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INTRODUCKD

A questao fundamental de estudos atuais tem si
do determinar at€ que ponto técnicas serclfgicas possam ser u
titizadas em estudos de microrganismos orais. Estudos realiza
dos através de reagoes de aglutinagao (GRUBER & DURHAM, 1896)
demonstraram que a celula bactetiana continha muitas estrutu~
ras que podiam atuar como antigencs. Mais precisamente, o pro
blema consistia em se determinar no "mosaico® de antigeno, um
ou mais antigenos que podiam ser demonstrados em cepas classi
ficadas como por exemplo 8. mutans, mas ndo em outras bacté-
rias. Posteriormente, estudos levados a efeito por ZINNER et

atl, 1965a; JABLON & ZINNER,. 19b6; GIBBONS et al, 1966 demons-
traram que antissoros contra cepas de S. mutfans sao capazes
de reacao cruzada com cepas heterblogas em estudos de imunodi
fusao,

Nos Ultimos anos tem-se observado a publicagao
de pesquisas que ampiiaram ¢ conhecimento sobre a ciassifica-

cio, ecologia e significado biologico de estreptococos de pla

ca dentaria, Para se determinar a presenca desses componentes



associados ao desenvolvimento da carie dentiria, particularmen
te a classificagao, fdentificacdo e caracterizacao desses mi-
crorganismos, meétodos serologicos tem sido de grande valia {BRA
THALL, 1970, 1972; COYKENDALL , 1974),

Desde qua as bactérias est3o envolvidas no apa-
recimente da carie, parece claro que seu infcio e evolugdo de-
vem ser determinados por uma interrelacac parasito;hospedeiro.
Dessa forma, o conhecimente dos principais fatores relaciona-
dos ao binomio parasita-hospedeirc devem ser preliminarmente
determinados antes de se iniciar experimentacoes de natureza
clinica.

Estudos preliminares levados a efeito por H6~
FLING {1981), atraves da analise de antissoros obtidos contra
Streplocoecus sangudls em reagao com antigenos de suspensoes bac
terianas em agua, salina, segundo Réntz & Randall, em &cido a-
cético & segundo Lancefield, das especies 8. sangudls, S.mutans ,
§. faecalis, S. milis e S. salivarius, demonstraraﬁ que 0 &x-
tratos obtidos segundo Rantz & Rénda1¥ parecem ser mais adequa
dos, quando comparados com 0s demais antigenos obtidos.

Neste trabalho nos procuramos analisar as prin-
cipais espécies de estreptococos de placea dentaria sob o ponto
de vista seroldgico com ¢ objetivo de contribuir para os estu-
dos de tdentificacae, caracterizacao e classificagao de micror
ganismos orais, particularmente associados ap mecanismo de ca-
rie dentaria.

A analise de antissoros obtidos contra osmicror
ganismos 8. sanguis, 5. mufans, 3. 5aéca££5, S, milis e S. sa-
Pivanius, em reacao com 035 antigenos bacterianos obtidos dessas
especies, foi efetuads atrévés de reacbes seroldgicas, Com &n-

Fase, a um estudo das relacoOes de afinidade serolbgica entre

e5%4as espécies.
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REVISAD "DA LITERATURA

A composicao microbiana da placa dentiria tem
sido amplamente estudada po} ser considerada o principal fa-
tor etioldgico nas duas maiores doengas, a carie dentaria e a
doenca pericdontal (HARDIE & BOWDEN, 1975, THEILADE & THEILA-
DE, 1976). 0s estreptococos tem chamado a atengac dos pesqui-
sadores como um patdgenc especifico na carie dentaria. Os E4-
frepltococos mufansd mostraram-se indutores de carie em animais
e ha também bastante evidencias dessa espécie estay associada
a2 carie dentdria em humanos, 0 que se pode observar na exaus-
tiva literatura a respeito. Outras especies de estreptococos.
nresentes na boca tem recebido menor atengaonos recentes anos
ambora, muitas dessas especies tem sido vistas presentes en
sérias infeccbes sistémicas como a endocardite.

A maioria dos estreptococes isclados da boca
pertencem aos tipos viridescentes (viridans) e nao hemoliti-
cos {indiferentes) baseados na p}%ca de agar-sangue e podem
ser considerados bomo encontrados entre o grupo "yiridang”

(SHERMAN, 1937). Segundo COLMAR (1876), entretanto, ¢ fenome-



no de hemOlise parece nao ser uma propriedade particular des-
ses microrganismos que possa ser utilizada com seguranca, ia
que todos 0% tipos de hemolise { =<, & & j) ocorre en isolados
nrais.

A classificagan dos estireptococos viridantes tem
sido tradicionalmente dif¥cil, mas nos recentes anos foi bas-
tante incrementada, gracas aocs estudos de COLMAN & WILLIAMS
{1972), CARLSSON (1968); COLMAN (19876); HARDIE & BOWDEN (1976a) e
autras.

As espacies de estreplococos mals comuments en-
contradas na cavidade oral sac §., mutans, S, sanguis,S.mition,
S, millends e S, saldlvardius. £Essa nomenclatura parece nao ser
utilizada por todos os pesquisadores, dessa forma, algumas clas-
sificagoes alternativas sac propostas {(Tabela 1). Outras espe-
cies podem ser isciadas em alguns casos, mas observadas em nu-
meros myito pequenos. Enterococos como S. faeccalis, §. faecium
e §. durans podem ser encontrados e sua distribuican na boca
tem sido mencionada {GOLD et al, 1875). Streplococceus  bovis
nao tem sido isoladoe com certeza da cavidade oral humana embo~
ra &le tem sido isolado da placa dentaria de alguns animais
herpivoros. As especies mencionadas na Tabela 1 dizem respeito
s majoria dos estreptococos isolados da cavidade oral, embora
sutros "strains” sao encontrados 0s quais nac se enquadram en-
tre as taxas existentes.

Alguns dos estreptococos orais, especialmente
certos "strains® de §. mutans reguerem dioxido de carbeno pars
o crescimento em meio solido. Relativamente poucas informagoes
s3p disponiveis acerca da prevalencia, distribuigao & proprie-
dades de sspecies anaerobicas na cavidade oral. {ocos Sram po-

citivos anaerabicos tem sido mencionades em estudes de cultura



TABELA 1

NOMENCLATURA DOS ESTREPTOCOCOS COMUMENTE ENCONTRADOS NA BOCA

etk

COLMAN & CARLSSON FACKLAM PARKER
WILLIAMS (1968) (1977) & BALL
(1972) {19786)

. mutans S, mutans Sy mutans S. mutans
(Grupo 11)

. AaNgULs S, sangudis S. sanguds 3. sanguis
{Grupo [:8)

. mltion S, sanguls 3. sanguis 11 S. mition
(Grupc [:A) Dx + mitior
8. mitis 8. mitis "yviridans”

(Grupo IV,V)

S, miffend ? 5. .MG-intermedius S. millend
S.anginoous
constrelliotres

8. aalivanius 8. safivarius S, salivaniud 8. salivanius

(Grupo II1)

Dx + mitier; §. mitior dextrana positivo
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de placa dentiria (SOCRANSKY et al, 1977) e também tem sido i-
sotado de lesdes caricsas profundas da dentina (EDWARDSSON
1974}, infectando a camara pulpal e as raTzes do canal (BERG &
NORD, 19735 KANTZ & HENRY, 19745 WITIGOW & SABISTON,1975: SUND
QUIST, 1976) e abcessos dentarios (SABISTON & GOLD, 1974}, Pa-
rece necessario que tBcnicas de isolamento de anaerSbios mais
elaborados sao indispensdveis para o reconhecimento de estrep-
tococos anaerdbicos de material oral. Estudos realizados por
HARDIE & MARSH (1978) em placa supragengival, utilizando-se ¢
sistema anaerobico convencional (Jarra anaerobica) demonstra-

ram grande dificuldade no isolamento de estreptococos anaerdbi

¢os. I580 sugere a necessidade de maiores estudos nessa area.

Stagplococceus mulans

Esta especie & geralmente reconhecida como 2 es
pBcie mais bem definida, com uma série de caracteristicas dis-
tintas (CLARKE, 1924; EDWARDSON, 1968; FACKLAM, 1974; PERCJ et
al, 1974; HARDIE & BOWDEN, 1976a). As cepas de §. mufans fer-
mentam manitol e sorbitol, produzindb glucanos extracelulares
(dextrana) a partir da sacarose, hidrolizam esculina, mas naoc
arginina (com excecdao do serotipo b) ou amido, produzem tambem
acetoina de glicose, nio produzinde usualmente perdxido de hi-
drogénio, tolerando 6,5% cloreto de sddio, e crescendo a 45°¢.
Fstydos taxonomicos com estreptococos orais tem demonstirado a-
glomerados distintos de variedades correspondendo a §. mulans
CARLSSON, 1968; COLMAN, 1968; DRUCKER & MERVILLE, 1971).

Varios serotipos de 3. mutfans ja foram descri-

tos (BRATTHAL, 1970; PERCH et al, 1974} os quais tem sido cor-

relacionados com a composigdao de carboidratos na parede celu-

4

lar (HARDIE & BOWDEN, 1974b). Estudos levados a efef{to com 0



contelido basico do DNA & hibridos de DNA entre as diversas ce-
pas de S. mutans associados com dados bioquimicos e sercldgi-
¢os, sugeriram a proposicac de sub espeécies {(COYKENDALL,1974}.
Mais recentemente COYKENDALL (1977) sugeriu que as sub espéci-
25 propostas fossem consideradas espécies, denominadas S.mutans,
5. naffus, 8. cnlcettus, S. sobrinus e 8. ferus. Nao esta cla-
ro, até o momento, como estas espécies poderao ter um sentido
pratico. Parece ter mais sentido se todos os laboratbrios e 11
vros de referencia reconhecessem as diversas cepas de S.mutans
{coletivamente] antes de introduzir cinco diferentes nomes pa-
ra as diversas variedades genéticas. Algumas caracteristicas
biogquimicas se correlacionam muite bem com as diferentes sub
divisoes de §. mutans, tal como a producgao de amGnia da argini
na pelo serotipo b (8. anaftus) e tais observagoes levaram ao de
senvolyimento de um esquema bioquimico para © reconhecimentos
dos diferentes serotipos (SHKLAIR & KEENE, 1974). Esse esguems
foi originalmente formylado com base nas reagoes de um pequeno
nimere de variedades de referéncia, o que torna~se dificil am-
s1iar tais fatos para as demais cepas de estreptococos.

