
papel biol6gico na regulagdo e composi¢ao do biofilme
dental, tanto na atividade de sinergismo ou antagonis-
mo, sugerindo que o largo espectro de mutacinas pode
ser mais importante na colonizag¢do e estabilizacdo
das espécies cariogénicas, mantendo e estabelecendo
nichos e atividade microbiana altamente complexa.'’
Talvez esse componente explique por que uma vez
que S. mutans tornem-se estabelecidos, eles sdo difi-
cilmente eliminados da microbiota bucal.'
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Estudos sobre a correlagdo dos fatores de vi-
ruléncia de SM e a diversidade das espécies sdo
fundamentais para entender a colonizagdo de dife-
rentes gendtipos no mesmo individuo e a expressdo
de caracteristicas que podem ou ndo influenciar sua
viruléncia e capacidade de sobreviver em diferentes
condi¢Ges ambientais.!’

O objetivo desta pesquisa foi caracterizar isolados
de Streptococcus mutans quanto ao sorotipo especifi-
co, genes codificadores de mutacinas em pré-escolares
com diferentes experiéncias de carie dentdria.

MaTeriais E MeTODOS

Populacao de estudo

A populagdo de estudo consistiu de 20 pré-
escolares de 4 e 5 anos de idade, pertencente a 11
Centros de Educacdo Infantil (CEMEIs) da cidade
de Londrina-PR.

Este projeto foi submetido a avaliagdo do Comité
de Etica em Pesquisa da Universidade Norte do Pa-
rand, PR (UNOPAR) e & apreciacio da Secretaria de
Educacao de Londrina,PR. Os responséveis legais dos
pré-escolares foram esclarecidos sobre a natureza do
trabalho e também sobre a necessidade da obtengdo
de uma autorizacao, de acordo com o Cédigo de Etica
Profissional e orienta¢des contidas na Resolucdo 196
de 10 de outubro de 1996, do Conselho Nacional de
Satde, para pesquisas envolvendo seres humanos.
Apés explicacdo a respeito dos riscos e beneficios
dos procedimentos, todos os envolvidos assinaram
um termo de consentimento livre e esclarecido au-
torizando, portanto, a realizagdo do exame bucal e
coleta de saliva.

O exame das condic¢des bucais foi baseado na
experiéncia de cérie dentdria, seguindo os critérios
definidos pela Organizagdo Mundial de Satide.** Os
exames foram conduzidos por um tnico examina-
dor, sob luz natural em condi¢des ambientes, com o
auxilio de espelho clinico e sonda para remocdo de
detritos.

Os participantes foram recrutados com base nos
seguintes critérios: 1) residir em drea com nivel 6timo
de fldor na 4gua, 2) nio possuir doenca sistémica e
3) nao ter usado medicagdo num periodo de 15 dias
antes do estudo e foram agrupados de acordo com sua
experiéncia de cdrie em: aqueles que apresentaram
ceo-d= 0 foram classificadas como livres de cérie e
ceo-d maior ou igual a 1 como tendo experiéncia da
doenca.
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Coleta da amostra

Esta populagao de estudo foi submetida a coleta
de saliva, estimulando-a por 1 minuto com pelicula
de parafina e coletada pelo método da espatula de
madeira, descrito por Kohler e Bratthall ' (1979).
Semeou-se a saliva em superficie de dgar mitis saliva-
rius bacitracina® e incubada em estufa a 37° C, durante
48 horas. Com auxilio de microscopio estereoscopico
(Carl Zeiss do Brasil, Sdo Paulo, SP), foram retiradas
10 coldnias suspeitas de pertencerem aos estreptoco-
cos do grupo mutans (S. mutans). Cada colonia foi
transferida para um microtubo contendo meio BHI e
incubada por 24h em jarras de anaerobiose.

As células bacterianas crescidas em meio BHI fo-
ram lavadas e fervidas por 10 min. em tampao TE (tris-
HCI1 10mM; EDTA 1 mM pH 8.0). O sobrenadande foi
utilizado para a identificagdo pela reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) com primers que flanqueiam o gene
da Glicosiltransferase (GTFB-F e GTFB-R - 517 pb)
descritos previamente por Oho et al."” (2000). Uma
linhagem de referéncia (ATCC 25175) foi usada como
controle positivo de S. mutans e dgua destilada foi
utilizada como controle negativo da PCR.

Analise molecular dos genes envolvidos na
biossintese de polissacarideos especifico para
sorotipo de S. mutans

Foram avaliados 200 isolados clinicos e uma
linhagem de referéncia de S. mutans quanto aos soro-
tipos ¢, e e f. Os primers especificos para os sorotipos
utilizados foram os descritos por Shibata et al.* (2003)
e estdo apresentados na Tabela 1.

