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IN TRODUÇM 

A questão fundamental de estudos atuais tem si 

do determinar atê que ponto técnicas serolÕgicas possam ser~ 

tilizadas em estudos de microrganismos orais. Estudos realiza 

dos através de reações de aglutinação (GRUBER & DURHAM, 1896) 

demonstraram que a cêlula bacteriana continha muitas estrutu~ 

ras que podiam atuar como antigenos. Mais precisamente, o prQ 

b1ema consistia em se determinar no l(mosaico" de antígeno, um 

ou mais ant1genos que podiam ser demonstrados em cepas classi 

ficadas como por exemplo S. mu.tan-6, mas nao em outras bacté~ 

rias. Posteriormente, estudos levados a efeito por ZINNE.R et 

al, 1965a; JABLON & ZINNER, 1966; GIBBONS et al, 1966 demons

traram que antissoros contra cepas de S. mutan4 são capazes 

de reaçáo cruzada com cepas heterôlogas em estudos de imunodí 

fusâo, 

Nos Ültimos anos tem-se observado a publicação 

de pesquisas que ampliaram o conhecimento sobre a classifica

ção, eco1ogia e significado biológico de estreptococos de pl~ 

ca dentãria, Para se determinar a presença desses componentes 
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associados ao desenvolvimento da cãrie dentãria, particularmen 

te a classificação, identificação e caracterização desses mi

crorganismos, métodos serolÕgicos tem sido de grande valia (8-R~ 

THALL, 1970, 1972; COYKENDALL, 1974). 

Desde qua as bactérias estão envolvidas no apa

recimento da cãrie, parece claro que seu início e evolução de

vem ser determinados por uma interrelação parasito-hospedeiro. 

Dessa forma, o conhecimento dos principais fatores relaciona

dos ao binômio parasita-hospedeiro devem ser preliminarmente 

determinados antes de se iniciar experimentações de natureza 

clini ca. 

" Estudos preliminares levados a efeito por HO-

FL!NG (1981), através da anãlise de antissoros obtidos contra 

S.t-te.ptoc.oc.c.M -6aYLgu.<..~ em reaçao com antígenos de suspensões bas_ 

terianas em ãgua, salina. segundo Rantz & Randall, em ãcido a-

cético e segundo Lancefíeld, das espécies S. -6angu.-t-.6, S.mutanó, 

S. 6ae.c.al-i.-s, S. mLt-i.<. e S. ,oat..i.vaJt_{_u..,s, demonstraram que os ex-

tratos obtidos segundo Rantz & Randall parecem ser mais adequ~ 

dos, quando comparados com os demais antígenos obtidos. 

Neste trabalho nõs procuramos analisar as prin

cipais espécies de estreptococos de placa dentãria sob o ponto 

de vista serolÕgico com o objetivo de contribuir para os estu-

dos de identificação, caracterização e classificação de micror 

ganismos orais, particularmente associados· ao mecanismo de cã

rie dentâria. 

A anâlise de antissoros obtidos contra osmicror 

ganismos .S. ,.)angu..-L4, S. mu-tart-6, S. <5ae.c.av:.-6, S. mLt..i.-6 e S . .6a

i.u.!aJtiru, em reaçao com os antígenos bacterianos obtidos dessas 

espécies, foi efetuada através de reações serolôgi cas, com en-

Fase, a um estudo das relações de afinidade serolõgica 

essas espécies, 

entre 



-REVISAO DA LITERATURA 



- 5 -

REVJS~O ~A LITERATURA 

A composição microbiana da placa dentária tem 

sido amplamente estudada por ser considerada o principal fa

tor etiológico nas duas maiores doenças, a cãríe dentâría e a 

doença periodontal (HARDJE & BOWDEN, 1975; THE!LADE & THE!LA

DE, 1976). Os estreptococos tem chamado a atenção dos pesqui

sadores como um patôgeno específico na cãrie dentâria. Os E~

tJtep.toc.oc_o,::, mu~an..:. mostraram-se indutores de cãrie em animais 

e hâ também bastante evidências dessa espécie estar associada 

a cãrie dentária em humanos, o que se pode observar na exaus

tiva literatura a respeito. Outras esp~cies de estreptococos 

presentes na bôca tem recebi do menor atenção nos recentes anos, 

embora 1 muitas dessas espécies tem sido vistas presentes em 

sérias infecções sistêmicas como a endocardite. 

A maioria dos estreptococos isolados da bõca 

pertencem aos tlpos virídescentes (_vi'ridans) e nao hemolíti~ 

cos (indiferentes) baseados na placa de agar~sangue e podem 

ser considerados como encontrados entre o grupo "vi ridans 11 

(SHERt~AN, 1937). Segundo COLMAN (1976) ~entretanto, o fenôme-
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no de hem5lise parece nao ser uma propriedade particular des

ses microrganismos que possa ser utilizada com segurança, jã 

que todos os tipos de hemólise ( ~. _;9 e r-) ocorre em isolados 

orais. 

A classificação dos estreptococos viridantes tem 

sido tradi cíonalmente di fiei 1, mas nos recentes anos foi bas

tante incrementada, graças aos estudos de COLMAN & W!LLIAMS 

:1972); CARLSSON (1968); COLMAN (1976); HARD!E& BOWDEN (1976a) e 

outros. 

As espécies de estreptococos mais comumente en

contradas na cavidade oral sào S. mutan,~, S. -sanguA..-ó,S.mA.tioJt, 

S. m!.f..ttJt-(·_ e S. ,saL{vaJtiu.,L Essa nomenclatura parece nao ser 

utílizada por todos os pesquisadores, dessa forma, algumas clas

sificaçóes alternativas são propostas (Tabela 1). Outras espe

cies podem ser isoladas em alguns casos. mas observadas em nú

:neros muito pequenos. Enterococos como S. t)ae.c.a.fJ.j., S. 6ae.c..J.um 

e S. du~an~ podem ser encontrados e sua distribuição na bEca 

tem sido mencionada (GOLD f1 AI, 1975). 

não tem sido isolado com certeza da cavidade oral humana embo-

ra ele tem sido isolado da placa dentãria de alguns animais 

r:erbivoros. As espi?cies mencionadas na Tabela 1 dizem respeito 

a .'Tlaioria dos estreptococos isolados da cavidade oral, embora 

outros ~strains~ são encontrados os quais n~o se enquadram en

tre as taxas existentes. 

AlGuns dos estreptococos oraís, especialmente 

:ertos ''strains" de S. mu.tarL~ requerem dioxido de carbc-no para 

o crescimento em meio sólido. Relativamente poucas informações 

sd.'.' disponíveis acerca da prevalência, distribuição e p~"oprie

jades de espécies anaerõbicas na cavidade oral. Cocos Grampo

sitivos anaerÕbicos tem sido mencionados em estudos de cultura 
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TABELA 1 

NOMENCLATURA DOS ESTREPTOCOCOS COMUMENTE ENCO.NTRADOS NA BOCA 

S. 

S. 

COLMAN & 

WILL!AMS 

( 1972) 

mu.taM 

~angu.ii, 

s . m.i;ti OJ[ 

S . milleJU. 

CARLSSON 

( 196 8) 

S. mu.taful 

(Grupo 11) 

S. Mngu.ii, 

(Grupo I:B) 

S. <~angu.il, 

(Grupo !:A) 

S. m.i;tió 

(Grupo !V,V) 

? 

S • M.li vo.Jt.i_IM 

(Grupo I!!} 

FACKLAM 

(1977) 

S. mu.taful 

S. õangu.il, 

S. ba.ngu.ii, 

s. m.i;tió 

li 

S.MG~intermedius 

S , an:g-tnoc.U/.1 

constrellotres 

Dx + mitior: S. mitior dextrana positivo 

PARKER 

& BALL 

( 19 76) 

S. mu.taful 

S. oangu.il, 

S . m.i;tiah. 

Dx + mi ti o r 

H vi ri dans" 

S. mU.evú 
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de placa dentária (SOCRANSKY et _!}, 1977) e também tem Sido i-

solado de 1esões cariosas profundas da dentina (EDWARDSSON , 

1974), infectando a camara pulpal e as raizes do canal (BERG & 

NORD, 1973; KANTZ & HENRY, 1974; WIT!GOW & SAB!STON,1975; SUND 

QUIST, 1976) e abcessos dentãrios (SAB!STON & GOLD, 1974). Pa-

rece necessãrio que técnicas de isolamento de anaerõbios mais 

elaborados são indispensãveis para o reconhecimento de estrep

tococos anaerõbicos de material oral. Estudos realizados por 

HARDIE & MARSH (1978) em placa supragengival, utilizando-se o 

sistema anaerÕbíco convencional {Jarra anaerÕbica) demonstra

ram grande dificuldade no isolamento de estreptococos anaerÕbl 

cos. Isso sugere a necessidade de maiores estudos nessa ãrea. 

Esta espêcie ê geralmente reconhecida como a es 

pêcie mais bem definida, com uma sêrie de caracter1sticas dis-

tintas (CLARKE, 1924; EDWARDSON, 1968; FACKLAM, 1974; PERCJ ~ 

_!l, 1974; HARD!E & BOWDEN, 1976a). As cepas de S. mu..tano fer

mentam manitol e sorbitol, produzindo glucanos extracelulares 

(dextrana) a partir da sacarose, hidrolizam esculina, mas nao 

arginína (com exceção do serotipo b) ou amido, produzem também 

acetoína de glicose, não produzindo usualmente peróxido de hiw 

drogênio) tolerando 6 1 5% cloreto de sõdío, e crescendo a 45°C. 

Estudos taxonômicos com estreptococos orais tem demonstrado a

glomerados distintos de variedades correspondendo a S. m~tanh 

CARLSSON, 1968; COLMAN, 1968; ORUCKER & MERV!LLE, 1971). 

Vãrios serotipos de S. mu..tan.t. jã foram descri-

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

relacionados com a composição de carboidratos na parede celu-

lar (HAROIE & BOWDEN, 1974b). Estudos levados a efeito com o 
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conteúdo bãsico do DNA e híbridos de DNA entre as diversas ce

pas de S. mutan4 associados com dados bioquímicas e sero1Õgí

cos, sugeriram a proposição de sub espécies (COYKENDALL,l974). 