Essas subdivistes de S. mufans podem ser Gteis
em estudos epidemiologicos em populagoes humanas e a divisao
por producao de bacteriocinas ou substancias tipo bacterioci-

nas tem sido descritas por muitos pesquisadores.

Sirepfococcus danguisd

Essa espbcie fol originalmente isolada do san-
gue de pacientes com endocardite bacteriana mas atualmente 2
reconhecida comg ums das espécies mais numerosas da cavidade o

ral (CARLSSON, 1965, 1967). Observagoes anteriores da literatu

ra demonstrando uma relacao do S. sanguds com o grupo H de Lan
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cefield tém sido discutidos por varios autores [COLMAN & WIL-
LIAMS, 1972; COLMAN, 1976; HARDIE & BOWDEN, 1978a).

0 aparecimento do 8. sangulé na cavidade oral
humana se da ap6s & meses de nascimento, o que corresponde com
o aparecimento dos primeiros dentes (CARLSSON et al, 1970b).As
sim, essa especie constitul uma proporcaoc significante dos es-
treptococos de placa dentaria e parece ser um dos primeiros co
Tonizadores da superficie dos dentes limpos (TINANOFF et al,
1976, SOCRANSKY et al, 1977}, Por comparagac, somente pequeno
numero de S. sanguls tem sido encontrado em material fecal hu-
mano (VAN HOUTE et al, 1971}, assim, tudo indica que a cavida-
de oral & o lugar preferido desse microrganismo quando ele es-
ta presente em casos de endocardite. Cepas de S. sanguis tam-
bem ja foram isolados de solo {GLEDHILL & CASIDA, 1969).

Variedades de 8. sanguis hidrolizam arginina e
esculina, produzem H2S ¢ formam glucano extracelular {dextrana)
quando ¢rescem em presencga de sacarose.

Estudos serologicos dessa espécie, indicaram
gue hd serotipos diferentes designados I, 17T e I/IT {WASHBURN
et al, 1948} representado pelas variedades NCTC 7863 {ATCC
19556), NCTC 7864 (ATCC 10557) e NCTC 7865 (ATCC 10558). Varie
‘dades Jembrando a NCTC 7864 (tipo Il) formam grupos separados
do tipe I nos estudos taxonomicos feitos por COLMAN {1968) e
CARLSSON {1968), e essa evidencia, associada com a parede celuy
lar & diferencas serologicas e genéticas, fornecem um forte ar
gumento para a separacgao dessa espécie (S. m{ficr). Nos recen-
ées relatos de PARKER &% BALL (1976) os nomes de 5. sanguds 2
S, mition s$ao usados para descrever esses dois grupos de orga-

nismas, engquanto FACKLAM (1877) e os laboratdrios de referen-

cias, preferem manter os termos de S. sangudls, biotipos I e I,



- 17 -

Muitos autores, encontraram.ocasiona1mente variedades "interme
didrias” que n3o se posicionam claramente dentro dessas duas
espécies ou biotipos. Estudos levados a efeito por PARKER &
BALL {1976}, demonstraram que 37% das cepas de S. sangudsd reg-

gem com o antissoro do grupo H de Lancefield.

SZreplococcus milioh

0 nome de §. mifior originou-se de SCHOTTMULLER
{1903) e como mencionado anteriormente, proposto por COLMAN &
WILLIAMS (1972) para o grupo de cepas as quais formam um aglo-
merade homogéneo em estudos taxonomices numéricos de COLMAN
{1968). Essas cepas demonstraram serem geneticamente relaciona
das em testes de transformacao (COLMAN, 1969).Elas possuem uma
constituigao de aglicar da parede celular distinta, da qual ram
nose  est3 ausente, mas o acido teicoico ribitol presente(COL
MAN & WILLIAMS, 1965). As cepas dessas especies produzem H,S,
naoc hidrolizam arginina oy esculina e dao rea¢Oes variadas nos
testes de VYoges-~-Proskauer. Algumas cepas produzem glucano ex-
tracelular © frequentemente produzem colonias agar sacarocse,os
quais sdc indistinguiveis dos demais estreptococos.

Se ambas as cepas {dextrana positiva ¢ negati-
vajsao aceitas entre a definicdo de §8. mitior, essas espécies
correspondem as cepas designadas T:A (8. sanguls) e V:A nos es
tudos de CARLISON (1968). Os termos S, mifion e mitior dextra-
na positivo tem sido utilizado por PARKER & BALL (1878} .,mas ou
tros pesquisadores preferem nomes alternativos para descrever
cepas semelthantes. Sequndo o esguema usado por FACKLAM (1877),
3. sanguds Il se refere as cepas que fermentam rafnose, sendo

3s rafnoses negativas designadas como 8. mitis. A formacac de



- 12 -

dextrana & considerada uma caracterTstica variivel em ambas as
gspecies, |

O Streptecoccus mitlicr € amplamente distribuido
na cavidade oral humana e de animais, sendo comumente isalado
do sangue em bacteremia dentaria e de casos de endocardite bac
teriana. Essas especies provavelmente correspondem a muitas da
quelas espécies isoladas e descritas na literatura como $. vi-
nidans ou S. mitis. Tais fatos demonstram a necessidade de éS*
tudos taxonomicos e serologicos mais acurados com cepas consi-
deradas §. milioxn, no sentido de que se possa definir se ta)
gspacie deve ser reconhecida como uma especie individual um
tanto guanto heterogenea, ou subdividi-Ta em duas ou mais espd

cies,

Streplecoccus sallvarius

Cepas de §. salivanius (SHERMAN et al, 1943) ,
ngrmalmente produzem levano extracelular quando cultivadas em
sacarose (NIVEN et al, 184la,b). Esta propriedade resulta na
producao de amplas caracteristicas, tais come c¢olonias mucdi-
des em agar sacarose. Parece nao haver discrepancia entre 0%
difergntes pesquisadores com rela¢as as propriedades fisiologi
sas & a nomenclatura dessa espécie j3 gque os estudos taxonomi-
cas tem confirmado sua homogeneidade {COLMAN, 1968; CARLSSON,
1968},

Apesar das caracterisitcas fisiologicas do 8.
sativarius serem bem descritas {COWAN, 1974}, certa dificulda-
48 ns sua identificacap tem sido verificada, gquando a caracte-
~{stica de colonias mucGides nap sao observadas no crescimento

em agar sacarose. A habilidade de algumas cepas em hidroelizar

dréta {COLMAN, 1976) tem demonstradc ser uma importante prova



gdicional.

SZreplococcus millent

Essa espécie, primeiramente descrita por GUTHOF
{1856}, & um exemplo de diferantes opinides com relacio a cor-
reta terminologia. 0 nome S. mifleni tem sido usado por muitos
pesquisadores recentemente, onde descricoes mais detalhadas de
suas caracteristicas tém side publicadas  (COLMAN & WILLIAMS,
18972; MEJARE & EDWARDSSON, 1975, HARDIE &% BOWDEN, 1976a; PAR-
KER & BALL, 1976), As espécies descritas por esses autores in-
cluem cepas designadas anteriormente como Stagplecoccus MG (MI
cos hemoliticos pertencentes ao grupo F ou & de Lancefield es-
tao também incluidas nessa classificacdo. FACKLAM (1977) rela-
tou as propriedades de cepas semglhantes g8 S, milleni mas pre-
fere dividi-las em S. MG - {nfeamedius {lactoset) e §. angdno-
sus-consfeliatus {(lactase™ ).

Cepas de 5., mifleni usuaimente hidrolizam argi-
nina e esculina & produzem acetoina & partir da glicose. Elas
nado produzem polissacaridecs extracelulares da sacarose, fer-
mentam manitol ou sorbitol e produzem HpS . 0s Sireplococcus milf
fead isolados sao normalmente resistentes a sulfonamidas e po-
dem crescer em meios seletivos designados por CARLSSON  {17967)
para o isolamento de 8. mufans [MEJARE & EDWARDSSON, 1975).

Como mencionou COLMAN (1576}, o 8. miffeni{ &
uma espécie razoavelmente homogeénea do ponto de vista de suas
propriedades morfologicas, mas se mosira bastante heterogénea
serplégicamente.

Comparativamente, poucos sstudos taxonomicos tem

sido realizados sobre estreptococos viridantes & ndg hemoliti-
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cos (COLMAN, 1968; CARLSSON, 1968; DRUCKER & MELVILLE, 1971).
tsses estudos permitiram classificar os estrepiococos orais em
diversas taxas, como podemos verificar na Tabela 1, mas ndo re
selve 0s problemas de nomenclatura relacionados com as cepas de
5. midion e §. millerdi. Estudos efetuades com um grande nimerg
de estreptococos orais, inciuinde testes fisiologicos, andlise
da parede celular e serologia, continuam sendo efetuados (HAR-
DIE & MARSH, 1978}, com & esperanca de que tais estudos venham
elucidar a classificagap de variedades "intermedidrias“ que nio
se encaixam nas preééntes gspécies reconhecidas.

Metodos guemotaxondmicos ndo tem sido usados fre
guentemente em estudos sobre estreptococos orais. COLMAN & WIL
LIAMS (1965) demonstraram que ocorre uma variedade de padrdes
de carboidrato da parede celular entre oS5 estreptococos, sendo
que, alquns fatos, como por exemplo a auséncia de ramnose enm
3. medion possa ser corre?aciﬂnada com determinagdas espécies em
particular, Nas cepas de 3. mutans, foi observade que d?feren-
cas na composicac de carboidrates da parede celular estio re-
lacionadas cem o serotipo (HARDIE & BOWDEN, 1974b). A presenga
de acidos graxos em S. mutans tem sido examinados por DRUCKER
g outros, demonstirando que a presenca de tais acidos estdo vin
cutados as coendigoes culturais, tais como temperatura, idade
da cultura, substrato, diluicio (em cultura continua),aeragao,
pH e concentragao de micronutrientes (DRUCKER et al,1976; DRUC
KER & VEAZEY, 1977). A caracterizacao de extratos de células to
tais em cromatografia, tem sido tentada como um possivel meto-
do de identificagao de esireptococos orais, mas 0% resultados
sic ainda bastante limitados, n3o resuyltando em um esguema que
possa ser usado amplamente {STACK et al, 1973}, Outras técni-

cas, tais como eletroforese e isoeletrofocos de céjulas totais
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. )
Tisadas, podem ser de valor complementar na classificacao  de
estreptococos. Tais técnicas permitem uma anilise dos padrdes
proteicos, que quando utilizadas em cepas representativas de
S. mufans, demonstram que existem subdivisoes.entre essas espe
cies (RUSSEL, 1§76).