As condi¢des da PCR multiplex especifica para os
sorotipos ¢, e e f consistiram de 0,2 mM de cada de-
soxirribonucleosideo trifosfatado, 10 mM do Tampao
(pH8,0), 2mM MgCl2, 1U de Taq DNA polimerase,
0,5 UM de cada primer e 1uL de amostra de DNA.
Ap6s a desnaturagdo a 94°C por 5 min, um total de
35 ciclos foi realizado; cada ciclo consistiu por 15s
de desnaturacdo a 96°C, 30s de pareamento a 61°C
e 1 min de extensdo a 72°C, seguido de um ciclo
de extensdo a 72°C por 5 min. Os amplicons foram
separados pela eletroforese em gel de agarose (1%).
O gel foi corado com brometo de etideo, visualizado
por meio da luz ultravioleta e fotografado com camera
digital Nikon 5S.

Analise molecular dos genes
envolvidos na producao de mutacinas
pelo S. mutans

Primers homologos aos genes mutA codifica-
dores do tipos I, II, III e IV de mutacinas foram
utilizados os descritos no GenBank (http://www.
ncbi.nlm.nih.gov) como mostrado na Tabela 2. Cada
mistura da PCR (10uL) consistiu de tampao (1x)
com MgCl, 7mM, 200 pmol de cada primer, 1U
Taq DNA polimerase e 50 ng de amostra de DNA.
Apos a desnaturacao a 94°C por 5 min, as condi¢des
da PCR incluirram 30 ciclos de desnaturagdo a 92°C
por 30s, pareamento a 55°C por 30 s, extensdo a
72°C por 1 min, e extensdo final a 72°C por Smin.
Os amplicons foram separados pela eletroforese em
gel de agarose (1%). O gel foi corado com brometo
de etideo, visualizado por meio da luz ultravioleta e
fotografado com camera digital Nikon 58S.

Tabela 1 - Primers para PCR especifica para os sorotipos c, e e f de S. mutans.

Primer Sequéncia (5’ a 3) pb* Referéncia
SC-F CGG AGT GCT TTT TAC AAG TGC TGG

727 Shibata et al. 2 (2003)
SC-R AAC CAC GGC CAG CAA ACC CTT TAT
SE-F CCT GCT TTT CAA GTA CCT TTC GCC

517 Shibata et al. 23 (2003)
SE-R CTG CTT GCC AAG CCC TAC TAG AAA
SF-F CCC ACA ATT GGC TTC AAG AGG AGA

316 Shibata et al. 2% (2003)
SF-R TGC GAA ACC ATA AGC ATA GCG AGG

* pb - tamanho do fragmento em pares de base
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Tabela 2 - Primers para PCR especifica para os genes mutacinas l/lll, Il e IV de S. mutans.

Primer Sequéncia (5" a 3’) pb* Referéncia
Mut I/11I-F AGTTTCAATAGTTACTGTTGC

750/450 Qi et al.  (1999)
Mut I/11I-R GCCAAACGGAGTTGATCTCGT
Mut II-F AACGCAGTAGTTTCTTTGAA

444 Novak et al. & (1994)
Mut 1I-R TTCCGGTAAGTACATAGTGC
Mut IV-F ATGGGATATTTAAAGGGAAA

1344 Qi et al. 22 (2001)
Mut IV-R TCAGAGCAGCTACAAAAACT

* pb - tamanho do fragmento em pares de base

Procedimentos Estatisticos

Os dados obtidos foram tratados estatisticamente
pela utilizacdo do pacote estatistico SPSS (Statistical
Package for the Social Sciences) versao 15 — (correla-
¢do de Pearson ou Spearman, teste de Qui-quadrado)
e correlacionados com a experiéncia de carie dos
pré-escolares. O nivel de significincia utilizado foi
p<0,5.

REesuLTADOS

A amplificag@o do gene gtfB foi obtida para todos
0s 200 isolados de S. mutans dos pré-escolares e para
a linhagem de referéncia de S. mutans ATCC 25175.

A totalidade dos isolados dos pré-escolares sem
cérie apresentavam apenas o sorotipo ¢ (Tabela 3),
enquanto que dois de 10 (20%) isolados dos pré-esco-
lares com histdria de cdrie tinham ambos os sorotipos
c e f (Tabela 4). O sorotipo e nao foi identificado nas
amostras analisadas. Os produtos da amplificagdo por
meio da PCR para os sorotipos c e f podem ser vistos
na Figura 1.