Mais recentemente COYKENDALL ( 1977) sugeriu que as sub espéci

es propostas fossem consideradas espécies, denominadas S.mutan.t~, 

S. Jtai::tUl>, S. c/Úce:l:tui>, S. i>Ob/Únu~ e S. neJWó. Não estã cla

ro, atê o momento, como estas espécies poderão ter um sentido 

pritico. Parece ter mais sentido se todos os laborat5rios e 11 

vros de referência reconhecessem as diversas cepas de S.muta.n.b 

(coletivamente) antes de introduzir cinco diferentes nomes pa

ra as diversas variedades genéticas. Algumas características 

bioquimicas se correlacionam muito bem com as diferentes sub 

divisões de S. mu.tan.b. tal como a produção de amônia da arginj_ 

na pelo serotipo b (S . ..-ta..ttu-6) e tais observações levaram ao d~ 

senvo1vímento de um esquema bioqulmico para o reconhecimento 

dos diferentes seroti pos (SHKLAIR & KEENE, 1974). Esse esquema 

foi originalmente formulado com base nas reações de um pequeno 

nUmero de variedades de referencia, o que torna-se dificil am~ 

pliar tais fatos para as demais cepas de estreptococos. 

Essas subdivisões de S. mutan-6 podem ser úteis 

em estudos epidemiolõgicos em populações humanas e a divisão 

por produção de bacteriocinas ou substâncias tipo bacterioci

nas tem sido descritas por muitos pesquisadores. 

Essa espécie foi originalmente isolada do san

gue de pacientes com endocardite bacteriana mas atualmente e 

reconhecida como uma das espécies mais numerosas da cavidade o 

ra1 (CARLSSON, 1965, 1967). Observações anteriores da literatu 

ra demonstrando uma relação do S. ,~angúL& com o grupo H de Lan 
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cefield têm sido discutidos por vãrios autores (COLMAN & WIL

LIAMS, 1971; COLMAN, 1976; HARDIE & BOWDEN, l976a). 

O aparecimento do S. éangu14 na cavidade oral 

humana se dã após 6 meses de nascimento) o qu-e corresponde c001 

o aparecimento dos primeiros dentes (CARLSSON "_t iil, 197Gb) .A~ 

sim) essa espécie constitui uma proporção significante doses

treptococos de placa dentária e parece ser um dos primeiros co 

lonizadores da superfície dos dentes limpos (TINANOFF et ~. 

1976; SOCRANSKY tl ·ªJ, 1977). Por comparação, somente pequeno 

nUmero de S. -&angu..-i..J tem sido encontrado em material fecal huw 

mano (VAN HOUTE "_! ~. 1971), assim, tudo indica que a cavida

de oral ê o lugar preferido desse microrganismo quando ele es

ta presente em casos de endocardi te, Cepas de S. J.>angui,s tam

bim ji foram isolados de solo (GLEDHILL I CASIDA, 1969). 

Variedades de S. ,~angui.ó hidrolizam arginina e 

esculina, produzem HzS e formam g1ucano extracelular (dextrana) 

quando crescem em presença de sacarose. 

Estudos serolÕgicos dessa espécie, 

que hã serotipos diferentes designados I, I! e 1/1! 

indicaram 

( WASHB URN 

( ATCC ~ ~_1, 1946) representado pelas variedades NCTC 7863 

19556), NCTC 7864 (ATCC 10557) e NCTC 7865 (ATCC 10558). Varie 

dades lembrando a NCTC 7864 (tipo li) formam grupos separados 

do tipo I nos estudos taxonômicos feitos por COLMAN (1968) e 

CARLSSON (1968), e essa evidência, associada com a parede cel~ 

lar e diferenças serolõgicas e genéticas, fornecem um forte ar 

gumento para a separação dessa espécie (S, mitJ.oJt). Nos recen~ 

tes relatos de PARKER I BALL (1976) os nomes de S. ·languü e 

S. mJ..:tJ...oJt são usados para descrever esses dois grupos de orga

nismos, enquanto FACKLAM ( 1977) e os laboratórios de referen

cias, preferem manter os termos de S . . !langu. .. Lo, biotipos I e I I. 
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Muitos autores, encontraram ocasionalmente variedades 11 interme 

diârias" que não se posicionam claramente dentro dessas duas 

espécies ou biotipos. Estudos levados a efeito por PARKER & 

BALL (1976), demonstraram que 37% das cepas de· S. óangtú.; rea

gem com o antissoro do grupo H de Lancefield. 

O nome de S. mitio~ originou-se de SCHOTTMULLER 

(1903) e como mencionado anteriormente, proposto por COLMAN & 

WILLIAMS (1972) para o grupo de cepas as quais formam um aglo

merado homogêneo em estudos taxonômicos numéricos de COLMAN 

(1968). Essas cepas demonstraram serem genêticamente relaciona 

das em testes de transformação (COLMAN, 1969) .Elas possuem uma 

constituição de açúcar da parede celular distinta, da qual ram 

no-se estã ausente, mas o ãcido teicÕico ribitol presente(CO_!: 

MAN & WJLLIAMS, 1965). As cepas dessas espécies produzem H2s, 

nao hidrolizam arginina ou esculina e dão reações variadas nos 

testes de Voges-Proskauer. Algumas cepas produzem glucano ex

tracelular e frequentemente produzem colônias agar sacarose,os 

quais são indistinguíveis dos demais estreptococos. 

Se ambas as cepas (dextrana positiva e negati

va)são aceitas entre a definição de S. mi:Li..oll, essas espécies 

correspondem ãs cepas designadas I:A (S. J.a.ngt .. L-LJ.) e V:A nos e~ 

tu dos de CARLSSON ( 1968). Os têrmos S. miUo~ e mi ti o r dextra

na positivo tem sido utilizado por PARKER & BALL (1976),mas ou_ 

tros pesquisadores preferem nomes alternativos para descrever 

cepas semelhantes. Segundo o esquema usado por FACKLAM (1977), 

S. 6angu .. ü I I se refere ãs cepas que fermentam rafnose, sendo 

as rafnoses negativas designadas como S. m.i:t-t-6. A formação de 
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dextrana § considerada uma caracterfstica variãvel em ambas as 

espécies. 

O StJte.ptoc.oc.c.u.ó m.ZL(.aJt ê amplamente distribuido 

na cavidade oral humana e de animais, sendo comumente isolatlo 

do sangue em bacteremia dentãria e de casos de endocardite bac 

teríana. Essas espécies provavelmente correspondem ã muitas da 

quelas espécies isoladas e descritas na literatura como S. V.{.-

Jtidan~ ou S. m1tl.ó. Tais fatos demonstram a necessidade de es~ 

tudos taxonômicos e serolÕgicos mais acurados com cepas consi

deradas S. mit~oJt, no sentido de que se possa definir se tal 

espêcie deve ser reconhecida como uma espécie individual um 

tanto quanto heterogênea, ou subdividi-la em duas ou mais esp~ 

c i es . 

Cepas de S .• \a.U.vaü<U (SHERMAN et a1, 1943) , 

normalmente produzem levano extracelu1ar quando cultivadas em 

sacarose (NlVEN <>_t_ a1, 1941a,b). Esta propriedade resulta na 

produção de amplas características, tais como colônías mucõi

des em agar sacarose. Parece não haver discrepincia entre os 

diferentes pesquisadores com re1ação ãs propriedades fisiolôg~ 

case a nomenclatura dessa espêcie jã que os estudos taxonômi-

cos tem confirmado sua homogeneidade (COLMAN, 1968; CARLSSON, 

1968). 

Apesar das caracterisitcas fisiolÕgícas do S. 

-so.Li.varvtuil serem bem descritas (COWAN, 1974), certa dificulda-

de na sua identificação tem sido verificada, quando a caracte

r1stica de colônias mucõides não são observadas no crescimento 

em agar sacarose, A habilidade de a1gumas cepas em hidrolizar 

uréia (COLM.ôcN, 1976) tem demonstrado ser uma importante prova 
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adicionaL 

Essa espécie, primeiramente descrita por GUTHOF 

{1956)~ é um exemplo de diferentes opiniões com relação a cor

reta terminologia. O nome S. rtL.U!.i.el!.--i tem sido usado por muítos 

pesquisadores recentementet onde descrições mais detalhadas de 

suas características têm sido pub1i cadas (COLMAN & WlLLIAMS, 

1972; MEJARE & EDWARDSSON, 1975; HARDIE & BOWDEN, 1976a; PAR

KER & BALL, 1976). As espêcies descritas por esses autores in

cluem cepas designadas anteriormente como St!Lep:tccoc.cuo MG (M_~ 

RlCK ~~ ~l· 1944). Pequenas formações coloniais de estreptoco

cos hemolfticos pertencentes ao grupo F ou G de Lancefield es

tão também incluídas nessa classificação. FACKLAM (1977) rela

tou as propriedades de cepas semelhantes a S. mi{le4i mas pre

fere dividi-las em S. MO- <.n.tvtme<ÜM (lactose+) e S. angl.no-

6u..6-con.6te.t.taA:u!:. (1actose-). 

Cepas de $. mille~ usualmente hidrolizam argi-

nina e esculina e produzem acetoína ã partir da glicose. Elas 

não produzem polissacarídeos extracelulares da sacarose, fer

mentam mani tol ou sorbi to1 e produzem H2S, Os StJte.p-toc..oc.c.tLb mil 

teM. isolados são normalmente resistentes a sulfonarnidas e po

dem crescer em meios se1etivos designados por CARLSSON (1967) 

para o isolamento de S. mu.ta.M (MEJARE & EDWARDSSON, 1975). 

Como mencionou COLMAN ( 1976), o .S, m--t.tleJt .. { e 

uma espécie razoavelmente homogênea do ponto de vista de suas 

propriedades morfológicas~ mas se mostra bastante heterogênea 

serolõgicamente. 

Comparativamente, poucos estudos taxonômi cos tem 

s·tdo realizados sôbre estreptococos viridantes e não hemoliti-
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cos (COLMAN, 1968; CARLSSON, 1968; DRUCKER & MELVILLE, 1971). 