A analise da composigdo de }7pides nos estrepto
cocos podera ser de valor complementar em futuros estudos taxo
nomicos. Esse tipo de analise tem demonstrado ser extremamente
valiosa na c¢lassificagao de corinebactérias (GOODFELLOW et al,

1976 MINNIKIN et al, 1977).

Métodos apropriados para o isolamento e identifi
cacao a serem usados na coleta de amostras da boca, dependem
muito do Tugar ou "habitat" sob investigacac (HARDIE & BOWDEN,
1974a, 1976b). A escolha de um metodo para a inoculacao de a-
mosiras nas placas em estudos quantitativos, torna-se um pro-
blema, ja que ha o perigo de destruicao de certas  bactérias,
mas a maioria dos estreptococos sobrevivem aos métodos comumen
te ytilizados, incluindo sonificacao, e sao geralmente sensi-
veis a exposicao pelo oxigenio. Para estreptococos estritamen-
te anaserobicos, entretanto, precaucoes devem ser tomadas para
impedir as amostras de serem expostas ao oxigénio atmosférico
durante 0 processo.

"Estreptococos orais podem ser isplados em medos
nao seletives, como agar-sanque, mas a selecao de colonias de
astreptococos quando na presenga de outros microrganismos, tor
na-se dificil, O mesmo acontece, guando na distingao de estrep
tocpcos de varias espécies, apenas pela observacao das colo
nias nesse meio. Varios meios seletivos foram desenvolvidos pa

ra o isclamento de estreptococos da cavidade oral e garganta.
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Desde que alguns estreptococos SVoduzem polissacarideos axtra-
celulares a partir da sacargse, gs meins em geral incluem con-
centracgoes adequadas de sacarose. Em tais meios, cepas de 3.
mutans, S, sangucs, S. mificr e §. salivarius apresentam for-
mas coloniais caracteristicas, e tais fatos tem sido wutiliza-
dos como base em investigacgoes epidemioldgicas. Entretante, es
tudes da morfologia colonial devem ser acompanhados de gutros
astudos,

s estreptococos normalmente presentes na cavi-
dade oral, podem geralmente serem identificados a nivel de es-
pecie atraves de testes bioquimicos e fisioldgicos <convencio-
nais {COWAN, 1974)., HARDIE & BOWDEN (1976a) desenvolveram um
nequeno numero de sete testes, na investigacac rotineira de i-
solades recentes. As reacoes usuais normalmente utilizadas em
testes fisiologicos para as espécies de estreptococos podem ser
nbservadas na Tabela 2, sendo que os dados obtidos e utiliza-
dos para essa tabela derivaram de observagoes feitas por HAR-
DIE & MARSH (1978) associados a inUmeras outras publicacoes
{CARLSSON, 1967, 1968; COLMAN & WILLIAMS, 1972, MEJARE & EDW-
ARDSSON, 1976, PARKER & BALL, 19765 FACKLAM, 1977).

0s primeires sete testes mencionados na Tabelz
2 dizem respeito asqueles testes ja mencionados anteriormente
comp identificacac de rotina. Esse esquema tem sido utilizado
para o exame de 2.808 ispolados de estreptococos de placa dent§
ria durante o curso de estudos epidemioldgicos em escolares de
12-14 anos {(BOWDEN et al, 1975, 1976; HARDIE et al, 1977}, Cer
ca de 85% das cepas examinadas, puderam ser identificadas como
nelo menos uma das cinco espécies mencionadas nesse sistema.Ce
pas dextrana npositiva e negativa de 8. mitica nao puderam ser
distinguidas, Dcasionalmente a presenca de enterogcocos [lLance-

field-Grupo D) puderar ser detectadoes,
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Pequenas variagoes das reacgfes mencionadas na
Tabela 2 foram observadas entre os estreptococos isolados enm
repetidas ocasioves. Esses incluem cepas que assemelham-se a 3,
sangucs, 0s quais fermentam sorbitol e cepas de S. mufanst mani
tol negativa. Entre S. mutans @ conhecido gue alguns serotipos
dao reagoes bioquimicas diferentes (SHKLAIR & KEENE, 1974; PER
CH et al, 1974}, Segundo HARDIE & MARSH (1978)

nao foi isola-
do exemplares de S. mufans - seroitipo b arginina positive.

Apesar do §. mufans possuirem  caracteristicas
que 0 distinguem dos demais esireptococos comumente isolados
da cavidade oral humana, ele pode ser confundido com ocutros ti
pes de estreptococos como S. bovis, S. faecalis e S. uberis.

A serologia & uma tecnica que foi introduzida
nos laboratdrios de pesquisa para auxiliar o trabaltho do pato-
togista. Fazendo-se uma leitura dos trabalhos publicados no i-
nfcio desse século, verifica-se gue o desenvolvimento de tal
tecnica parece ter-se originado da necessidade de se ter uma
ferramenta auxiliar no trabalho de identificagac e caracteriza
¢30 de agentes patogénicos (DIERNHOFER, 1330; MINETT, 1931; SE
CLEMANN, 1930), que do ponto de vista pritico tem a fungao de
identificar tais agentes coordenando em grupos as variadas e
complexas formas microbianas observadas na flora oral humana
{SOCRANSKY & MANGANIELLO, 1971; SCLOWAY, 1972) classificando
essas formas de maneira a permitir o reconhecimento de suas mul
tiplas relagoes de afinidade,

A idéia de desenvolver e aplicar tais tecnicas
serolbgicas com o objetivo de contribuir na identificacao e ca
racterizacao de microrganismos orais, particularmente estrepto
cocos hemoliticos, parece ter-se concretizado com 05 trabalhos

levados a efeito por LANCEFIELD (1825, 1833), cujos resultados



TABELA 2

Algumas reacOes fisiolOgicas de estreptococos encontrados na boca.

Testes

S.mutans 8.sanguls  S.mition

S.milfeni S.safivanius

Fermentacao de

manitol
sorbitol

Hidrolise de

arginina
esculina

Produgao de
acetoina
Hz02
nolissacarideo

Fermentagao de
FATOS e
inulina
factose
trealose

melibiose
galicin
Crescimento em

5,5% Nalh
10% bile
404 bile

+

+ +

R

.
V*k

+ -
+ -
- y
+ +
+ y
¥ y+
+ -
¥ +
-y ¥
y Y
+ y
g* . :*
y® -

+ -
+ +
+
- +
- +

bt +
+ +/

+
y* v
~YE */V*

+ B5-100% positivo;
* Variacoes relatadas por diferentes autores.

+ FACKLAM (1977) divide as cepas em S. sanguis II e 3. mition
pamnose.

com base na

- 0-15% positivoy V¥

16-84% positivo.

++ FACKLAM (1977) divide as cepas em S.MG Intermeddius € 3. an-
ginesus-constellatus com base na Jactose.
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demonstraram ser um sistema Uti) para a identificacio de es -
treptococos hemoliticos patogénicos no homem e animais, basea-
dos na presenca de antTgenos especificos desses estreptococos.
A técnica desse autor, a qual divide as bact@rias em 17 grupos
(A, H, K e $), tem sido visto como, sem duvida nenhuma, ser um
excelente e realizavel método de identificacdo de que se dis-
pBe (COLMAN & WILLIAMS, 1967). Para o grupo viridans do  qual
muitos dos estreptococos orais periencem, nac foi detectado ain
da um sistema equivalente. Tal as;écto, parece estar relaciona
do com o fato de que tais microrganismos, guando injetados em
animais experimentais nao sao capazes de induzir a formacado de
quantidades adequadas de anticorpos, ou se o fazem, dao origem
a formacio de anticorpos inespecifices imprdprios para se ests
be¥ecer reltacoes de afinidade {LANCEFIELD, 1925; GUGGEMHEIM |
1968; PORTIFIELD, 1950; SELBIE et al, 1949; SHERMAN et al, -
1943 SOLOWAY, 1942).

Tais resultades iniciais, sugerem que 0§ estrep
tocecos viridantes e os nao hemoliticos sao antigenicamente he
terpgeneos. Esses estudos pre%iminares tesu1taram ineficazes,
nrovavelmente pela ausencia de uma base taxonomica clara, da
gual se iniciam as investigagoes serologicas. A medida que au-
menta o conhecimento de novas especies bem definidas, tem sido
demonstrada a possibilidade de um conhecimento maior inter g
intra especifico, do ponto de vista seroiogice.

A atencao de diversos pesquisadores ligados a
irea de Biologia Oral, particularmente o0os serologistas, tem si
do a de desenvolver e aplicar técnicas serclogicas com o intui
to de contribuir na identificacdao e caracterizagao desses mi-
crorganismos orais. Assim a existéncia de diferengas seroldgi-
cas entre "strains" de S. mufans foi primeiramente observada

por ZINNER & JABLON (1968) e CROUSAZ & GUGGENHEIM (1966), Pos-
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teriormente BRATTALL (1970) relatou a presenca de 5 tipos sero
16gicos distintos (originalmente denominados grupos} entre as
especies. Esses serotipos, designados de (a - e}, foram demons
trados por imunae?ettoforese e imunodifus3o com extratos antj-
génicos. As cepas determinadas serotipo {e) reagiram positiva-
mente com o grupo E de Lancefield, da mesma forma que cepas de
S. ubenis (CULLEN, 1967). Ficou demonstrado que o S. mutans ti
po antigénico (e) ndo & idéntico ao grupo antigénico £ de Lan-
cefield (LINZER, 1976; PERCH et al, 1974).