M 2l1cl 21c2 21c¢3 21c4 21c5 21c6 21¢7 21c¢8 21c9 21c10 4cl 4c2 4¢3

No grupo livre de carie, a PCR com o primer para
o gene da mutacina IV revelou que quatro de 10 (40%)
linhagens foram positivas para esta mutacina e seis de
10 (60%) dos isolados apresentaram os genes para a
mutacina II (Tabela 3).

A PCR para o gene da mutacina II mostrou que
oito de 10 (80%) linhagens foram positivas no grupo
dos pré-escolares com histéria de cérie, e os amplicons
da mutacina IV revelou que sete das 10 (70%) linha-
gens abrigavam esses genes (Tabela 4). Entretanto, ndo
foram identificadas diferencas significantes no nimero
de linhagens positivas que abrigavam os genes para as
mutacinas II e IV quando se comparou os isolados de
S. mutans nos grupos livre de carie e com histdria desta
doenga. A figura 2 mostra a eletroforese dos produtos
amplificados para os genes das mutacinas Il e IV.

Nenhum isolado de S. mutans dos pré-escolares apre-
sentou os genes para as mutacinas I e III (Tabelas 3 e 4).

Correlagdo positiva foi encontrada no niimero de
linhagens positivas que carregavam os genes para as
mutacinas II e IV e o sorotipo nos pré-escolares com
histdria de cérie (r=0,699, P < 0,05). Nas criancas livres
do ataque de cérie este resultado nao foi observado.

M 11c2 11¢3 11c4 11c5 11c6 11c7 No 4cl  4c2 4¢3 6C2

Figura 1 — Eletroforese em gel de agarose dos produtos amplificados pela
PCR para os sorotipos de antigenicidade c e f dos isolados de S. mutans.
As setas mostram bandas referentes ao sorotipo ¢ do S. mutans (727 pb) e
para o sorotipo /(316 pb). M = Marcador de peso molecular (DNA Ladder
50 pb, Life Technologies-Gibco).
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Figura 2 — Eletroforese em gel de agarose dos produtos amplificados pela
PCR para os genes das mutacinas 11 (444 pb) e IV (1344pb). M = Marcador
de peso molecular (DNA Ladder 250 pb, Life Technologies-Gibco).
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Tabela 3 - Deteccgao dos genes para as mutacinas I/l Il e IV por meio da PCR em 10 linhagens isoladas de S.
mutans de pré-escolares livres de cérie

Isolado de PCR para PCR para PCR para PCR para
S. mutans Mutacina Il Mutacina IV mutacina I/l Sorotipo

4 + - - @
6
14
15
16
5
6° - - -
19 - - -
22 - - -
11 - - -
Total (n = 10) 6 4 0

+ o

B odp 42 db 4

'
O O O O O O O o O

Tabela 4 - Deteccao dos genes para as mutacinas I/lll, Il e IV por meio da PCR em 10 linhagens isoladas de S.
mutans de pré-escolares com carie

Isolado de PCR para PCR para PCR para PCR para
S. mutans Mutacina Il Mutacina IV mutacina I/lll Sorotipo
2 = - = c
11 + + - ©
20 + + = ©
21 - - - cef
11 + + = ©
12 i + = c
23 + = = cef
29 + + = @
1 + + = c
4 i + = c
Total (n = 10) 8 7 0
DiscussAo auséncia do sorotipo e. Vale ressaltar que a infeccéo
mista (sorotipos c e f) foi encontrada em linhagens
Estudos da biodiversidade de espécies cario-  isoladas de S. mutans em pré-escolares com carie

génicas podem ser promissores, principalmente se dentdria. Estes resultados estdo de acordo com os
associados as andalises dos fatores de viruléncia e obtidos por Shibata et al.?* (2003) que encontraram
patogenicidade dos principais agente etiol6gicos da  que a experiéncia de cdrie no grupo com infec¢@o por
cédrie dental, visto que diferentes genétipos em um  multiplos sorotipos de S. mutans foi significantemente
mesmo individuo podem variar na expressdo das maior do que nos grupos com monoinfeccgao.
caracteristicas patogénicas.!?*! Em fung¢@o de que a producio de mutacina pelo S.
A maioria dos individuos € colonizada com so- mutans pode favorecer sua instalagdo, sua colonizagio
mente um sorotipo. Miiltiplos sorotipos podem ser € aumentar o risco de cdrie 8, foi investigado nesta
evidenciados em 10-20% dos individuos na maioria ~ pesquisa a freqiiéncia dos genes para mutacinas em
das populagdes.” linhagens de S. mutans isoladas de pré-escolares com
Os achados do presente estudo mostraram pre-  diferentes experiéncias de cérie dentdria. Foi consta-
dominancia do sorotipo ¢, seguida do sorotipo fe  tado que as linhagens de S. mutans isoladas de pré-
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escolares com histdria de cdrie apresentaram maiores
freqiiéncias de detec¢@o dos genes para mutacinas 11
e IV quando comparada as linhagens recuperadas de
pré-escolares livres desta doencga.