Esses estudos permitiram classificar os estreptococos orais em 

diversas taxas, como podemos verificar na Tabela 1, mas nao re 

solve os problemas de nomenclatura relacionados com as cepas de 

S. mLtio~ e S. m~llt~. Estudos efetuados com um grande numero 

de estreptococos orais, incluindo testes fisiolôgicos, anãlise 

da parede celular e serologia, continuam sendo efetuados (HAR

DIE & MARSH, 1978), com a esperança de que tais estudos venham 

elucidar a classificação de variedades "íntermediãrias 11 que nao 

se encaixam nas presentes espêcies reconhecidas. 

Métodos quemotaxonômi c os não tem si do usados fre 

quentemente em estudos sôbre estreptococos orais. COLMAN & w!L 

L!AMS (1965) demonstraram que ocorre uma variedade de padrões 

de carboidrato da parede celular entre os estreptococos, sendo 

que, alguns fatos, como por exemplo a ausência de ramnose em 

S. mi...Uo/f.. possa ser correlacionada com determinadas espêcies em 

particular. Nas cepas de S. mu.ta.n..s, foi observado que diferen

ças na composição de carboidratos da parede celular estão re

lacionadas com o serotipo (HARD!E & BOWDEN, 1974b). A presença 

de ãcidos graxos em S. mutan4 tem sido examinados por ORUCKER 

e outros, demonstrando que a presença de tais ãc1dos estão vi~ 

culados ãs condições culturais, tais como temperatura, idade 

da cultura, substrato, diluição (em cultura contínua),aeração, 

pH e concentração de micronutrientes (DRUCKER ~ ~,1976; DRUf 

KER & VEAZEY, 1977). A caracterização de extratos de cêlulas t.<> 

tais em cromatografia, tem sido tentada como um possivel mêto

do de identificação de estreptococos orais, mas os resultados 

são ainda bastante limitados, não resultando em um esquema que 

possa ser usado amplamente (STACK ~ ~· 1973). Outras têcni

cas, tais como eletroforese e isoe1etrofocos de células totais 
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\ 
classificação de 

estreptococos. Tais t€cnicas permitem uma anâlise dos padrões 

proteicos, que quando utilizadas em cepas representativas de 

S. mutan6, demonstram que existem subdivisões .entre essas esp! 

cies (RUSSEL, 1976). 

A anãlise da composição de lipides nos estrept~ 

cocos poderã ser de valor complementar em futuros estudos taxo 

nômicos. Esse tipo de anãlise tem demonstrado ser extremamente 

valiosa na classificação de corinebacterias (GOODFELLOW etal, 

1976; IHNNIKIN tl -ª.]_, 1977). 

Métodos apropriados para o isolamento e identifi 

-caçao a serem usados na coleta de amostras da bôca, dependem 

muito do lugar ou 'habitat' sob investigação (HARDIE I BOWDEN, 

1974a, 1976b). A escolha de um método para a inoculação de a-

mostras nas placas em estudos quantitativos, torna-se um pro-

blema~ jã que hã o perigo de destruição de certas bactêri as, 

mas a maioria dos estreptococos sobrevivem aos métodos comumen 

te utilizados, incluindo sonificação, e são geralmente sensí

veis ã exposição pelo oxigênio. Para estreptococos estritamen

te anaerÕbicos, entretanto. precauções devem ser tomadas para 

impedir as amostras de serem expostas ao oxigênio atmosférico 

durante o processo. 

Estreptococos orais podem ser isolados em meios 

nao seletivos~ como ãgar-sangue, mas a seleção de colônias de 

estreptococos quando na presença de outros microrganismos, tor 

na-se dif{cil. O mesmo acontece, quando na distinção de estref 

tococos de vãrias espécies, apenas pela observação das colô 

nias nesse meio. Vãrios meios se1etivos foram desenvolvidos p~ 

ra o isolamento de estreptococos da cavidade ora1 e garganta. 
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Desde que alguns estreptococos p~oduzem polissacarídeos P.xtra
\ 

celulares a parti r da sacarose) os meios em geral incluem con-

centrações adequadas de sacarose. Em tais meios, cepas de S. 

r.ut.an.6, S • .õa.ngtL.L;:., S. m/_t{o!l e S. ,sati..vaJr.-iM _apresentam for

mas coloniais c:aracterlsticas, e tais fatos tem sido utiliza-

dos como base em investigações epidemiol5gicas. Entretanto, es 

tudos da morfologia colonial devem ser acompanhados de outros 

estudos. 

Os estreptococos normalmente presentes na cavi

dade oral, podem geralmente serem identificados a níve1 de es-

pécie através de testes bioquímicas e fisiolOgicos convencia-

naís (COWAN, 1974). HARDIE & BOWDEN (1976a) desenvolveram um 

pequeno nUmero de sete testes, na investigação rotineira de i-

solados recentes. As reações usuais normalmente utilizadas em 

testes físiolÕgicos para as espécies de estreptococos podem ser 

observadas na Tabela 2. sendo que os dados obtidos e uti H za

dos para essa tabela derivaram de observações feitas por HAR-

DIE & MARSH (1978) associados a inúmeras outras publicações 

(CARLSSON, 1967, 1968; COLMAN & WILLIAMS, 1972; MEJARE & EDW-

ARDSSON, 1975; PARKER & BALL, 1976; FACKLAM, 1977). 

Os primeiros sete testes mencionados na Tabela 

2 dizem respeito àqueles testes jâ mencionados anteriormente , 

como identificaç3.o de rotina. Esse esquema tem sido utilizado 

para o exame de 2.808 isolados de estreptococos de placa dentE 

ria durante o curso de estudos epidemialÕgicos em escolares de 

12-14 anos (BOWDEN §_1: _aj, 1975, 1976; H ARDI E ~_( iJ_l, 1977). Cer 

ca de 85i das cepas examinadas, puderam ser identifícadas como 

pelo menos uma das cinco espécies mencionadas nesse s'stema.Ce 

pas dextrana ;JOSitíva e negativa de S. m.it.Lc·Jt nao puderam se•~ 

distinguidas. Ocasionalmente a presença de enterococ':ls (l.Jnce-

fleld-Grupo D; pudera:r ser detectados. 
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Pequenas variações das reações mencionadas na 

Tabela 2 foram observadas entre os estreptococos isolados em 

repetidas ocasiões. Esses incluem cepas que assemelham-se as. 

Jangu..i.-6) os quais fermentam sorbitol e cepas de S. mu.tanó mani 

to1 negativa. Entre S. muta.n...6 ê conhecido que alguns serotípos 

dao reações bioquímicas diferentes (SHKLAIR & KEENE, 1974; PER 

CH ".l:_ ~. 1974). Segundo HARDIE & MARSH (1978), nao foi isola

do exemplares de S. mu.t:an-6 ~ serotipo b arginina positivo. 

Apesar do S. mutan.J possuirem caracteristi cas 

que o distinguem dos demais estreptococos comumente isolados 

da cavidade oral humana, ele pode ser confundido com outros ti 

pos de es treptococos como S. bav)...6, S. J}aec.aU.6 e S. ubc.)!.-.{J.J. 

A serologia é uma técnica que foi introduzida 

nos laboratõrios de pesquisa para auxiliar o trabalho do pato

logista. Fazendo~se uma leitura dos trabalhos publicados no i~ 

nicio desse século, verifica-se que o desenvolvimento de tal 

técnica parece ter-se originado da necessidade de se ter uma 

ferramenta auxiliar no trabalho de identificação e caracteriz~ 

ção de agentes patogênicos (DIERNHOFER, 1930; MINETT, 1931; SE 

ELEMANN, 1930), que do ponto de vista prãtico tem a função de 

identificar tais agentes coordenando em grupos as variadas e 

complexas formas microbianas observadas na flora oral humana 

(SOCRANSKY & MANGANIELLO, 1971; SOLOWAY, 1972) classificando 

essas formas de maneira a permiti r o reconhecimento de suas mUl 

tiplas relações de afinidade. 

A idêia de desenvolver e aplicar tais técnicas 

serolÕgicas com o objetivo de contribuir na identificação e c_5 

racterização de microrganismos orais, particularmente estrept_9. 

cocos hemollticos, parece ter-se concretizado com os trabalhos 

levados a efeito por LANCEFIELD (1925, 1933), cujos resultados 
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TABELA 2 

A1gumas reaçoes físiolÕgicas de estreptococos encontrados na bôca. 

Testes 

Fermentação de 

manito1 
sorbito 1 

Hidrô1ise de 

argi nina 
esculina 

Produção de 
aceto i na 
H202 
polissacarideo 

Fermentação de 
ramnose 
·inulina 
lactose 
trea 1 os e 
me 1 i bi os e 
salicin 

Crescimento em 

6,5% NaC1 
lO% bi 1e 
40% bi 1e 

S .mutanb S.MYiguM S .m<..téOJt S .miliJVÚ S .õati.v!VLi.Ub 

+ 
+ 

+ 

+ 

+ 

+ 
+ 
+ 
+ 

+IV* 
+ 

V* 
V* 

+ 
+ 

+ 
+ 

v 
+ 
+ 

-IV* 
v 
+ 

V* 
V* 

v 
+ 
v 

v+ 

+ 
v 
v 
v 

-* 

+ 
+ 

+ 

+++ 
+ 

+ 

V* 
-V* 

+ 

v 

+ 

+ 
+ 
+ 

+/V* 

+ 

V* 
-/V* 

+ '85-100% positivo; 0-15% positivo; V 16-84% positivo. 

* Variações relatadas por diferentes autores. 

+ FACKLAM (1977) divide as cepas em S. bctnguü I1 e S. mUJ.oJt 

com base na r~mnose . 
.. FACKLAM (1977) divide as cepas em S.MG ü:tercmed.éu.-ó e S. ctn-

9.-Lno . .su-6-c.on.óte.Lta_--tu,.) com base na 1actose. 
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demonstraram ser um sistema Üti1 para a identificação de es

treptococos hemoliticos patogênicos no homem e animais, basea~ 

dos na presença de antígenos específicos desses estreptococas. 