0s seretipos relatados por BRATTHALL extendem-
se agora até 7, através do reconhecimento dos tipos (f) e (g)
(PERCH et al, 1974). Através de aglutinagdo, utilizando-se an-
tigenos de parede celular, demonstrou-se a possibilidade de se
fazer um estudo do reconhecimento com tais serotipos, baseados
em testes de precipitagao {HARDIE & BOWDEN, 1874b). Varios gru
pus de pesquisadores tem desenvolvido tecnicas de imunofluores
cencia na identificacdo de serotipos de S. mufans ( JABLON &
ZINNER, 1966; BRATTHALL, 1972; GRENIER et al, 1973; JABLON et

al, 1976; McKINNEY & THACKER, 1376; THOMSON et ai, 19765 HAMA

A et al, 1978).

¥

Estudos detalhados da composicdo antigenica e o
relacionamento seroldogico entre os estreptococos orais (HARDIE
& MARSH, 1978) tem sido realizados com o objetivo de se desen-
yolver e padronizar técnicas serologicas de precipitagao.fsses
astudos, feitos em S. mudans, tem sido baseados em: 1} confir-
macao da natureza antigenica de carboidratos de parede celular
dos serotipos, nao somente entre poucas cepas, mas tambem  as
demais, apos isoladas; Z2) estandariizacgao do metedo para a pro
ducio de antissoros contra esses antigenos de carboidratos; 3)
comparacac de varias técnicas de extracao desses antigenos e

4% estudo e analise das reacces cruzadas com antigenos resul-
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tantes das varias té@cnicas de extragdo empregadas. Estudos pre
liminares demonstraram que extratos em autoclave de células to
tal promovem reagbes especificas com antTgenos de carboidratos
de 3. mufand (homdlogos) reagem com demais serotipos de S. mu-
tans e outras esp&cies (MARSH et al, 1975, 1977).

A ocorrencia de reagoes serolGgicas cruzadas en
tre cepas de S. mutans e outros estreptococos devido 2 antige-
nos de parede celular (acido teicoico) e de membrana celular(d
cido lipoteicoico) tem sido observada e relatada por varios ay
tores (MARKHAM et al, 1975; CHORPENNING et al, 1975; KNOX et
al, 1876, KNOX & WICKEN, 1976; HARDIE & BOWDEN, 1976b; .

Reagoes cruzadas foram observadas entre os serp
tipos (&}, (d} & {g) de S, mulans e entre os tipos (c} e {e)
{BRATTHALL, 1972; PERCH et al, 1974}, Nos ltimos anos tem-se
acumulade inumerss dados imunogquimicos com representantes deS.
mulans , demonstrande tipos de carboidratos especificos como an
tigenos., 0s resultados desses sestudos tem sido revistos recén»
temente por LINZER (1976), LINZER et al (1876) e IACONO et al
(1976] .

Estudos epidemioldgicos em vErios grupos de po-
nylacoes demonstraram variacgoes na distribuigcao de serotipos
de S. mutans, porem, os tipos ¢ e d parecem ter wuma prevalen-
cia maior em varias comunidades axaminadas (BRATTHALL , 187Z;
HAMADA et al, 1976; QUERESCHI et al , 1977).

Com relacac ao $. sanguis, na original subdivi-
530 serologica feita por WASHBURN (1948}, tres tipos foram des
critos (I, I1 e I/13) mas nao foi identificado nenhum grupo an
tigénfco comum. As cepas pertencentes aoc tipo II, siao agora

consideradas como pertencentes a uma espécie separada, S. mi-

tion. O relacionamento entre 3, sangudls & os estreptococos do
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grupo H (HARE, 1935) tem sido visto por muitos pesguisadores,
mas muitas questoes estdo ainda pendentes (COLMAN, 1970; COL-
MAN & WILLIAMS, 1972; HARDIE, 1975). Estudos sobre a parede ce
tular de cepas de 3. sanguds do ponto de vista da composigao
polissacaridica através de reaglo de aglutinacio {excluindo a-
queles agora mencionados como S.m{f<oxa) indicaram a existéncia
de pelo menos dois ou tres tipos distintos, os quais n3gp podem
ser distinguidos do ponto de vista fisioldgico (HARDIE, 1975).

ROSAN (1873), analisando antigenses presentes nos
extratos em autoclave (RANTZ & RANDALL, 1855) de 45 cepas de
S. sanguis e S.mitiox*atravds de técnicas de imunodifusio e i-
munofluorescencia regando antissoro contra cepa M-S, pode de-
tectar 5 tipos de antigenos (designados a - e) e as cepas fo-
ram distribuidas entre os tipos I, II ou em um "grupo heteroge

i

neo” de acordo com a presenca desses antigenos. Tem sido pro-
posto que o antigeno (possivelmente seja um dcido teicoico-gli
ceral), seja considerado como antigeno do grupo H {ROSAN,1976 ).
AntTgenos tipo acido lipoteicoico, foram também detectados por

CHIU et al (1974} na parede celular e membrana citoplasmatica
na cepa de ATCC 10558 de S, sanguis.

Problemas de ordem pratica ainda persistem com
relacap 8 identificagao de estreptococos do grupo H, levando
se em conta que a escotha de cepas para ﬁmun%zag%o'nas produto
res de antissores comerciais nao tem sido padronizados. Dessa
forma, a caracterizacio de estreptococos do grupo H (Ingies )
nio pode ser comparado com pertencentes ao mesmo grupo H (Ame-
ricanac).

Varias refer8ncias tem sidc feftas entre S. mi-
tich & S. sangudis, do ponto de vista fisiolbgico , seroldgico

no que diz respeito a parede celular, mas ha poucas informa -



- 23 -

coes disponiveis com relacdo a estrutura antigenica do S. mi -
tion., KALONARCS & BAHN (1965) descrevem dois grupos serologi-
cos entre cepas, jdentificados como §. mdtior , mas desde que
tpdas as cepas examinadas possuem glicose & ramnose na sua pa
rede celular, elas sugarem nao serem as mesmas, portanto, deno
minadas como S. miiio&, definido por COLMAN & WILLIAMS (1972),
Algumas cepas de S. mifioxr dao reacoes positivas em testes de
precipitagao com soro do grupo de Lancefield 0, M e K e recen-
temente algumas reagoes cruzadas como ¢ soro do grupo B tem si
do observadas iscladamente, com alquns tipos de animais (COL-
MAN, 1876},

&nt{genos_precipitantes comuns, a cepas de  S.
sanguis e S. mition tem sido tambeém mencionadas (NASHBURN et

al, 1946; DODD, 1949; ROSAN, 1973, HARDIE & BOWDEN, 1976b).

Observacoes preliminares com 8. mifior isolados
da cavidade oral, incluindo cepas dextraha positiva ¢ dextrana
negativa, feitas por WOODS & HARDIE (n3o publicado}, sygerem
que elas sejam serologicamente heterogeneas (cf. HARDIE & MAR-

SH, 1978).

Embora a especie Streptococcus millend seja fi-
siolngicamente heterogénea, parece possuir um grau considera-
yel de heterogeﬁeidade %eroiﬁgica e reacoes cruzadas podem o-
corrgr com 0% Soros dos grupés A, 0, F, 6 e K de Lancefield |
[ COLMAN, 1§?6), Nps astudos realizados por PARKER & BALL {1976},
31 cepas foram identificadas como S. millerd , das guais & rea
girvam com o grupo A, 5 com & grupo £, 3 com o grupo G & 7 com
o grupo F. Estudos comparativos feitos por FACKLAM (1977} de-
monstraram que de 231 cepas pertencentes as espécies S.M,G*—.

intermedius, nove reagiram com 0 grupo A, seis com o grupo G,
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53 com o grupo F, tres com o grupo G, duas com o grupo X & seis
com o soro do grupo A variante. Cepas de anginous constellafus
promoveram reagoes com o soro dos grupos A, C, F e G.

Uma analise antigenica mais detalhada de uma se

lecao de cepas de S. miffeni serd extremamente valiosa.

Bs Staeplococcur saldvarius se apresentam tam-
bém como outro exemplo de especie que sao fisiologicamente hop-
mogeneas, mas sero?ogicamente heterogeneas {COLMAN, 1976), Ce-
pas designadas como tipo I (SHERMAN et al, ?943) reagem com 0
grupe K de Lancefield & podem dar reagoes com antissoro contra
estreptococos MG (MIRICK et al, 1944; WILLIAMS, 1956; MONTAGUE
& KNOX, 1968). Cepas do tipo III de §. saddvanius nao apresen-
taram reagoes positﬁvas.com nenhum desses antissoros (MONTAGUE
% KNOX, 1968). De 81 cepas de S, safdivarius examinados por FAC
KLAM {1977), 3b regagiram com o grupc K & 3 com o grupo F, en-

quanto PARKER & BALL (1976) relataram 7/14 cepas grupo K posi-

tivas.
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MATERIAL E METODOS

1. MATERIAL

Amostras de estreptococos das especies Strepio-
coccous sanguds, Streplococcus salivandus, Strepilococcus mitis,
Sineplococous faecalis & Sireptococcus mufans, foram obtidas
da Faculdade de Odontologia da Universidade de Umea (Suécia},
isoladas por Dr. B. Krosse da Universidade de theborg e gen-

tilmente cedidas por Dr. Jan Carlsson {(Quadro 1}.

Z. METODOS
2.1. Semeadura do Material

Amostras liofilizadas dos estreptococos foram inocula-
das em meio de tioglicolato {(Thioglycollate Medium without in-
dicator, 135C-BBL) adicionado de uma pequena quantidade de car
bonato de calcio, previamente esterilizado a 120% por 15 minu
tos, em autoclave. Posteriormente ac inoculo, os tubos foram
incubados a S?DC, durante 24-72 horas em jarra tipo Brewer, em
condicoes de microaerofilia, usando-se envelopes de GASPAK,70304

[BBL).
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QUADRO 1 - Relacao das espécies de estreptococos utilizados

nos experimentos.