Qi et al 22 (2001) pesquisaram isolados clinico de
S. mutans para a presenga do gene para a mutacina IV
por meio da PCR e encontraram >50% de resultados
positivos. Estes autores ainda sugerem que a mutacina
IV seria produzida por células planctonicas, na saliva e
este fato deve contribuir para que o S. mutans elimine
os colonizadores primarios da superficie do dente e
estabelecga sua prépria populacio.

Kamiya et al. '° (2005) encontraram que linhagens
de S. mutans removidos de individuos cérie-ativos,
mostraram maior freqiiéncia de deteccdo de mutacina
IV do que os S. mutans retirados de individuos livres
de cdrie. Contudo ndo evidenciaram a presenga do
gene para a mutacina II nos dois grupos estudados.
Longo, Mattos-Graner e Mayer '* (2003) analisaram
19 linhagens isoladas de criancas e encontraram
somente uma linhagem que mostrou um amplicon
homdlogo ao gene para mutacina II.

Ainda no presente estudo, nio foi identificado
os genes para as mutacinas [ e III em nenhum dos
dois grupos, o que também ocorreu nos achados de
Longo, Mattos-Graner ¢ Mayer '*(2003), diferen-
temente dos resultados encontrados por Kamiya
et al. 1° (2005) que demonstraram amplifica¢Ges
correspondentes aos genes para a mutacina I/III no
grupo cdrie-ativo.

Diferentes mutacinas podem servir a diferentes
propdsitos durante o processo de colonizagdo do S.
mutans. A mutacina IV parece ser importante na fase
inicial de colonizagdo, eliminando os colonizadores
primdrios os S. sanguinis, ji que seu espectro anti-
microbiano € especifico contra essas espécies. Apos
o estabelecimento do S. mutans na superficie dental,
inicia a sintese de mutacina I, pelas células do bio-
filme, agindo na inibicdo de competidores potenciais
de diversas espécies. O espectro antimicrobiano da
mutacina IV € especificamente contra membros do
grupo mitis de estreptococos bucais.??

Estudos sugerem que a alta complexidade da mi-
crobiota bucal, como a que € encontrada nos individuos
cdrie-ativos ' € causada pelos S. mutans que apresen-
tam alta freqiiéncia do gene para mutacina IV e um
amplo espectro de mutacinas, tais como Il e Il podendo
tornar-se prevalente na maioria dos sitios bucais.

CoNcLusAO

Os resultados mostraram que as linhagens isoladas
de S. mutans de pré-escolares com histéria de cérie
apresentaram multiplos sorotipos (c e f) e maior pro-
porcao dos genes para as mutacinas II e IV, havendo
correlacdo positiva entre o nimero de linhagens po-
sitivas que abrigavam os genes para estas mutacinas
e o sorotipo nos pré-escolares com cdrie (r = 0,699,
P <0,05). Nas criangas livres do ataque de cérie este
resultado ndo foi observado.

ABSTRACT

Streptococcus mutans are frequently isolated from the dental biofilm and from lesions of caries. They are found in almost
all individuals with high, medium, and even low caries experience. However, the simple detection of such microorganisms
doesn’t justify dental caries development. The existence of high genotypic diversity in S. mutans species may result in the
colonization of the oral cavity by strains with different virulence characteristics. The aims of this study were to evaluate
the frequency of serotypes c, e and f and to detect genes encoding mutacin types I, II, III and IV by polymerase chain
reaction (PCR) in a total of 200 S. mutans genotypes isolated from preschool children with and without dental caries.
The serotype ¢ was the most frequent (80%). The mixed infection (c and f) was observed in 20% of the preschools with
caries. All tested S. mutans isolates were negative for mutacins I and III. In the caries-free group, 60% of the isolates
were positive for mutacin II and 40% for mutacin I'V. On the other hand, 80% and 70% of the preschool children with
caries showed positive genotypes for the mutacins II and IV, respectively. A positive correlation (r = 0.69) between sero-
types and mutacins II/IV was observed in the preschool children with dental caries These results suggest that multiples
serotypes and presence of genes encoding mutacin II/IV are related to the S.mutans cariogenicity.

UNITERMS

Streptococcus mutans; serotype; mutacin; dental caries; Polymerase chain reaction; preschool children.
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