A técnica desse autor, a qual divide as bactérias em 17 grupos 

(A. H~ K e S), tem sido visto como, sem dÜvida nenhumat ser um 

excelente e rea1izãvel método de identificação de que se dis

põe (COLMAN & WILLIAMS, 1967). Para o grupo viridans do qual 

mui tos dos estreptococos orais pertencem, não foi detectado ain 

da um sistema equivalente. Tal aspecto, parece estar relacíon~ 

do com o fato de que tais microrganismos, quando injetados em 

animais experimentais nao são capazes de induzir a formação de 

quantidades adequadas de anticorpos, ou se o fazem, dão origem 

ã formação de anticorpos inespecíficos imprõprios para se est~ 

belecer relações de afinidade (LANCEFIELD, 1925; GUGGEMHEIM 

1968; PORT!F!ELD, 1950; SELBIE ~ ~, 1949; SHERMAN et ~, 

1943; SOLOWAY, 1942). 

Tais resultados iniciais, sugerem que os estrer. 

tococos viridantes e os não hemolíticos são antigenicamente h~ 

terogineos. Esses estudos preliminares resultaram ineficazes. 

provavelmente pela ausência de uma base taxonômica clara, da 

qual se iniciam as investigações serolõgicas. A medida que au

menta o conhecimento de novas espécies bem definidas, tem sido 

demonstrada a possibilidade de um conhecimento maior inter e 

intra especifico. do ponto de vista serolõgico. 

A atenção de diversos pesquisadores ligados a 

area de Biologia Oral, particularme'f1te os serologístas~ tem si 

do a de desenvolver e aplicar técnicas sero1Õgícas com o intuí 

to de contribuir na identificação e caracterização desses mi

crorganismos orais, Assim a existência de diferenças serolõgi

cas entre "strainsu de S. muta.n-b foi primeiramente observada 

por ZINNER & JABLON (1968) e CROUSAZ & GUGGENHEIM (1966). Pos-
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teriormente BRATTALL (1970) relatou a presença de 5 tipos sero 

1Õgicos distintos (originalmente denominados grupos) entre as 

espécies. Esses serotipos, designados de (a - e), foram demons 

trados por ímunoeletroforese e imunodifusão com extratos anti

gênicos. As cepas determinadas serotipo (e) reagiram positiva

mente com o grupo E de Lancefield, da mesma forma que cepas de 

S. ubeJtü (CULLEN, 1967). Ficou demonstrado que o S. mu:tan.o ti 

po antigênico (e) não é idêntico ao grupo antigênico E de Lan-

cefield (LINZER, 1976; PERCH et al, 1974). --

Os serotipos relatados por BRATTHALL extendem-

se agora até 7, através do reconhecimento dos tipos (f) e (g) 

(PERCH ..,_;; ~. 1974). Através de aglutinação, utilizando-se an

tígenos de parede celular, demonstrou-se a possibilidade de se 

fazer um estudo do reconhecimento com tais serotipos, baseados 

em testes de precipitação (HARDIE & BOWDEN, 1974b). Vã rios gr_l! 

pos de pesquisadores tem desenvolvido técnicas de imunofluores 

cênci a na i denti fi cação de serotipos de S. muta.nh ( JABLON & 

ZINNER, 1966; BRATTHALL, 1972; GRENIER ..,_;;E_]_, 1973; JABLON et 

a1, 1976; McKINNEY & THACKER, 1976; THOMSON ."_i; E_]_, 1976; HAMA 

DA et E_]_, 1976). 

Estudos detalhados da composição antigênica e o 

relacionamento serolÕgico entre os estreptococos orais (HARDIE 

& MARSH, 1978) tem sido realizados com o objetivo de se desen

volver e padronizar técnicas sero10gicas de precipitação.Esses 

estudos, feitos em S. muta.rLb, tem sido baseados em: 1) confir~ 

mação da natureza antigênica de carboidratos de parede celular 

dos serotípos, não somente entre poucas cepas, mas também as 

demais, apõs isoladas; 2) estandartização do método para a pr.Q 

dução de antissoros contra esses antfgenos de carboidratos; 3) 

comparação de vãrias técnlcas de extração desses antígenos e 

4) estudo e anilise das reações cruzadas com antigenos resul-
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tantes das vãrias técnicas de extração empregadas. Estudos pr! 

liminares demonstraram que extratos em autoclave de cêlu1as to 

tal promovem reações especificas com antígenos de carboidratos 

de S. mu.taM (homõlogos) reagem com demais serotipos de S. mu

lani> e outras espécies (MARSH!! ~. 1975, 1977). 

A ocorrência de reações serolÕgicas cruzadas en 

tre cepas de S. mutan~ e outros estreptococos devido ã antíge

nos de parede celular (ãcido teicoico) e de membrana celular(E 

cido lipoteicoico) tem sido observada e relatada por vãrios au 

tores (MARKHAM et ~. 1975; CHORPENNING et ~. 1975; KNOX et 

al, 1976; KNOX & WICKEN, 1976; HARDIE & BOWOEN, l976b). 

Reações cruzadas foram observadas entre os sero 

tipos (a), (d) e (g) de S. mu.tam e entre os tipos (c) e (e) 

(BRATTHALL, 1972; PERCH!! 2_1_, 1974). Nos Ültimos anos tem-se 

acumulado inúmeros dados imunoquímicos com representantes deS. 

mu-útn4, demonstrando tipos de carboidratos específicos como a~ 

tígenos. Os resultados desses estudos tem sido revistos recen-

temente por LINZER ( 1976), LINZER!! 2_1_ ( 1976) e IACONO 

(1976). 

e t a 1 

Estudos epidemiolÕgicos em vãrios grupos de po

pulações demonstraram variações na distribuição de serotipos 

de S. muZanl, porêm, os típos ~e~ parecem ter uma prevalên-

cia maior em vãrias comunidades examinadas (BRATTHALL 19 7 2 ; 

HAMADA et ~l. 1976; QUERESCHI et al , 1977). 

Com relação ao S. -6a.ngwi.A~ na original subdivi

sao serolôgica feita por WASHBURN (1946), tres tipos foram de~. 

critos (I, II e I/Il) mas nào foi identificado nenhum grupo a~ 

tigênico comum. As cepas pertencentes ao típo II, sao agora 

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

t.i..oh... o relacionamento entre .S • .6angui4 e os estreptococos do 
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grupo H (HARE, 1935) tem sido visto por muitos pesquisadores, 

mas muitas questões estão ainda pendentes (COLMAN, 1970; COL

MAN & WILLIAMS, 1972; HARDIE, 1975). Estudos sobre a parede c~ 

lular de cepas de S. <~o.ngu.i.,; do ponto de vista. da composição 

polissacaridica através de reação de aglutinação (excluindo a

queles agora mencionadas como S.mitio4) indicaram a existência 

de pelo menos dois ou tres tipos distintos, os quais não podem 

ser distinguidos do ponto de vista fisiolõgico (HARDIE, 1975). 

ROSAN ( 1973), analisando antígenos presentes nos 

extratos em autoclave (RANTZ & RANDALL, 1955) de 45 cepas de 

S. ila.ngtú-6 e S .mi:t.{oJr...,._ através de têcni c as de imunodi fusão e i

munofluorescéncia regando antissoro contra cepa M-S, pode de

tectar 5 tipos de antígenos (designados a- e) e as cepas fo

ram distribui das entre os tipos I, II ou em um 11 grupo heterog~ 

neo 11 de acordo com a presença desses antfgenos. Tem sido pro

posto que o antígeno (possivelmente seja um ãcído teicoico-gl1 

cerol), seja considerado como antígeno do grupo H (ROSAN,l976). 

Antígenos típo ãcido 1ipoteicõico, foram também detectados por 

CH!U E!_! al (1974) na parede celular e membrana citoplasmãtica 

na cepa de ATCC 10556 de S. õangufó. 

Problemas de ordem prãtica ainda persistem com 

relação ã identificação de estreptococos do grupo H) levando 

se em conta que a escolha de cepas para imunização nos produt~ 

res de antissoros comerciais não tem sido padronizados. Dessa 

forma~ a caracterização de estreptococos do grupo H (Inglês ) 

não pode ser comparado com pertencentes ao mesmo grupo H (Ame

ricano). 

Vãrias referências tem sido feitas entre S. mA..

tioJt e s. -6a.ng!U...s, do ponto de vista fisiolÕgico • serolÕgico 

no que diz respeito a parede celular, ~as hã poucas informa-
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çoes disponíveis com relação a estrutura antigênica do S. m-i. -

ti01t. KALONAROS & BAHN (1965) descrevem dois grupos sero1Õgi-

cos entre cepas. identificados como S. miXion mas desde que 

todas as cepas examinadas possuem glicose e ramnose na sua p~ 

rede celular, elas sugerem não serem as mesmas, portanto, deno 

minadas como S. m~t~o4, definido por COLMAN & WILLIAMS (1972). 

Algumas cepas de S. mitio4 dão reações positivas em testes de 

precipitação com soro do grupo de Lancefield O, Me K e recen

temente algumas reações cruzadas como o soro do grupo B tem si 

do observadas isoladamente, com alguns tipos de animais (COL

MAN, 1976). 

Antígenos precipitantes comuns, a cepas de S. 

&angu.L!! e S. miüoJt tem sido tambêm mencionadas (WASHBURN et 

al, 1946; 0000, 1949; ROSAN, 1973; HAROIE & BOWDEN, 1976b). 

Observações preliminares com S. m/.tioJt isolados 

da cavidade oral t incluindo cepas dextrana positiva e dextrana 

negativa, feitas por WOODS & HARDIE (não publicado), sugerem 

que elas sejam serologicamente heterogêneas (cf. HARDIE & MAR

SH, 1978). 

Embora a espécie S-tJte.ptococclL6 mJ..f . ..te.ti seja fi

siologicamente heterogenea, parece possuir um grau considerã· 

ve1 de heterogeneidade serolõgica e reaçoes cruzadas podem o~ 

correr com os soros dos grupos A, C, F, G e K de Lancefield ~ 

(COLMAN, 1976). Nos estudos realizados por PARKER & BALL (1976), 

81 cepas foram identificadas como S. mil..teti, das quais 5 rea 

giram com o grupo A, 5 com o grupo C, 3 com o grupo G e 7 com 

o grupo F. Estudos compara ti vos feitos por FACKj.AM ( 1977) de

monstraram que de 231 cepas pertencentes as espécies S.M.G.· 

·íntermêdius 
1 

nove reagiram com o grupo A, seis com o grupo C, 
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53 com o grupo F, tres com o grupo G, duas com o grupo K e se.is 

com o soro do grupo A variante. Cepas de a.nglnau.b c.on.óte.tla..tu.ó 

promoveram reaçoes com o soro dos grupos A. C~ F e G. 