Material Abreviacgao Codigo da
Univ. da Umea
STneptonoonus anguis 5s. ATCC 10556
Stneptococcus salivarius S. sal. ATCL 8759
Streplococcus mLLLs $. mit. oy-71
Stneplococcus mutans 5. mut, "Ingbritt"R.(IBR)

Stneplococcus fagealis S.f. NCTC 775

i
Amostras de estreptococos iscladas por Dr. B. Krasse, Go-

teborg (Suécia).
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Apos o crescimento bacteriano, com o auxTlic da alca
de platina esterilizada & resfriada, foi feita semeadura em tu
bos contendo meio de agar-sangue. 0s tubos foram incubados a
37°9C, durante 24-72 horas, em condicdes de microaerofilia  ja

descritas acima,

2.2, Conservagac das Amostras

As amostras foram mantidas durante toda a execucao do

trabalho, em duas colecoes:

a) Na primeira, as amostras foram inoculadas em meio
de tioglicolato, distribuido em camada alta, em tubos de rosca
{13x100mm) e adicionado 'de aproximadamente 0,1 g de carbonato
de ¢dlcio por tubo. Com as tampas frouxas, os tubos foram incu
bados em microaerofilia, em Jarra tipo Brewer, a 3?00, durante
24~72 horas. Em seguida, os tubos foram removidos da jarra, a-
pertando-se as roscas para evitar a penetracao de ar. Os tubos
foram mantidos a temperatura ambiente, durante 30 dias, quando

a colecdo era entao renovada,

b} Ra outra colecao, as amostras foram estocadas em Tei
te, no "freezer", 3 temperatura de -20%C. Leite desnatado  em
nt foi dissolvido em 3gua destilada (sclucao a 10%) e autocla-
vado a 11506, por 20 minutos. Para esta estocagem, 2,0 mi de
leite foram distribuidos assepticamente em peguenos tubos de
rosca {13x45 mm), adicionando-se 0,5 ml de crescimento recente
da amostra, em meio de tioglicolato (BBL). Esta colegao era re

novada a cade b meses.

Em ambas as colecoes (previamente a renovacgac)}, foram
feitos controles de pureza, inoculando-se a suspensao bacteria

na em placas de agar-sangue e &m meio de agar mitis-salivarius
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(BBL) através do método de estria em placa. Posteriormente a
sua incubagao a 37°C, em microaerofilia, era observada a mor-

fologia colonial do cresciments bacteriano.

2,3, Preparo de antTgenos bacterianos para a obtengdo de an

tissoros

A tubos de ensaio contendo meio.de cultura de TSB(Tryp
ticase Soy Broth - BBL} foram inoculados material bacteriano
das especies de estreptococos (crescidos em meio de agar - san
gue), permanecendo por 18 horas a 379C. As celulas foram cen-
trifugadas, lavadas duas vezes, mantidas em banho-maria a 60°¢
por 30 minutos e posteriormente ressuspensas em salina numa den
sidade de 5,108 cels/ml, segundo SEELEMAN & OBIGER (1958) (an-
tigenc 1). A metodolongia empregada no preparo do_ant?geno 1,ba
seou-se naguela descrita por BRATTHALL (1969). As suspensoes
foram preparadas semanalmente a cada série de inje¢0es (Esque-

ma 13,

2.4, Inoculagoes

Antissoros para os antigenos descritos no Ttem 2.3, fo
ram obtidos atrav@s da inoculacBo em coelhos adultos, mantidos
em dieta comum, com suspensoes bacterianas padronizadas, Foram
injetadas durante 4 semanas (tres dias consecutivos a cada se-
mana). As tres primeiras injecoes foram de 0,5 ml cada, e as
demais de 1,0 ml! de suspensaoc de celulas (emuisionadas em Adju
vante de Freund incomplieio) preparadas semansimente & mantidas
no congelador {Quadro 2).

0 esquema de imunizacado empregado para esse tipo de an

tissorg, baseou-se naquele utilizade por BRATTHALL (1969}, com
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ESQUEMA 1 - Preparo de antVgenos bacterianos para imunizagao.

Crescimento em

agar-sangue

indculo em T.5.B.
18-24 hs. - 37°¢C

Suspensan

Centrifuga - 3.500 vpm

1 i
5n 5d
Eliminado tavagem em salina - 2 Xxs
Suspensac
B.M. 60°C
+

ressuspensao em salina
5.108 cels/ml

Antigerno !




QUADRO 2 - Esquema de imunizagao dos antissoros obtidos pela
injegao no linfonodulo e intramuscular de coelho,
com suspensoes bacterianas de S. sanguds, S. sali-
varnius, 8. mitis, $. mutans e $. jaeccafis.

ANTIGENG  COELHO No NO DE INJECDES SIGLA DO
DO ANTIGEND ANTISSORD

55 AT(C 167 12{im=1fn) AS Ss ATCC 187

5 sal ATCC 169 12{im=-1fn) AS S sal ATCC 169

Swmit OV 170 12(im=1fn} AS S mit OV 170

S mut IBR 171 12{im=-1fn} AS S muyt IBR 171

§f NCTC 172 12{im=1fn) AS S f NCTC 172

AS Ss ATCC - antissoro contra §. sanguls

A5 S sal ATCC - antissoro contra 8. saldvardus
AS S mit OV - antissoro contra S. mitdis

A5 S mut IBR -~ antissero contra S. mufans

AS S f NCTC - antissoro contra S. faecalis
12(im~1fn) - nove injectes intramusculares e

tres injecbes linfonodulo
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modificagoes introduzidas em nosso laboratdrio (injecdes no Hn

fonodule).

2.5, Sangria, Preparc e Conservagao dos Antissoros

Preliminarmente a injecio de antigenos, fez-se uma san
grig & ¢ s07v0 notmal obtido (SN} foi conservado no Congelador,
para testes posteriores Como eantteie.naﬁ reagces seroldgicas.

As sangrias, conforme o esquema.de imunizacao utiliza-
do, foram efetuadas apGs a ultima injecgdo de ant¥geno.

Nas sangrias, fez-se um corte tongitudinal na veia mar
ginal da oretha do coelho e recolheu-se o sangue {10 a 30 ml)
gm um frasco de yidro. 0 sanque foi deixado de uma & duas ho-
ras em temperatura ambiente, Em seguida separou-se o soro cen-
trifugando-se durante 5 minutes & 1500 rpm (centrifuga Alpha-
sero LA}, Distribuiu~-se o material em vidros (b ml cada) e adi

cionou~se Mertiolato numa concentracgae final de 1:10.000.

2.6, Preparo de Antigenos Utilizados nos Testes Seroldgicos

No preparo de antigenos bacterianos para serem utiliza
dos nos testes serologicos em reagao com o5 antissoros obtidos,
ytilizou-se o método de Rantz & Randall {(1985).

Antigenos preparados segundo Rantz & Randall, foram ob
tidos, inoculando-se o material por 18-24 horas em meio liqui-
do, composto de 20 grs de Tryptose (Difco}, Z grs de dextrose,
& grs de cloreto de sodio e 2,5 grs de NapHPO4 p/l. d&  Egqua
destilada. Posteriormente ao crescimento, quantidades de 40 m}
foram colocadas em tubes de centrifuga 2 autoclavadas. Apds cen
trifugacdo eliminou-se o sobrenadante e a0 sedimento adicio -

nou~se 0.5 ml de cloreto de sodio 0,3%. O sedimento foi entédo
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suspenso com leve agitagdo. ApGs esse procedimento, os tubos
foram autoclavados por 20 minutos a 1 atmosfera. Em seguida

centrifugou-se a suspensao resultante, eliminando-se o sedimen

to, sendo o sobrenadante utilizade como antigeno (Esquema 2).

2.7. Testes Seroldgicos
2.1.1. Dupla Difusac em Gel de Agar

Testes seroldgicoes de dupla difusdo em gel de a
gar g 1% foram realizados com os antissoros AS. Ss ATCC 167 .
AS. S sal. ATCC 169, AS. S mit OV 170, AS S mut IBR 171,  AS
S5 NCTC 172 em reacao com 0% antigenos de suspensces bacteria-
nas preparadas de acordo com o Ttem 2.6, Os testes foram fei-
tos em gel de agar a 1% [OUCHTERLONY, 1945, 1058 ¢ 1562)em tam
sag PBS 0,01 pH 7,0, tampao veronal 0,025M pH 8,6 e em agar &
gua (HOFLING, 1975).

2.7.2. Determinagan do Titulo dos Antissoros

Foram utilizados testes seroiogicos de dupla di
fusdo em gel de agar na determinacaoc do titulo dos antissoros
sbtidos. 0s antissoros foram diluidos em salina 0,85%, seguin-

do-se uma progressac geometrica de razao 2.
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ESQUEMA 2 - Preparc de extratos bacterianos para serem usados
nas reagces serolfgicas, segundo RANTZ & RANDALL.

Suspensao bacteriana

atiguotas de 40 mi/tubo

Autoclave -~ 1 Atm (10 minutes)

centrifuga 3500 rpm

5n

eliminado

)

d

Suspensao em
0,5 ml de Nall (,9%
+

autoclave - 1 Atm
{20 minutos)

Susﬁe

centrifugae -~ 3500 rpmw

Sn

Extrato R-H

Sd

eliminado
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RESULTADDS

1. TITULO. DE ANTISSORDS

Os testes.seraiﬁgicas de dupla difusao {Ducht&iu
Tony) em combinagGes homologas, utilizadeos para a determinacas
do titulo de antissoros obtidos pela injecdo de.auspensées bac
terianés Qadronizadas de 8. s$anguds, S, mufans, S, mifis, 3.sa
ﬁéuaniu@se_Se faccalis, permitiram verificar diferencas no ti-
tulo de gnffGOPpGS, tal como {lustra o Quadro 3. Us titulos ma
ximops obtidos para AS Ss ATEL 167 e AS Smut IBR 171 revelaran
valores de 16 na injecdo com antigenos de suspensdes bacteria-
nas padronizadas segundo BRATTHALL. Os resuitados obtides nos
testes com o0s antissores AS Ssal ATCC 169 e AS S NCVC 172 mos
traram valores de 4, enguanto o AS Smit OV 170 revelou valorde

7 através de inoculacbes com antTgenos obtidos segundo o  1tem

2.3, 0 sorp normal usado como conirole nac apresentou reacgao.

TESTES SERDLDBGICOS

Mk

Foram analisados o5 resultados obtidos em rea-



QUADRD 3 - Titulo maxime dos antissoros obtidos nas imunizacodes

COELHO  awrroEno CODIGO DO TITULO* DOS ANTISSOROS
o NOS TESTES DE DUPLA DI
NE ANTISSORO FUSAO il

67 5. sanguis As Ss ATCC 167 16 .

