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Introducéo

Entre as bactérias orais, os Streptococcus mutans (SM) foram identificados como o agente
etiolégico primario associado com a iniciagdo das cdries dentarias em seres humanosl. Estudos
demonstraram que a cavidade oral abriga uma diversidade genotipica de SM na saliva e biofilme dental2.
Essa variedade genotipica ocasionaria caracteristicas diferentes de viruléncia, o que poderia aumentar a
capacidade deste microrganismo de colonizar a cavidade oral3. A clorexidina (CHX) é um agente de largo
espectro antimicrobiano.O seu mecanismo de a¢do é baseado na atracdo idnica entre esta e a membrana
celular bacteriana. Em haixas concentrac@es, o efeito bacteriostatico é baseado no distdrbio das funcdes
das células bacterianas e em alta concentragdo tem a capacidade de desorganizar o metabolismo
bacteriano (precipitacdo e coagulagdo de proteinas) o que Ihe confere um potencial bactericida5. Logo, A
CHX utilizada em diferentes concentragdes € eficiente para reduzir os niveis de contagem de SM na
saliva6. Entretanto, pouco se sabe sobre a acdo da mesma em relacdo a variagcdo genotipica destes
microorganismos.

Objetivo

Avaliar a diversidade genotipica de Streptococcus mutans apds tratamento intensivo com
clorexidina.

Metodologia

Ap6s ser aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da FOP-UNICAMP (Protocolo 039/2006).
A saliva estimulada de 3 voluntarios adultos com fluxo salivar normal foi coletada antes e ap6s 1, 7, 14,
21 e 28 dias da aplicagdo do gel de CHX 1% nos voluntarios por 2 dias consecutivos. Em cada dia,
realizou-se 3 aplicagdes do gel utilizando moldeiras descartaveis por 5 minutos com intervalos de 5
minutos entre as aplicacdes. Para a anlise microbioldgica, a saliva foi diluida serialmente e dispensada
em meio especifico para a determinacdo de SM. As unidades formadoras de colénias (UFC) foram
contadas e os resultados expressos em UFC/mL de saliva. Oito cepas de SM foram isoladas em cada
tempo e armazenadas em em Skim milk a -20°C para posterior andlise genotipica. Para a extracéo e
purificagdo do DNA dos isolados foi utilizado o kit de purificacdo de DNA-MasterPure® (EPICENTRE
Technologies, Madison, Wis. - EPIC-MCD85201), seguindo-se as orienta¢bes do fabricante. Para a
confirmagdo molecular de S. mutans dos isolados foi realizada reacdo da polimerase em cadeia (PCR)
com primers espécie-especificos?, desenhados para amplificar a regido do gene da gtfB: 5'-
ACTACACTTTCGGGTGGCTTGG-3" e 5-CAGTATAAGCGCCAGTTTCATC-3'. A reacdo de polimerase
em cadeia com “primers’ arbitrarios (AP-PCR) foi realizada com “primer” OPA-02, j& que 0 mesmo
apresenta melhor poder discriminatério de S. mutans, segundo Li & Caufield8 de seqiiéncia 5'-
TGCCGAGCTG-3". Os fragmentos amplificados foram separados por eletroforese em gel de agarose
1,5% com tampéo de corrida de Tris-Borato-EDTA9. Em cada gel, foi incluido um padrdo de peso
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molecular de 250 pb (DNA ladder; INVITROGEN - Life Technology do Brasil). Apds o término de cada
corrida, o gel foi corado com brometo de etidio a 0,5 mL/mL (INVITROGEN - Life Technology do Brasil)
por dez minutos. As imagens (bandas) foram capturadas com um sistema de imagens digital (Alpha IS-
200; Innotech Corp., San Leandro, Calif). A documentagéo fotografica dos géis foi elaborada em um
sistema de imagem digital e analisada por um programa de computador, para a determinacdo da
mobilidade relativa de cada banda. Os perfis de amplificacdo observados foram considerados similares
ou iguais quando a maior parte das bandas era idéntica (padrdes = 99% das bandas iguais), ao serem
analisadas visualmente por um Unico examinador. Para os dados de contagem na saliva, foi realizada a
analise de variancia (ANOVA), seguido pelo teste de Dunnet considerando os voluntarios como blocos
estatisticos, com p fixado a 5% utilizando o software SPSS 12.0.

Resultados e Discussao

As contagens (media £ DP) de SM no baseline, 1, 7, 14, 21 e 28 dias foram respectivamente:
67,5 + 94,8x104; 0,15 + 0,17x104; 0,21 + 0,15x104; 0,94 + 0,68x104; 2,69 + 3,16x104; 4,26 + 6,27x104.
O tratamento com CHX foi capaz de reduzir as contagens de SM mesmo ap6s 28 dias da aplicagdo do
gel (p<0.05). Este resultado também foi obtido por Lakade10 e colaboradores que em 2014 constataram
que o bochecho com Clorexidina a 0,2% por 1 min durante 15 dias, com frequéncia de duas vezes ao dia,
reduziu significativamente a contagem de SM. Assim como, Wanl1 e colaboradores que em seu estudo
envolvendo bebés de 10 meses de idade, averiguaram que a escovacdo semanal com o0 gel de
clorexidina a 2% reduz a contagem de SM com contagens iniciais de <300 UFC / mL pelo periodo de 3
meses. Neste estudo, 0s genétipos encontrados no baseline foram igualmente encontrados nos outros
periodos de avaliagdo (Tabela 1). Esta analise envolvendo a agdo da clorexidina em relagdo a
diversidade genotipica do SM ¢é algo inédito na literatura. No entanto, encontram-se outros estudos
envolvendo a diversidade genotipica do SM, porém, abordando outras intervengdes. Damé-Texeiral2 e
colaboradores, em 2014, analisaram a diversidade genotipica antes e ap6s a remogao parcial da carie de
dentina e observaram que apds o experimento esta foi reduzida. Por sua vez, Arthur3 e colaboradores
observaram que biofimes formados sob condicdo de alto desafio cariogénico podem apresentar
genétipos de S. mutans mais acidUricos e mais acidogénicos.

Tabela 1. Genotipos de Streptococcus mutans (%) presentes na saliva estimulada antes (baseline) e ap6s
aplicagdo do gel de CHX 1% (n=3).

Dias ap0s aplicagdo de CHX
Voluntario Baseline 1 7 14 21 28
1 A (100) A (@00) A (00 A @oo) A (1000 A (100
2 B (62,5 B ooy B (50) B (375 B (375 B (100

C (375) C (50 C (625 C (625)
3 D (75) D (5) D 625 D (50 D (375 D (62,5)
E (25) E (25) E 375 E (50) E (625 E 375)

A designacao de gendtipos por letras (A, B, C, etc) s6 é valida dentro de cada voluntario.

Conclusao

Anais da JAO. Volume 2, NUmero 2. Teresina: UFPI, 2014.



E Jornada Académica de
Odontologia da UFPI

23 a 25 de OUTUBRO

ANAIS ELETRONICOS DA 12 @ JORNADA ACADEMICA DE ODONTOLOGIA DA UFP
ISSN 2318-616X

Os resultados confirmam que o gel de CHX reduz os niveis salivares de SM, mas,

aparentemente, ndo altera sua diversidade genotipica.
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