Uma anãlise antigênica mais detalhada de uma se 

leção de cepas de S. m.étie~ serã extremamente valiosa. 

Os StJt.eptoc.oc.c..u.o 4aUvaJLÜU se apresentam tam

bém como outro exemplo de espêcie que são fisiologicamente ho

mogêneas, mas serologicamente heterogêneas (COLMAN, 1976). Ce

pas designadas como tipo l (SHERMAN ~ ~. 1943) reagem com o 

grupo K de Lancefield e podem dar reações com antissoro contra 

estreptococos MG (M!R!CK ll2J, 1944; WJLL!AMS, 1956; MONTAGUE 

& KNOX, 1968). Cepas do tipo Ill de S. JaUval!..i.U-6 não apresen

taram reações positivas com nenhum desses antissoros (MONTAGUE 

& KNOX, 1968). De 81 cepas de S. "a.t.évo.~U-6 exa;ninados por FAC 

KLAM ( 1977), 35 reagiram com o grupo K e 3 com o grupo F, en

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

tivas. 
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MATERIAL E MtTODOS 

I, MATERIAL 

Amostras de estreptococos das espécies StJte,p.to-

c.occw.. t.angui-6, SL'Lept:oc..oc.c.uh J.>a.LJ..va.Jtiu..6, S.tJteptoc.oc.c.UA m-i.ti..ll, 

S.tJtep.toc.o c.c.tLl;. 6ae.c.aLü e S.tJtepto c. o ec.u.t. mu.ta.nJ.. , f oram obtidas 

da Faculdade de Odontologia da Universidade de Umea (Suécia}, 

" isoladas por Dr. B. Krosse da Universidade de Goteborg e gen-

ti lmente cedidas por Dr, Jan Carlsson (Quadro 1), 

2, METODOS 

2,1, Semeadura do Material 

Amostras liofilizadas dos estreptococos foram inocula-

das em meio de tioglicolato (Thioglycollate Medium without in-

dícator) 135C-BBL) adicionado de uma pequena quantidade de car 

bonato de cãlcio, prêviamente esterilizado a 120°C por 15 min~ 

tos, em autoclave. Posteriormente ao inõculo, os tubos foram 

incubados a 37°c, durante 24-72 horas em jarra tipo Brewer, em 

condições de mi croaerofi li a, usando-se envelopes de GASPAK,70304 

( BB L) , 
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QUADRO 1 - Relação das espécies de estreptococos utilizados 

nos experimentos. 

Material Abreviação Cõdi go da 

Uni v. da Um e a 

SV<eptoooeeu,; óa»gu.ú Ss. ATCC 10556 

S.tltep:tococcu,; <>a • .U vaJU.u,; S. sa 1. ATCC 9759 

S.tltep:tococcu,; mi:t.(.; s. mi t. OV-71 

SV<ep:tococcu,; mu.tan.ó S. mut. "lngbritt"R.(IBR) 

Sruptococcu,; 6 aJ!. ca.J'M s. f. NCTC 775 

" Amostras de estreptococos isoladas por Dr. B. Krasse, Go-

teborg (Suécia). 
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ApÕs o crescimento bacteriano, com o auxílio da alça 

de platina esterilizada e resfriada~ foi feita semeadura em tu 

bos contendo meio de agar~sangue. Os tubos foram incubados 

37°C, durante 24-72 horas, em condições de microaerofilia 

descritas acima. 

2.2. Conservação das Amostras 

a 

As amostras foram mantidas durante toda a execuçao do 

trabalho, em duas coleções: 

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 cãlcio por tubo. Com as tampas frouxas, os tubos foram incu 

bados em microaerofilia~ em jarra tipo Brewer, a 37°C, durante 

24-72 horas. Em seguida, os tubos foram removidos da jarra, a

pertando-se as roscas para evitar a penetração de ar. Os tubos 

foram mantidos a temperatura ambiente, durante 30 dias. quando 

a coleção era então renovada. 

b) Na outra coleção, as amostras foram estocadas em lei 

te, no 11 freezer 11
, a temperatura de -20°C. Leite desnatado em 

põ foi dissolvido em ãgua destilada (solução a 10%) e autocla-

vado a 115°C, por 20 minutos. Para esta estocagem, 2,0 ml de 

leite foram distribuidos assepticamente em pequenos tubos de 

rosca (13x45 rnm), adicionando-se 0,5 rnl de crescimento recente 

da amostra, em meio de tioglicolato (BBL). Esta coleção era re 

novada a cada 6 meses. 

Em ambas as coleções (previamente a renovação), foram 

feitos controles de pureza, inoculando-se a suspensão bacteria 

na em placas de agar-sangue e em meio de agar mitis-salivarius 
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(BBL) atravis do m~todo de estria em placa. Posteriormente a 

sua incubação a 37°C. em microaerofilia, era observada a mor-

fologia colonial do crescimento bacteriano. 

2.3. Preparo de antTgenos bacterianos para a obtençio de an 

tissoros 

A tubos de ensaio contendo meio de cultura de TSB(TryE 

ticase Soy Broth - BBL) foram inoculados material bacteri ano 

das espécies de estreptococos (crescidos em meio de agar - san 

gue), permanecendo por 18 horas a 37°C. As células foram cen

trifugadas, lavadas duas vezes, mantidas em banho-maria a 60°C 

por 30 minutos e posteriormente ressuspensas em salina numa de~ 

sidade de 5.10 8 cels/ml, segundo SEELEMAN & OBIGER (1958) (an

tígeno 1). A metodologia empregada no preparo do antígeno 1 ,b~ 

seou-se naquela descrita por BRATTHALL (1969). As s us pensões 

foram preparadas semanalmente a cada série de injeções {Esque-

ma 1) . 

2.4. Inoculações 

Antissoros para os antígenos descritos no ítem 2.3. fo 

ram obtidos atravês da inoculação em coelhos adultos, mantidos 

em dieta comum, com suspensões bacterianas padronizadas. Foram 

injetadas durante 4 semanas {tres dias consecutivos a cada se

mana). As tres primeiras injeções foram de 0,5 ml cada, e as 

demais de 1,0 ml de suspensão de células (emulsionadas em Adj~ 

vante de Freund incompleto) preparadas semanalmente e mantidas 

no congelador (Quadro 2). 

O esquema de imunização empregado para esse tipo de a~ 

tissoro, baseou-se naquele utilizado por BRATTHALL (1969), com 
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ESQUEMA 1 - Preparo de antfgenos bacterianos para imunização. 

Crescimento em 

agar-sangue 

inõcu1o em T. S.B. 
yoc 18-24 hs. -

Suspensão 

Centrífuga -

I 
! S n I 1 s dJ 

I Eliminado la v age 

I Suspensao 

B.M. 6 
+ 

ressus 

5. 10 8 

AntTgeno 1 

3 

3.500 rpm 

m em salina - 2 xs 

o0 c 

pensao em salina 

ce1s/m1 
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QUADRO 2- Esquema de imunização dos antissoros obtidos pela 

ANTTGENO 

Ss ATCC 

S sal ATCC 

s mi t o v 

s mut IBR 

s f NCTC 

AS Ss 

AS s 

AS s 

AS s 

AS s 

injeção no linfonõdulo e intramuscu1ar de coelho, 

com suspensões bacterianas de S. -ba.ngu.-<..6~ S. óali..-

COELHO N9 N9 DE I NJEÇOES SIGLA DO 

DO ANTfGENO ANTISSORO 

167 12(im-1fn) AS Ss ATCC 167 

169 12(im-lfn) AS S sal ATCC 169 

170 12(im-1fn) AS S mi t OV 170 

171 12(im-1fn) AS S mut IBR 171 

172 12(im-1fn) AS S f NCTC 172 

ATCC - antissoro contra S. -6 a.n g u.i-6 

s a 1 ATCC - antissoro contra s. .6 a.. u v a.Jti.l.L6 

mit o v antissoro contra s. m.Lt.L:. 

mut IBR antissoro contra S. mu.t a.n.ó 

f NCTC antissoro contra S. 6aeeatü 

12(im-1fn) nove injeções i ntramusculares e 

t res injeções 1infonõdu1o 
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modificações introduzidas em nosso laboratório (injeções no lin 

fonõdulo). 

2.5. Sangria, Preparo e Conservação dos Antíssoros 

Preliminarmente ã injeção de antigenos, fez-se urna san 

gria e o soro normal obtido (SN) foi conservado no congelador, 

para testes posteriores como controle nas reações serolõgicas. 

As sangrias, conforme o esquema de imunização utiliza~ 

do, foram efetuadas apõs a ultima injeção de antfgeno. 

Nas sangrias. fez-se um corte longitudinal na veia mar 

ginal da orelha do coelho e recolheu-se o sangue (lO a 30 ml) 

em um frasco de vidro. O sangue foi deixado de uma a duas ho

ras em temperatura ambiente. Em seguida separou-se o soro cen~ 

trifugando-se durante 5 minutos a 1500 rpm (centrífuga Alpha

soro IA). Distribuiu-se o material em vidros (5 ml cada) e adi 

cionou-se Mertiolato numa concentração final de 1:10.000. 

2.6. Preparo de Antigenos Utilizados nos Testes Sero1Õgicos 

No preparo de antígenos bacterianos para serem utiliza 

dos nos testes serol5gicos em reaçao com os antissoros obtidos, 

utilizou-se o método de Rantz & Randall (1955). 

Antígenos preparados segundo Rantz & Randall 1 foram ob 

tidos, inoculando-se o materia1 por 18-24 horas em meio líqui

do, composto de 20 grs de Tryptose (Dífco), 2 grs de dextrose, 

5 grs de cloreto de sõdio e 2,5 grs de NazHP04 p/1. de agua 

destilada. Posteriormente ao crescimento, quantidades de 40 ml 

foram colocadas em tubos de centrífuga e autoclavadas. Após~~ 

trifugação e1iminourise o sobrenadante e ao sedimento adicio -

nou-se 0,5 ml de cloreto de sódio 0~9%. O sedimento foi então 
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suspenso com leve agitação. Apôs esse procedimento, os tubos 

foram autoclavados por 20 minutos a 1 atmosfera. Em seguida 

centrifugou-se a suspensão resultante, eliminando~se o sedime~ 

to, sendo o sobrenadante utilizado como antTgeno (Esquema 2). 