169 S, aallvaadid AS S sal ATCC 169

o

170 S, mdLis AS S mit OV 170 2 -

171 S, mutans AS S mut IBR 171 16 .

A
f

172 3. faecales AS S f NCTC 372

Tf+ulo do antisscro representado pelo inversc da diluicac

SN - Soro Normal

- ndo apresentou reagas
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goes sercldgicas de dupla difus3o com os AS Ss ATCC 167, AS 3§
sal ATCC 169, AS S mit OV 170, AS S mut IBR 171 e AS S f NCTC
172, em reacaoc com antYgenos (extratos de suspensoes bacteria-
nas} obtidos segundo RANTZ & RANDALL, de §. sangudls, S. saliva
ras, S, midis, §. mutans e S. faeccalis,

A analise das linhas de precipitacio {LP) obser
vadas foram feitas em funcao dos sistemas imunoprecipi tantes

detectados,

2.1, Testes seroldgicos empregando-se AS Ss ATCC 167.

Streptococcus sangudls

As reacoes seroldgicas de dupla difusio em gel de agar
agua a 1% com antigenos de suspensoes bacterianas de S.sanguds,
segundo RANTZ & RANDALL (R-R) apresentaram-se positivas, o mes
mo oCorrendo guando foram feitos testes em agar a 1% em tampio

veronal e tampao PBS {Quadro 4).

2.2, Testes seroldgicos empregando-se AS S sal ATCC 169

Streplococcus aalivarius

0s resultados dos testes em agar a 1% em tampao verp-
nal, e tampao PBS demonstraram reagoes fracamente positivas com
os antigenos R-R, nao se observando reagoes positivas com S,

salivarius em agar-agua a 1% {(Quadro 5),

2.3, Testes serolbgicos empregando-se AS § mit QV 170,

Streprococcus milis

As reagoes serologicas efetuadas em agar a 1% em tam-

pio veromnal ¢ tampdo PBS, com os antigenos de suspensdes bacte
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rianas obtidas, revelaram o aparecimento de reacoes fracamente
nositivas.

Os testes serolbgicos efetuados em agar-agua a 1% nao

demons traram reacgoes positivas (Quadro 6),

2.4. Testes serolfgicos empregando-se AS § mut [BR 177

STreplococcus mufana

Nas reagoes com S. mutans em agar a 1%, em agua, tam-
pao veronal e tampdao PBS pode-se verificar reacoes positivas

com 0s antigenos obtidos de suspensdes bacterianas,segundo RAN

TZ & RANDALL {Quadro 7).

2.5, Testes serologicos empregando-se AS Sf NCTC 172

Stheplococcus faccalls

As observacOes decorrentes da analise das reagdes com
3. faecafis revelaram o aparecimento de reacoes fracamente po-
sitivas com relacdo ao antigeno R-R, efetuados em agar a 14 em
tampao vergnal e tampao PBS,

Nos testes efetuados com §. faccafis em agar-agua nso

se verificou reacao {Quadro 8).

3. REACDES HOMOLOGAS £ HETERDLOGAS
3.1, Testes seroldgicos empregando-se AS Ss ATCC 187

0s resultados obtides nos testes serologicos de dupla
difusdo em gel de agar a 1% em tampao veronal, empregando-se o

AS Ss ATCC 167, em reacac com antigenos de suspensdes bacteria
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nas, obtidos segundo RANTZ & RANDALL (R-R}, de $. sanguis, S.
saldvarndus, 8. mutans, S, mitis e §S. faeccalls revelaram o apa-
recimento de reacoes positivas para S. sangudis, 8. salivarius
g 8, faecalis, & reacoes fracamente positivas -para S. mitis
Reacoes negativas foram observadas para a espécie 8. mutans
{Quadro 9). Observou-se somente uma LP, nas reacgdes positivas

e fracamente positivas obtidas (Figura 1).

3.2. Testes serolbgicos empregando-se AS S sal ATCC 169

As reacbes serologicas de dupla difusac em gel de agar
a 1% em tampao veronal com antTgencs de suspensdes bacterianas
segundo R-R, revelaram o aparecimento de reacoces fracamente po
sitivas para o homologo S. salivarius e 05 heterDlogos S, san-
guis, 3. mutans, 8. mitis e S. faecalis {Quadro 10). Observou-

se somente uma LP nas reacoes fracamente positivas (Figura 2j.

3.3, Testes seroldgicos empregando-se AS §S mit OV 170

Nos testes serclogicos empregando-se o AS 5 mit OV 170
em reacdo com antigenos de suspensoes bacterianas de S.sanguls,
2. salivanius, $. mutans, S. miiis e 8, faeccalis, observaram -
se reacoes fracamente positivas para o homologo S. mitis {Figu
pa 3), ndo se observando reagdes positivas para as demais espe

cies {Quadro 11).

3.4, Testes seroldgicos empregando-se AS S mut [BR 171

Nas reacoes serolbgicas de dupla difusdo em gel de a-
gar & 1% em tampac veronal com o antissoro AS S mut IBR 171 em

reacao com antigenos obtidos segundo R-R, pode-se gbservar rea
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¢Bes positivas com o homSlogo S, mutans e os heterBlogos 3, sa
Livanius e 8. faeccalis, nao se verificando reacDes positivas

com 8. sanguis e §. mitis (Quadro 12). Nas reacdes positivas
com S. mutans, 3. sallvarius e §. faecallis observaram-se somen

te uma LP {Figura 4).

3.5, Testes serolbgicos empregando~-se o AS Sf NCTC 172

0s resultados obtidos nos testes seroldgicos de dupla
difusao em gel de agar a 1% em tampac veronal empregando-se o
43 SF NCTC 172 com antigenos R-R, revelaram o aparecimento de
reagoes positivas apenas para o0 homblogo S. faecalia, e rea-
cpes fracamente positivas para §. sanguls ¢ S. mulans (Quadro
13y,

As reacoes com ¢35 antigenos de §. salivarius e §.milis

nic apresentaram reacoes positivas (Figura 5).
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QUADRO 4 - 8, sanguds contra A5 Ss ATCC 167. Testes serolbgicos
de dupla difusao em gel de agar a 1% com antigenos

de suspensdes vacterianas, segundo RANTZ & RANDALL -

(R-R).
RESULTADO DAS REACCUES NO GEL DE AGAR EM
ANTISSORO
igua veronal PRS
AS Ss ATCC 167 + + +

+ reacoes positivas
- reacpes negativas

b reacoes fracamente positivas
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QUADRO & - S, sallvanius contra AS § sal ATCC .169. Testes sero
togicos de dupla difusao em gel de 3gar a 1% com an
tigenos de suspensOes bacterianas, sequndo RANTZ &

RANDALL (R-R).

RESULTADO DAS REAGUES NO GEL DE AGAR EM
ANTISSORO

igua veronal PBES

AS S sal ATCC 168 - : b I

+  reacoes positivas

- reagoes negativas

fege

reagtes fracamente positivas



GQUADRD 6 - S, mildis contra AS S mit OV 170. Testes serslogicos
de dupla difusao em gel de agar a 1% com antTgenos

de suspensoes bacterianas, sequndo RANTZ & RANDALL

(R-R),
RESULTADOS DAS REACOES NO GEL DE AGAR EM
ANTISSORO -
-agua veronal PBS
AS S mit OV 170 - M i

+  reagoes positivas
- reacoes negativas

t reacoes fracamente positivas



]
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QUADRG 7 - 8. mufans contra AS S mut IBR 171. festes serologi-
cos de dupla difusac em gel de dgar 2 1% com antige

nos de suspensoes bacterianas.

RESULTADO DAS REACUES NO GEL EM AGAR EM
ANTISSORO —

agua varonal i PRS

AS S mut IBR 171 + + i

+ reacoes positivas
- reagoes negativas

i reacoes fracamente positivas
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QUADRD 8 - 8. faecalis contra AS § f NCTC 172, Testes serplogi
cos de dupla difusao em gel de agar a 1% com antige

nos de suspensoes bacterianas, segundo RANTZ 4 RAN-

DALL {R-R}.
RESULTADO DAS REACDES NO GEL DE AGAR EM
ANTISSORO
-agua veronal - PBS
AS S F NCTC 172 - A i

+  reagpes positiwvas
- reacoes negativas

*  reacgdes fracamente positivas

UNICAMP
BIBLIOTECA CENTRAL



QUADRO S - Antissoro AS Ss ATLC 167. Testes seroldgicos de dupla
difusao em gel de agar a 1% em tamp3o veronal com anti
genos de suspensoes bacterianas, sequndo RANTZ & RAN-

DALL (R-R}.

RESULTADD DAS REACDES HOMOLOGAS £ HETEROLOBAS COM ANTTGENOS Df

ANTISSORO
S.sanguts  S.saldlvanius  S.mutfans  S.mitds S.4aecalis
+
AS Ss ATCC 187 + + - I "
+ reagoes positivas

- reacdes negativas

: reagoes fracamente positivas



GUADRO 10 - Antissoro AS § sal ATCC 169, Testes serolfgicos de du-
pla difusao em gel de agar a 1% em tampdo veronal Com an
tigenos de suspensdes bacterianas segundo RANTZ & RAN-

DALL (R-R).

RESULTADO DAS REACDES HOMDLOGAS E HETERGLOGAS COM ANTIGENOS DE
ANTISSORO -

S.sanguls  S.salivarius  S.mutans  S.omills S, jaecadis

A5 5 sal ATCC 160

+ reacoes positivas
- reacbes negativas

' reacoes fracamente positivas
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QUADRO 11 - Antissoro AS S mit OV 170. Testes serolbgicos de dupla
difusao em gel de agar a 1% em tamp3o veronal com ant{

genos de suspensoes bacterianas, segundo RANTZ & RAK-

DALL (R-R).

RESULTADO DAS REAGUES HOMOLOGAS E HETERGLOGAS COM ANTIGENOS DE
ANTISS0RO

S.sanguis S .Sallvarius  S.mutans S.omddls 8. faecalis

AS S mit OV 170 - - - b2 -

+ reacoes positivas
- reacoes negativas

+ reagoes fracamente positivas
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QUADRO 12 - Antissoro ASmut IBR 171, Testes seroldgicos de dupla
difusac em gel de agar a 1% em tampao veronal com an-

tTgenos de suspensGes bacterianas, segundo RANTZ& RAN

DALL (R-R}.