2.7. Testes Sero15gicos 

2. 1.1. Dupla Difusao em Gel de Agar 

Testes serolÕgicos de dupla difusão em ge1 de a 

gar a 1% foram realizados com os antissoros AS. Ss ATCC 167 

aS. S sal. ATCC 169, AS. S mit OV 170, AS S mut !BR 171, AS 

Sf NCTC 172 em reação com os antfgenos de suspensões bacteria-

nas preparadas de acordo com o ítem 2.6, Os testes foram fei-

tos em gel de agar a 1% (OUCHTERLONY, 1949, 1958 e 1962)em tarl\ 

pao PBS O,OlM pH 7~0, tampão veronal 0,025M pH 8,6 e em agar a 

" gua (HOFLING, 1975). 

2. 7.2. Determinação do Tltu1o dos Antissoros 

Foram uti1izados testes serolOgicos de dupla dj_ 

fusão em gel de agar na determinação do título dos antissoros 

obtidos. Os antissoros foram diluidos em salina 0,85%, seguin-

do~ se uma progressão geometri ca de razao 2. 
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ESQUEMA 2 · Preparo de extratos bacterianos para serem usados 

nas reações serolõgicas, segundo RANTZ I RANDALL. 

Suspensão bacteriana 

I 
I snl 

L eliminado I 

aliquotas de 40 ml/tubo 

Autoclave · I Atm (10 minutos) 

centrifugo 3500 rpm 

I 

I s ct I 
Suspensão em 

0,5 ml de NaCl 0,9% 

+ 

autoclave ~ 1 Atm 

( 20 minutos) 

I Suspensãoj 

centrifugo · 3500 rpm 
,r-----'----,1 

!Snl !Sd! 

!Extrato R·R I eliminado] 



RESULTADOS 
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RESULTADOS 

I. TfTULO OE ANTISSOROS 

Os testes serolõgicos de dupla difusão {Ouchter 

lony) em combinações homõ1ogas1 utilizados para a determinação 

do tltulo de antissoros obtidos pela injeção de suspensões ba~ 

terianas padronizadas de S. t.a.nguJ,j, S, mu . .ta.n-6 1 S. m-L..tiD, S.-&~ 

Eiva.Jtit.tó e S. 6ae.c_a..t:.-t.6~ permitiram verificar diferenças no ti

tulo de anticorpos, tal como ilustra o Quadro 3. Os tftulos mã 

ximos obtidos para AS Ss ATCC 167 e AS Smut IBR 171 revelaram 

valores de 16 na injeção com antígenos de suspensões bactería

nas padronizadas segundo BRATTHALL. Os resultados obtidos nos 

testes com os antissoros AS Ssal ATCC 169 e .A.S Sf NCTC 172 mos 

traram valores de 4, enquanto o AS Smit OV 170 revelou va1orde 

2 atraves de inocu·lações com antígenos obtldos segundo o i tem 

2.3. O soro normal usado como controle não apresentou reação. 

2. TESTES SEROLOGICOS 

Foram analisados os resultados obtidos em rea~ 
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QUADRO 3 ~Título mãx1mo dos antissoros obtid~s nas lmunizaçóes 

COELHO 

N9 

167 

169 

170 

171 

172 

ANHGENO 

S. ~angu0s 

S • .6 af_.{ va-'1..-ÚL-6 

S. m{.;tú 

S. mu.tcmh 

S. nae.c.af_{___:, 

CdOIGO DO 
ANTI S SORO 

As Ss ATCC 167 

AS S s a 1 ATCC 169 

AS S mi t o v 170 

AS S mut IBR 171 

AS S f NCTC 171 

·------------
TfTULO* DOS ANTISSOROS 
NOS TESTES DE DUPLA DI 
FUSAO 

SN 

·----------

16 

1 

2 

16 

4 

------- -----------~ 

Titulo do antissoro representado pelo inverso da diluiç'àc: 

S N ~ Soro Normal 

não apresentou reaçao 
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çoes serolõgicas de dupla difusão com os AS Ss ATCC 167, AS s 

sal ATCC 169, AS S mit OV 170, AS S mut !BR 171 e AS S f NCTC 

172, em reaçao com antígenos (extratos de suspensões bacteria

nas) obtidos segundo RANTZ & RANDALL, de S. •angu.ü, S. •aL<va 

,'l).u.b, S. mL.ti-6, S. mu,tanh e S. l)ae.c.aU-5. 

A ani1ise das linhas de precipitação (LP) obser 

vadas foram feitas em função dos sistemas imunoprecipitantes 

detectados. 

2.1. Testes sero1Õgicos empregando-se AS Ss ATCC 167. 

St.Jteptoc.oc.e/1-6 J.ta.nglU.ó 

As reações sero1Õgicas de dupla difusão em gel de agai 

~gua a l% com antígenos de suspensões bacterí anas de S . .óangui.:S, 

segundo RANTZ & RANDALL (R-R) apresentaram-se positivas, o me,s_ 

mo ocorrendo quando foram feitos testes em agar a 1% em tampão 

veronal e tampão PBS (Quadro 4). 

2.2. Testes serolÕgicos empregando-se AS S sal ATCC 169 

Os resultados dos testes em agar a 1% em tampão vere

na 1, e tampão PBS demonstraram reações fracamente positivas c001 

os antigenos R~R, não se observando reações positivas com S, 

saüva.Jt.i.IU em agar-âgua a 1% (Quadro 5). 

2.3. Testes sero1Õgicos empregando-se AS S mit OV 170. 

As reações serolõgicas efetuadas em agar a 1% em tam-

pão veronal e tampão PBS, com os antígenos de suspensões bacte 
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ríanas obtidas, revelaram o aparecimento de reaçoes fracamente 

positivas. 

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

demonstraram reações positivas (Quadro 6). 

2.4. Testes sero1Õgicos empregando-se AS S mut IBR 171 

St!l..e.ptoc.oc.cu.ó mutan.J.J 

Nas reações com S. mutan4 em agar a 1%, em agua, tam-

pão veronal e tampão PBS pode-se verificar reações positivas 

com os antígenos obtidos de suspensões bacterianas ,segundo RAN 

TZ I RANDALL (Quadro 7). 

2.5. Testes sero16gicos empregando-se AS Sf NCTC 172 

As observações decorrentes da anãlise das reaçoes com 

S. Qa.ec.a,.f)..,.t, revelaram o aparecimento de reações fracamente pc

si tivas com relação ao antígeno R-R, efetuados em agar a 1% em 

tampão veronal e tampão PBS. 

Nos testes efetuados com S. J)a.ec.a.U.!.l em agar~agua nao 

se verificou reação (Quadro 8). 

3. REAÇOES HOMOLOGAS E HETERDLOGAS 

3,1. Testes serolÕgicos empregando-se AS Ss ATCC 167 

Os resultados obtidos nos testes serolõgicos de dupla 

difusão em gel de agar a l% em tampão veronal, empregando-se o 

AS Ss ATCC 167, em reação com antígenos de suspensões bacteria 
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nas, obtidos segundo RANTZ & RANDALL (R-R), de S. <~a.ngu.ü, s. 

-:.a.Uva!U..M, S. mu.ta.n-&, S. mlt.i-6 e S. fia.e.c.a.t..Z..,:. revelaram o apa

recimento de reações positivas para S . .oa.ngul.o, S . .6a.Uva.tiu..t. 

e S. 6a.e.c.aU.b, e reações fracamente positivas .para S. m-<'.t.t.b 

Reações negativas foram observadas para a espécie S. muta.n-6 

(Quadro 9). Observou-se somente uma LP, nas reaçoes positivas 

e fracamente positivas obtidas (Figura l). 

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

As reaçoes serolõgicas de dupla difusão em gel de agar 

a l% em tampão veronal com antígenos de suspensões bacterianas 

segundo R-R, revelaram o aparecimento de reações fracamente p~ 

sitivas para o homõlogo S. ,6aR.J .. va«u.o e os heterõlogos S. -6an

guü, S. mu.ta.nõ, S. müü e S. 6a.eoatü (Quadro lO). Observou

se somente uma LP nas reações fracamente positivas (Figura 2). 

3.3. Testes serolÕgicos empregando-se AS S mit OV 170 

Nos testes serolÕgícos empregando-se o AS S mit DV 170 

em reação com antígenos de suspensões bacteri anas de S.-óa.rtgu.i-6, 

s. 4a.tiva1tiUA, S. mu.tanl, S. mi.tJ-b e S. ~ae..c.a.fi-6, observaram~ 

se reaçoes fracamente positivas para o homólogo S. m..i..t..i.<5. (Flg~ 

ra 3), não se observando reações positivas para as demais esp~ 

cies (Quadro ll). 

3.4. Testes serolÕgicos empregando-se AS S mut IBR 171 

Nas reações serolÕgicas de dupla difusão em gel de a

gar a 1'% em tampão veronal com o antissoro AS S mut IBR 171 em 

reação com antigenos obtidos segundo R-R, pode-se observar rea 
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çoes positivas com o homõlogo S. mu.ta.n-b e os heterõ1ogos: s. ~~ 

Li..vaJUIL6 e S. 6a.ec.aU.6, não se verificando reaçoes positivas 

com S. õcmg<L-Ü e S. m.i..tú (Quadro 12). Nas reaçoes positivas 

com S. mu.tan.6, S . .oa.UvalÚLW e S. 6aec.a.li...õ ots·ervarammse somen 

te uma LP (Figura 4). 

3.5. Testes serolÕgicos empregando-se o AS Sf NCTC 172 

Os resultados obtidos nos testes serolõgicos de dupla 

difusão em gel de agar a 1% em tampão verona1 empregando-se o 

AS Sf NCTC 172 com antigenos R-R, revelaram o aparecimento de 

reações positivas apenas para o homõlogo S. 6aecaU.;, e rea

çoes fracamente positivas para S . .;angui.; e S. mu.tan.; (Quadro 

1 3) . 

As reaçoes com os ant1genos de S . .oaUva4ill4 e S.mitit 

nao apresentaram reações positivas (Figura 5). 
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QUADRO 4- S .• sanguü contra AS Ss ATCC 167. Testes serolÕgicos 

de dupla difusão em gel de agar a l% com antígenos 

de suspensões vacteri anas, segundo RANTZ & RANDALL -

(R-R). 

RESULTADO DAS REAÇDES NO GEL DE liGAR EM 
ANTJSSORO 

igua 

AS Ss ATCC 167 + 

reaçoes posi:ivas 

reaçoes negativas 

+ reaçoes fracamente positivas 

verona l 

+ 

PBS 

+ 
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QUADRO 5 - S. ;a.t"-oa!ÚM contra AS S sal ATCC ·169. Testes sero 

lÕgicos de dupla difusão em gel de agar a 1% com an 

tigenos de suspensoes bacterianas, segundo RANTZ & 

RAN DALL (R- R). 

RESULTADO DAS REAÇDES NO GEL DE liGAR EM 
ANT!SSORO 

:tgua verona l PBS 

-------------------------------------------

AS S sal ATCC 169 

+ reaçoes positivas 

reaçoes negativas 

+ re·.açoes fracamente posí ti v as 

+ + 
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QUADRO 6- S. mLtü contra AS S mit OV 170. Testes serolõgicos 

de dupla difusâo em gel de igar a 1% com antlgenos 

de suspensoes bacterianas, segundo RANTZ & RANDALL 

(R- R I . 

ANTISSORO 

AS S mit OV 170 

+ reaçoes positivas 

reaçoes nega ti v as 

RESULTADOS DAS REAÇOES NO GEl DE ÃGAR Et1 

· agua veronal 

+ 

+ reaçoes fracamente positivas 

P8S 



QUADRO 7- S. mutan.s contra AS S mut IBR 171. Testes serolõgi

cos de dupla difusão em gel de ãgar a 1% com antíg~ 

nos de suspensões bacterianas. 

RESULTADO DAS REAÇõES NO GEL EM MAR Er~ 

ANT!SSORO 
-agua verona l PBS 

AS S mut !BR 171 + + 

+ reaçoes positivas 

reaçoes negativas 

+ reaçoes fracamente positivas 
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QUADRO 8- S. 6aeeaLü contra AS S f NCTC 172. Testes sero1Õg_i_ 

cos de dupla difusão em gel de ãgar a l% com antig~ 

nos de suspensoes bacterianas, segundo RANTZ & RAN-

DALL (R-R). 

RESULTADO DAS REAÇDES NO GEL DE AGAR EM 
ANT!SSORO 

-agua veronal 

AS S f NCTC 172 

+ reaçoes positivas 

reações negativas 

+ reações fracamente positivas 

UNICAMP 

BIBLIOTECA CENTRAl 

+ 

PBS 

± 
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QUADRO 9 - Antissoro AS Ss ATCC 167. Testes serol6gicos de dupla 

difusão em gel de ãgar a 1% em tampão veronal com anti 

genos de suspensões bacterianas, segundo RANTZ & RAN

DALL (R-R). 

RESULTADO DAS REAÇDES HOMOLOGAS E HETEROLOGAS COM ANTTGENOS DE 
NHISSORO 

AS Ss ATCC 167 + + + + 

-----------------------------------
+ reaçoes positivas 

reaçoes negativas 

+ reaçoes fracamente positívas 
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QUADRO 10 - Anttssoro AS S sal ATCC 169. Testes sero15gicos de du

pla difusão em gel de agar a 1% em tampão veronal com an 

tígenos de suspensões bacterianas segundo RANTZ & RAN

DALL (R-R). 

RESULTADO DAS REAÇDES HOMOLOGAS E HETEROLOGAS COM ANT!GENOS DE 
ANTJSSORO 

AS S sal ATCC 160 + 

-----------

+ reaçoes positlvas 

reaçoes negativas 

+ 

+ reaçoes fracamente positivas 

+ + 
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QUADRO 11 - Antissoro AS S mit OV 170. Testes serolõgicos de dupla 

difusão em gel de ãgar a 1% em tampão veronal com antl 

genos de suspensões bacterianas, segundo RANTZ & RAN

DALL(R-R). 

RESULTADO DAS REAÇOES HOMOLOGAS E HETEROLOGAS COM ANTfGENOS DE 
ANTISSORO 

AS S mi t OV 170 

+ reaçoes positivas 

reaçoes negativas 

:t reaçoes fracamente positivas 

± 
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QUADRO 12- Antissoro AS mut !BR 171. Testes sero16gicos de dupla 

difusão em gel de ãgar a 1% em tampão veronal com an

tígenos de suspensoes bacterianas! segundo RANTZ& RAN 

DALL (R-R). 

RESULTADO DAS REAÇOES HOMOLOGAS E HETEROLOGAS COM ANTTGENOS DE 
ANT!SSORO 

--------

AS S mut !BR 171 + 

----·-- ---- ----------

+ reaçoes posi tlvas 

reaçoes nega ti v as 

+ reaçoes fracamente positivas 

+ + 
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QUADRO 13- Antissoro AS S f NCTC 172. Testes sero16gicos de dupla 

difusão em gel de ãgar a 1% em tampão veronal com anti 

genos de suspensões bacteri a nas, segundo RANTZ & RAN

DALL (R-R). 

RESULTADO DAS REAÇOES HOMOLOGAS E HETEROLOGAS COM ANTTGENOS DE 
AIHISSORO 

S.Mngu.ü S.6aLivaJúU6 S.mutaJU S.1ndé6 S. 6o.ecafu 
~--·~-------------------

AS S f NCTC 172 
t 

+ reaçoes posi tívas 

reaçoes nega ti v as 

+ reaçoes fracamente positivas 

t 
t 
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c;suRA Reação de dupla difusáo em gel de dgar a 1% em tam-

pão verona 1 com antígenos de suspensOes bacteri anas, 

segundo RANTZ & RANDALL 1 R-R). (AS): AS Ss ATCC 167. 

(Ag): Antfgenos: (1) S. -sangu,L6; {2) S. ~a{Jva.·'riu,:,; 
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FIGURA 2 Reaçào de dupla dlfusão em gel de agar a 1'- e.~: tam-
pão veronal com antígenos de suspersàes bacter~ 3r:as, 

segundo RANTZ & RANDAll, ( AS} : AS S s 2; !l.T CC 

(Ag): Antígenos: ( 1 ) s ' ( 2 i s' 
'') S ~u+'A'· \ ~ , 'H /l,..(~h.;JJ ( 4} $, m{ t ( ~ ; ( 5) s . ' ,, 

'j(~.:'Cc\.1,_,,,') • 
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FIGURA 3- Reação de dupla difusão em gel de ãgar a lt em tam 

pão veronal com antígenos de suspensoes bacteria-

nas, segundo RANTZ & RANDALL (R-R). (AS): AS S mi t 

OV 170. (Ag): Antígenos: (4) S. mdü. 
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FIGURA 4- Rea(áo de dupla dlfus.ão em gel de ãgar a L;_ em tampão 

veronal com antígenos de suspensões bacteri a nas, se-

gundo RANTZ & RANOALL (R-R). (AS): AS S mut !BR 171. 

(Ag): AntTgenos: (2) S. ~ai.-<:~.!aJtJ.u-:;; ( 3) S. !l1Utai'\S;' 5) 

S, 6ae.c.a..L.Ls. 
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f.JGURJ\ S- Reação de dupla difus·ao em gel de ãgar a 1% em tam

pão veronal com antígenos de suspensOes bacterianas. 

segundo RANTZ & RANDALL (R-R). (AS):AS Sf NCTC 172. 

(Ag): Antígenos: (1) S. sauguü; (3) S. mutan;; (5) 

S. jae.ca.CLb. 
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DISCUSSM 

A pesqu1sa de antígenos etpecificos, como ãci-

do hialurõnico, po1íssacarldeos, ãcidos teicõicos, mucopeptí

deos e proteínas Me T. presentes na cápsula e na parede cel~ 

lar de estreptococos, tem sido de fundamental importãncia na 

identificação e caracterização desses microrganismos. No que 

diz respeito ã bactêrias da cavidade oral, com particular re

ferência aos estreptococos e lactobacilos, as pesquisas tem sj_ 

do orientadas com o objetivo de se ter um maior conhecimento 

da estrutura antigenica dessas bactêrias (KNOX, 1970). Assim, 

pode~se observar que hã um certo nUmero de informações dispo

nlveís com relação a estudos com antlgenos de vãrios estrept~ 

cocos da c a vi da de ora 1, incluindo S-t.-te.ptoc.oc.c.w .6a.Uva.JU.u,!l (M.!_ 

R!CK et _i!}, 1944; W!LLIAMS, 1956; STEWART & MC KEEVER, 1963; 

WILLERS et a1, 1964; MONTAGUE & KNOX, 1968; KOTHAR et a1, 1971; 

HORSFALL, 1951), estreptococos do Grupo F (OTTENS & W!NKLER , 

1962; MICHEL & KRAUSE, 1967; W!LLERS ~E], 1964; HUIS IN'T 

VELO, 1973) e mais recentemente, vãrios serotipos de S.mutal1.& 

tem sido tambem investigados (BLEIWELS ~E], 1971; VAN DE 
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RIJN & BLEIWELS, 1973; VAUGHT & BLEIWEIS, 1974; BURGESS & EDW 

AROS, 1973; SLADE & SLAMP, 1971; MUKASA & SLADE, 1973; LIN

ZER & SLADE, 1974; IACONO tl-ª.1, 1975). 

O estudo de tais substâncias antigêni cas, par-

ticu1armente no preparo de antissoros especlficos, tem sido 

de fundamental importância em estudos de identificação dessas 

espécies, Asslm, inUmeras têcnicas tem sido utilizadas e de-

senvolvidas na tentativa de serem um sistema útil na identifi 

caçao desses microrganismos (FULLER, 1938; LANCEF!ELO, 1925 ; 

RANTZ & RANDALL, 1955; BRATTHALL, 1969; HARDIE & BOWDEN,l976). 