RESULTADO DAS REAGCOES HOMOLOGAS £ HETERDOLOGAS COM ANTTGENOS DE
AXTISSOR0

S.zanguis  S.salivanius Somutans Somddis 8, faecalis

AL S mut IBR 171 - + + - +

+  reacoes positivas

- reagoes negativas

LI

reacoes fracamente positivas



JUADRD 13 - Antissgro AS S f NCTC 172. Testes serolOgicos de dupla
difusao em gel de agar a 1% em tampao veronal com antT

genos de suspensoes bacterianas, sequndo RANTZ & RAN-

DALL (R-R).

RESULTADG DAS REACDES HOMOLOGAS E HETERCLOGAS COM ANTTGENGS DE
ANTISSORO

S.sanguds  Sosalivandiws  S.mutans Somitds S, faecalds

BS S £ NCTC 172 f . 1 . s

+  reacoes positivas
- reacoes negativas

! reacoes fracamente positivas
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FIGURA 1 ~ Reacao de dupla difusao em gel de agar a 1% em tam-
pao veronal com antigenos de suspensces bacterianas,
segundo RANTZ & RANDALL {R-R}., (AS}:. AS 55 ATCLD 167,
{Ag): Antigenos: (1) B. sanguds; (2} 8. safivaxrius;

[4Y &, mitda; (5} 8. jfaccalis,



Reacdo de dupla difusiao em gel de &gar

ndo veronal com antigenos de suspenso
segundo RANTZ & RANDALL. [AS): AS § 33
{Ac): Antigenos:

i)
e
L

1 S aanguds;

Lo -

e i,

(3) 5. mulans; (4

I

it

s
o

-

i
F}

e

LLy

safivard s

S, omates; (5} S, saecadlis.



FIGURA 3 - Reagdo de dupla difusao em gel de agar a 1% em tam
pac veronal com antigenos de suspensoes bacteria-
nas, segundo RANTZ & RANDALL (R-R). (AS): AS § wmit
OV 170. {Ag): Antigenos: {4) 8. mitis.



FIGURA & - Reacao de dupla difusao em gel de agar a 1% em tampio
yergnal com antigenos de suspensoes bacterianas, se-
gundo RANTZ & RANDALL (R-R). {AS}: AS S mut IBR 171,
{Agy: Antigenos: {2) 8. safdivarius; {3) 5. mutars;i5)

S, faecalts.



FLGURA

~ Reacao de dupla difusao em gel de &gar a 1% em tam-
pao veronal com antigenos de suspensdes bacterianas,
segundo RANTZ & RANDALL [R-R). {AS):AS SF NCTC 177.
{Ag): Ant¥genos: (1) S. sanguds; {3) S. mutans; {5)

S. jaccaddis.
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DISCUSSAQ

A pesquisa de antigenocs egpecificos, como aci~-
do hialuronico, polissacaridecs, dcidos teicoicos, mucopepti-
deos e protefnas M e T, presentes na capsula e na parede celu
tar de estreptococos, tem sido de fundamental importancia na
identificacao e caracterizagao desses microrganismos. No que
diz respeito 3 bactérias da cavidade oral, com particular re-
feréncia aps estreptococos e lactobacilos, as pesquisas tem s
do orientadas com o objetivo de se ter um maior conhecimento
da estrutura antigenica dessas bacté&rias (KNOX, 1970). Assim,
node~se observar que h@ um certo numero de informacoes dispo-
niveis com relagaoc a estudos com antigenos de varios estrepto
cocos da cavidade oral, incluindo SLaeptococcus sallvarius (Ml
RICK et al, 1944; WILLIAMS, 1956, STEWART & MC KEEVER, 1963
WILLERS et al, 1964; MONTAGUE & KNOX, 1968; KOTHAR et al, 1971;
HORSFALL, 1951), estreptococos do Grupo F (OTTENS & WINKLER
1962; MICHEL & KRAUSE, 1967; WILLERS et gl, 1964; HUIS IN'T
YELD, 1973) e mais recentemente, varios serotipos de S.mufans

tem scido também investigados (BLEIWELS et al, 1971; VAN DE
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RIJN & BLEIWELS, 1973; VAUGHT & BLEIWEIS, 1974; BURGESS & FDW
ARDS, 1973; SLADE & SLAMP, 1972; MUKASA & SLADE, 1973; LIN-

ZER & SLADE, 1974; TACONO et al, 1975).

0 estudo de tais substancias antigénicas, par-
ticularmente no preparo de antissoros especificos, tem sido
de fundamental importancia em estudos de identificacio dessas
espécies. Assim, inUmeras técnicas tem sido utilizadas e de-
senyolvidas na tentativa de servem um sistema util na identifi
cagao desses microrganismos. {FULLER, 1938; LANCEFIELD, 1825 .
RANTZ & RANDALL, 1955; BRATTHALL, 1969; HARDIE & BOWDEN,1976).

0s estudos efetuades em nossas investigagbes ,
teve como objetivo principal, verificar se as espécies de es-
treptococos (isoladamente) possuem antigenocs, 0s quais naopos
sam ser detectados em outros estreptococos, ou outras bacté-
rias, & secundidriamente, analisar o grau de relacionamento se
roldgico entre essas especies, em funcao da metodologia empre
gada.

0s resultados obtidos nos testes serologicospa
ra a determinacao do tTtulo de antissoros para as especies de
estreptococos analisadas, apresentaram diferengas significa-
tivas auando os titulos maximos obtidos foram analisados. Os
antissoros utilizados nas reacoes apresentaram titulos de 1:2,
1:4 ¢ 1:16, quando determinados pelo teste de Quchterlony
Tais titulos indicaram - de modo geral - uma concentracgaoc bai
X2 de'anticorpcs para as varias espécies de estreptococos .
gquando comparadas, sendo gque em algung Casos - Como para as es
pécies S, salivarius, S. {faecafis e 8. mifis - os valores en-
contrados sao muito menores, como se pode observar no Quadro
3. Tais resultadns, confirmam observacoes preliminares realti-

zadas por HaFLING {1981), quando os resultados obtides nos tes



tes serologicos para a determinacdo do titulo dos antissoros

para 0 5. Sangudls, apresentaram valores de 1:4, 1:8 e 1:16

guando 0s titulos maximos foram obtidos, g que tais antisso-
ros demons traram, individualmente, um comportamento diferente,
auando na interpretacac das reacoes serolcogicas de dupla difu
sag em reac¢ao com os antigenos obtidos por tratamentos diver-
sos. Tais resultados, portantg, guando comparados com nossas
observagGes, parecem indicar gue as espécies de estreptococos
analisadas, sao bastante heterogeneas com relacao a sua capa-
cidade imunizante, o gue vem Justificar, de certa forma,s bai

xs reatividade das especies S. safivanius, 8. 4accalis e S.mi

.-

£is nas reagoes sernlbgicas, quando comparadas,

O problema parece consistir no fato de gue pa-
rd o grupo viridantes - dos quais muitos dos estreptococos o-
rais pertencem - tais estreptococos nao sao capazes de indu-
#ir a formacao de quantidades de anticorpos adequadas, quando
injetados em animais experimentais, ou se o fazem, o3 anticor
pos parecem ser inespecificos e, portanto, inadequados para 3
nlicacao em estudos de relacoes de afinidade serologica (LAN-

CEFTELD, 1925; SOLOWAY, 1942; SHERMAN et al, 1943; SELBIf et

a1, 19493 PORTIFIELD, 1950; GUGGENHETH, 1968).

Dy resuyltados obtidos nas reacoes Serologicas
de dupla difusao em gel de agar com o5 antissoros obtidos, em
regsad Com antigenos de suspensoes Bbacterianas segundo RANTL
4 RANDALL {R-R}, onde &gar-gel em 3gua, tampac veronal e fam-
1in PBS foram tes tadns, demonstraram que as reacoes feitas em
iaar-agua e agar-PBS, parecem ser menos adegquadas quande com-
aarsdas com égar-gel em tampao veronal, comg podemos verifi-

zar nos Ouadros &, 6 e 7, Tais observacoes indicam a necessi-

dade de se conhecer o comportamento dos reagentes [antigeno 2
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~antisscoro) nos diversos tipos de gel de agar empregados, an-
tes de se utilizarem definitivamente os dados para aplicacao
em estudos seroldgicos. Esses resultados, confirmam observa-
coes feitas anteriormente por HSFLING {1981}, o qual verifi-
cou a necessidade de se padronizar as reacoes, quandoe testesg
semelhantes foram efetuados, demonstrando que o tipo de tam-
pao, tempo de colocacao dos reagentes {antigeno & antissoro)e
distancia entre o5 orificios, podem constituir fatores limi-
tantes nessas reagoes, além de outros fatores especificos co-
mo tipo de gel empregade, temperatura, concentragao de agar,

pureza do antigeno, tamanho da molecula do antigeno, configu-

racao molecular, etc.

0s dados obtidos nas reacGes homologas e hete-
r3logas, através dos testes serolpgicos de dupla difusao am
gel de agar a 1% em tampac veronal empregando-se o AS S5s ATCC
167 e AS S mut IBR 177 reapectivamente, contra S. sangudls &
$. wmutans, em reagao com antigenos de suspensoes bacterianas
[R-R}, demonstraram que ambos os antissoros reagem especifica
mente com os homologos - S. sanguds e S, mulans - mas que am-
bos s30 capazes de reacao cruzada com os demais antigenos he-
terdlogos testados, com excecgao de AS Ss ATCC 167 nao reagir
com &, mutfans e o AS S mut 171 nao reagir com S. sanguds.Tais
resyltados, indicam que as substancias antigenicas extraidas-
nossivelmente polissacarideos grupo especificos - possuem de-
terminantes antigénicos que $aoc comuns as varias especies .
guande comparadas, o que vem justificar, dessa forma, as rea-
cogs cruzadas detectadas. Fssas observagoes, de mado geral,
Jem confirmar inumeras investigacoes levadas a efeito por va-
ri0s pesquisadores, nos Gltimos anos (BRATTHALL, 1969, 1972 ;

JABLON & ZINNER, 1966; TOW & SHKLAIR, 1967; PERCH, 19745 HAR-
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DIE & BOWDEN, 1974b), os quais tem demonstrado a presen¢a de
reagoes cruzadas entre S. mufans e outros estreptococos orais,
particularmente S. sanguls e S. safivariusem estudos serplogi
cos .,

A ausencia de reagdo entre o AS S mut IBR 177
e a espécie §. sanguis,assim como também com relacio ac AS Ss
ATCC 167 e & espécie 8. mutans demonstraram, que fais resulta
dos, em principio, parecem sugerir que nesse Sistema de rea-
cao, 0 AS S5 ATCC 167 & capaz de reagir especificamente com o
homdologo S. sangudls, sem apresentar reacao cruzada com o hete
0go 8. mulans testado, o mesmo ocorrendo para o AS S mut I
BR 171 com relagac $. 4sanguis, o que nos leva a considerarqgue
#5450 extrator & capaz de extrair determinantes antigénicos do
S. sanguis & §. mutans que nag saec comuns aos demais antige-
nps testados.

0s resultados obtidos nos testes seroibgicosde
dupla difusao em gel de dgar-veronal a 1% com antigenos de
suspensoes bacterianas R-R em reacac com ¢ AS S sal ATCC 169,
revelaram gue esse antissoro & capaz de reacao cruzada com O
homdlogo 5. safdvarnius & os heterologos $. mutans, S. mitis e
S, jaecalls ¢ S. sanguds . Como pode-se verificar pelo Qua
dro 10 e Fig, 2, essas reacoes foram fracamente positivas, ob
servando~se apenas uma unica e fraca linha de precipitacao
Tal fato quando associado ao baixo titulo de anticorpos obser
vado pelo teste de Ouchteriony, vem confirmar consideragoesan
teriores com relagao & pouca capacidade dessas espécies de in
dyzirem a formacgdoc de quantidades de anticorpos suficientespa
ra a aplicacao em estudos serologicos. Tais fatos se tornam
muito mais evidentes, quando os resultados obtidos nos testes

serolbgicos com o AS S mit OV 170 e AS S f NCTC 172 em reacao
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com os antigenos homblogos e heterologos sao analisados {Qua
droz 11 e 13}, Tais resultados demonstravam que 0 AS S mit 0V
170 reagiu fracamente com o homdlogo, nac se observando nenhu
ma reagao com as demais espécies testadas. Com relagio ao AS
5 F NCTC 172, esse antissoro fol capaz de reagir com o homﬁ?g
go 5. {faecalls, apresentaﬁdo uma reagaoc fracamente pesitiva
com os heterdlogos S. mufans e 8. sangudls, nao se observando,

no entanto, reacdao Com as demais_espécies, guando testados.

Embora possamps afirmar com seguranca, gue a
estrutura de estreptococos orais nao esteja totalmente conhe-
¢cida até o momento, os dados obtides através da ampla litera-
tura a respeito, demonstram que diferentes componentes estry-
turais, tais como:; polissacarideos, enzimas extracelulares
proteinas, carboidratos, peptideoglicanos, acido teicoico & 3

cide lipoteicBico ~ presentes nesses microrganismos- podem es

tar envolvidos no aparecimento dessas reagoes cruzadas,

Tais fates, vew confirmar claramente, a difi-
culdade de naoc se ter ainda, um sistema 0Uti] para a identifi-
cacao desses estreptococos, sendo que, com relacao a outros
estreptococos - como 08 estreptococos hemoliticos - metodos
seroldgicos tem sido de grande valia. A tecnica de LANCEFIELD
[1933) a qual divide as bactérias em 17 grupos (A-H, K-S}, tem
demonstrado ser um dos métodos mais simples e eficazes para a
identificacao desses microrganismos, o mesmo_acantecendo com

relacao aos extratos em autoclave de RANTZ & RANDALL (1955).

0 aspecto fundamental de estudos atuais tem si
do determinar até gque pento técnicas serologicas possam ser u
tiVizadas em estudos de microrganismos orais. Estudos realiza

dos atraves de reacoes de aglutinacao (GRUBER & DURHAM, 1896}
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demonstraram que a cBlula bacteriana continha muitas estrutfu-
ras que podiam atuar como antigeno. Mais precisamente, o pro-
blema consistia em se determinar no "mosaico” de antigenos,um
ou mals antigenos que podiam ser demonstrados: em cepas classi
ficadas como por exemplo S. mutfans mas nac em ocutras bacts -
rias. Estudos anteriores (ZINNER et al, 1965a; JABLON & ZIN-
NER, 1966; GIBBONS et al, 1966) tem demonstrado que antissg -

ros coentra cepas de 5. mufans Sao capazes de reagio cruzada

com ceépas heterdlogas em estudos de imunodifusio.

Guando 0s primeiros antissoros polivalentes fo
ram testados contra extratos antigénicos homblogos e heterolo
gos, muitas linhas de precipitacao foram formadas. Tais obser
vacbes, vem confirmar a idéia de que os antissoros s&o estimu
lados por um "mosaico” de antigencs. Tem sido demonstrado,que
as reagoes saop parcialmente o resultado de anticorpos contra
polissacarideos extracelulares. Tem sido observado que prepa-
ragces de polissacér?deos {dextrana) - devido &s diferencas
no tamanho dos sitios de combinacdao dos anticorpos - podem a-
presentar mais que uma linha de precipitacao (SCHLOSSMAN & KA
BAT, 1962). Essa pode ser a razao por gque muitas das linhasde
precipitagdo originais sac excluidas, guando antissoros  sao
sroduzidos de crescimentos celulares em meioc de glicose, OQu-
tra razao para a multiplicidade de linhas de precipitagidc po-
de ser a heterogeneidade do material antigenico usado na imu-
nizagao (polissacarideos), GUBGENHEIM & NEWBRORN {1969) vrela-
tam que uma cepa de estreptococes cariogénicos pode conter
muitas glicesil-transferases, as quais $Sac responsaveis pela
formagao de uma mistura de glucanos, Se as diferengas estruty
rais dessas substancias incluem determinantes antigenicos da

molécula, € possivel gque mais de uma linha de precipitacao o-
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corra. De qualquer forma, em gualquer caso, parece importante
que antissoros devam ser testados em relagac a presenca de an
ticorpos contra polissacarideos extracelulares antes de se i-
niciarewm investigacbes com o propdsito de classificacdo. Tal
recomendacao possue também relevancia em estudos sercldgicos

com 8. sangudls e $. salivarius. U0 conteide de anticorpos an-

ti-dextrana pode ser testado através de preparagbes comerci-

ais de dextrana,

0s resultados gbtidos nesse trabalho, indicam
a necessidade de se fazerem estudos com relagic 3 novas meto-
dologias gue possam extrair determinantes antigenicos que nao
apresentem reacap cruzada com os heterdlogos, assim como tam-
bem reslizar estudos com outroes componentes das celulas bacte
~ianas - acidos teicicos, protefrnas M ¢ T, polissacarideos ex
tracelulares, acidos 1ipoteicﬁic6§, eté;_« a fim de s¢ obter
antisgoros Que possam ser uti?iééﬁos éﬁ éstu&és de identifica

cao de estreptococos orais.
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CONCLUSAQ

estudos realizados no presente trabalho per

seguintes conclusoes:

A injecac de suspensoes bacterianas de es-
treptococos induzem & formagdo de anticor-
pos em coelhos., Essas especies se comporta-
ram diferentemente com relacac a sua capaci

dade imunogenica;

0s antissoros obtidos para as especies de eg
treptococos estudadss, se comportaram dife-
rentemente, guando testados em reagoes sero
logicas com antigenos de suspenspes bacte-
rianas de S5. sanauis, S. miiis, S0 Sadiva-

[F A £ .

A

adlws, 8. mutant & 5,

4

(s antissorps ohtidos pela inocultacao des-

ses estreptococos reagem com o antigeno ho-



mologo e apresentam reagoes cruzadas com oS
antigenos heterologos usados nos testes de

dupla difusao em gel de agar;

De modo geral, os estreptococos analisados
demonstraram nao serem capazes de induzir a
formacao de quantidades de anticorpos ade-
quadas, quando injetados em animais experi-
mentais, ou se o fazem, tais anticorpos pa-~
recem ser inespecificos e, portanto, inade-
quados para a identificacao desses microrga

nismos.
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Com o objetive de contribuir para a identifica
cao de estreptococos da cavidade oral, particularmente rela-
cionados com a carie dentaria, antissoros obtidos para §. san
guds, S. wutans, 8. salivarlus, S. milis e S. faecaldis, foram
utilizados nas reacoes serologicas em reacao com antigenos de
syspensoes bacterianas desses microrganismos.

Fsses antissoros se comportaram diferentemente
quando testados em reacoes serologicas de dupla difusio em
gel de agar. |

0s dados obtidos através dos estudos seroldgi-
cos, demonstraram que as espécies de estreptococos estudadas
se comportaram diferentementfe quando testados em reacac com
ps antigenos de suspenscges bacterianas de 8. sanguls, §. mdi-
s, 8. salivanius, S. mutanis e 8. faecaldls.

As reagbes serologicas efetuadas entre homolo-
gos e heteréfogos - quando estudos comparativos foram feitos

entre as espécies - demonstraram gue o3 antissoros obtidosdes
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sas espécies de estreptococos reagem com 0 antigeno homdlogo e
apresentam reacoes cruzadas com 03 antigenos heterGloges usa-
dos nos testes de dupla difusao em gel de agar.

ds gstudos comparativos feltos com os estrepto-
cocos, indicaram de modo geral, n%o'serem capazes de induzir
a formagao de anticorpos adequados quandp testados em animais
experimentais, ou se o fazem, tais anticorpos parecem ser ines
pecificos e, portanto, inadegquados para a identificacaoc desses

MICrorganismos.,
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Strains of cariogenic Staeplococcd were used to
obtain antisera against these species in order to be useful for
the identification of oral microrganisms. These antisera gave
different patterns in double diffusion serological tests.

The serplogical reactions showed that all spe-
cies studies, 8. sangudls, S. mdclis, §. salivarnius, S. mutans -
and 8. {faeccalis, were differents when they were tested against
the bacterial suspension antigens.

Antisera tested against homologous and heterolo
gous species gave positive reaction with the homologous and
cross- reacted with the heterologous antigens.

These results suggest that the Strepfococed spe
cies studied do not initiate the formation of an adequate -
amount of antibodies when injected into rabbiis, or, if they
do, the antibodies have appeared to be inespecific and not sui

table for classification.
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