Os estudos efetuados em nossas investigações ) 

teve como objetivo principal, verificar se as espécies de es-

treptococos (isoladamente) possuem antígenos, os quais naopo~ 

sam ser detectados em outros estreptococos, ou outras bactê

n'as~ e secundãriamente, analisar o grau de relacionamento se 

ro1ôgico entre essas espécies, em função da metodologia empr~ 

gada. 

Os resultados obtidos nos testes serolõgicosp~ 

ra a determinação do título de antissoros para as espécies de 

estreptococos analisadas, apresentaram diferenças significa

tivas quando os títulos mâximos obtidos foram analisados. Os 

antíssoros utilizados nas reações apresentaram tltulos de 1:2, 

1:4 e 1:16, quando determinados pelo teste de Ouchterlony 

Tais tftulos indicaram - de modo geral - uma concentração bai 

xa de anticorpos para as vãrias espécies de estreptococos 

quando comparadas, sendo que em alguns casos 

pécies S. ,:,aUvaJtlu-~. S. baecalLs e S. rn)._t . .i}... 

como para as es 

os valõres en-

contrados são mui to menores, como se pode observar no Quadro 

3, Tais resultados, confirmam observações preliminares reali-

" zadas por HOFL!NG ( 1981), quando os resu1 ta dos obtidos nos tes 
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tes serolÕgi cos para a determinação do título dos antissoros 

para o S. ~~a.vtguL6, apresentaram valô-res de 1:4, 1:8 e 1:16 

quando os títulos mãximos foram obtidos, e que tais antlsso

ros demonstraram, individualmente, um comportamento diferente, 

quando na interpretação das reações serolõgicas de dupla difu 

sao em reação com os antfgenos obtidos por tratamentos diver

sos. Tais resultados l portanto) quando comparados com nossas 

observaçEes, parecem indicar que as esp~cies de estreptococos 

analisadas, são bastante heterogêneas com relação a sua capa

C1dade lmunizante, o que vem justificar, de certa forma,a bai 

x_f! reatividade das espêcies S. -6o.L{\JaJti...i.us, S. ~LH.e-aLLs e S.n·L{_ 

.) nas reações sero1Õgicas~ quando comparadas. 

O problema parece consistir no fato de que oa

ra o grupo viridantes- dos quais muitos dos estreptococos o

rais pertencem - tais estreptococos não são capazes de indu

zir a formação de quantidades de anticorpos adequadas, quando 

injetados em animais experimentais, ou se o fazem, os ant;cor 

pos parecem ser inespecíficos e, portanto, inadequados para a 

plicaçâo em estudos de relações de afinidade serolõgica (I_AN

CEFIELD, 1925; SOLOWAY, 1941; SHERMAN ~10 a1, 1943; SEcBIE et 

ai, 1949; PORTIFIELD, 1950; GUGGENHEIM, 1968). 

Os resultados obtidos nas reações serolÕgicas 

de dupla difusão em gel de ãgar com os antissoros obtidos, em 

reaçào com antígenos de suspensües bacterianas segundo RANTZ 

,~ RANDALL {R-R). onde ãgar-gel em água, tampão veronal e tam

Jào PBS foram testados, demonstraram que as reações feitas em 

~ga~-~gua e ~gar-PBS, parecem ser menos adequadas quando com

Ja!~3das com âgar-gel em tampão veronal, como podemos verifi

:-1'' nos Quadros 5, 6 e 7. Tals observações indicam a necessi

·:ndE- de se conhecer ') comportame-nto dos reagentes ( ant1geno e 
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antissoro) nos diversos tipos de gel de agar empregados, an~ 

tes de se utilizarem definitivamente os dados para aplicação 

em estudos serolÕgicos. Esses resultados, confirmam obserNa-

" ções feitas anteriormente por HOFLING (1981), o qual verifi-

cou a necessidade de se padronizar as reações) quando testes 

semelhantes foram efetuados) demonstrando que o tipo de tam

pão. tempo de colocação dos reagentes (antígeno e antissoro)e 

distância entre os oríflcios, podem constituir fatõres limi

tantes nessas reações, além de outros fatõres específicos co

mo tipo de gel empregado, temperatura, concentração de agar~ 

pureza do antigeno, tamanho da mol~cula do antfgeno, configu-

raçao molecular~ etc. 

Os dados obtidos nas reaçoes homõlogas e hete-

rõ1ogas. através dos testes serolÕgicos de dupla difusão em 

gel de agar a 1% em tampão veronal empregando-se o AS Ss ATCC 

167 e AS s mut IBR 171 reapectivamente, contra S . .óavtgui-6 e 

S. muta.JH, em reaçao com antlgenos de suspensões bacterianas 

(R-R), demonstraram que ambos os antissoros reagem especific~ 

mente com os homõlogos - S. f!angui.ó e S. mtdan-6 - mas que am

bos são capazes de reação cruzada com os demais antlgenos he

terêilogos testados. com exceção de AS Ss ATCC 167 não reagir 

com S. muta11c.'J e o AS S mut 171 não reag1r com S. ,sangu--<'.6.Tais 

resultados, indicam que as substânclas antigênicas extraidas

oossivelmente polissacarideos grupo especificas- possuem de

terminantes antig~nicos que são comuns âs v5rias esp~cies 

·':lUanda comparadas, o que vem jus ti fi c ar, dessa forma, as rea~ 

ç~es cruzadas detectadas. Essas observações, de modo geral , 

vem confirmar inürneras investigações levadas a efeito por va-

"ios pesauisadores, nos Ultimas anos (BRATTHALL, 1969, 1972 ; 

JABLON & ZINNER, 1966; TOW & SHKLAIR, 1967; PERCH, 1974; HAR-
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D!E & BOWDEN, 1974b), os quais tem demonstrado a presença de 

reaç3es cruzadas entre S. mu1an6 e outros estreptococos orais, 

particularmente S . .6angu,L6 e S • .&a-tivah..iu.cem estudos serolõgj_ 

CO$, 

A ausência de reaçao entre o AS S mut JBR 171 

e a espêcie S. ,sanguA.<\, assim como também com relação ao AS Ss 

ATCC 167 e a espécie S. mu-tanh demonstraram, que tais result~ 

dos~ em prlncípio, parecem sugerir que nesse sistema de rea

çao, o AS Ss ATCC 167 ê capaz de reagi r especificamente com o 

homõlogo S. 6ang~h, sem apresentar reação cruzada com o hete 

ró1ogo S. mu.tan-& testado~ o mesmo ocorrendo para o AS S mut I 

BR l7l com relação S. -bangu~-6. o que nos leva a considerarque 

esse extrator e capaz de extrair determinantes antigênicos do 

S. 6angui;., e S. mlltcti-L'. que não são comuns aos demais antíge

nos testados. 

Os resultados obtidos nos testes serolõgicosde 

dupla difusão em gel de ãgar-veronal a 1% com antígenos de 

suspensões bacterianas R~R em reação com o AS S sal ATCC 169, 

revelaram que esse antissoro é capaz de reação cruzada com o 

homô1ogo S. 6a.iivaJtJ.u,s e os heterõlogos S. mu.taJlht S. mLU,s e 

. Como pode-se verificar pelo Qu~ 

dro lO e Fig, 2, essas reações foram fracamente positivas, ob 

servando .. se apenas uma Unica e fraca linha de precipitação 

Tal fato quando associado ao baíxo título de anticorpos obser 

vado pelo teste de Ouchterlony, vem confirmar consideraçõesan 

teriores com relação ã pouca capacidade dessas espêcies de i_:.: 

duzirem a formação de quantidades de anticorpos suficientesp~ 

ra a aplicação em estudos serolõgicos. Tais fatos se tornam 

muito mais evidentes, quando os resultados obtidos nos testes 

sero1Õgi c os com o AS S mi t OV 170 e AS S f NCTC 172 em reaçao 
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com os antigenos homõlogos e heterõlogos sao analisados (Qu~ 

dros 11 e 13). Tais resultados demonstraram que o AS S mi t OV 

170 reagiu fracamente com o homõlogo, não se observando nenhu 

ma reaçao com as demais esp~cies testadas. Com'relação ao AS 

S f NCTC 172, esse antissoro foi capaz de reagir com o homõlo 

go S. 6a.e.c.a.ti.6, apresentando uma reação fracamente positiva 

com os heter6logos S. mutan.ó e S . .ó~ngul.ó, nao se observando, 

no entanto, reaçao com as demais espécies, quando testados. 

Embora possamos afirmar com segurança, que a 

estrutura de estreptococos orais não esteja totalmente conhe

cida até o momento, os dados obtidos através da ampla litera-

tura a respeito, demonstram que diferentes componentes estru~ 

turais, tais como: po1issacarídeos, enzimas extracelulares 

proteínas 1 carboidratos 1 pepti deogl i canos. ãci ao te i cõi co e ã 

cido lipoteicõico ~ presentes nesses microrganismos~ podem es 

tar envolvidos no aparecimento dessas reações cruzadas. 

Tais fatos, vem confirmar claramente, a difi-

culdade de nao se ter ainda, um sistema Util para a identifi-

cação desses estreptococos. sendo que, com relação a outros 

estreotococos - como os estreptococos hemolíticos - métodos 

serolôgicos tem sido de grande valia. A técnica de LANCEFIELD 

(1933) a qual divide as bactérias em 17 grupos (A-H, K-S),tem 

demonstrado ser um dos m~todos mais simples e eficazes para a 

identificaç~o desses microrganismos, o mesmo acontecendo com 

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

O aspecto fundamental de estudos atuais tem si 

do determinar atê que ponto técnicas serolõgicas possam ser~ 

tllizadas em estudos de microrganismos orais. Estudos realiza 

dos atraves de reações de aglutinação (GRUBER & DURHAM, 1896) 
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demonstraram que a célu1a bacteriana continha muitas estrutu

ras que podiam atuar como antígeno. Mais precisamente~ o pro

blema consistia em se determinar no 11 rnosaico 11 de antfgenos,um 

ou mais antigenos que podiam ser demonstrados·em cepas classl 

ficadas como por exemplo S. mu~anh mas não em outras bacté -

rías. Estudos anteríores (ZINNER et ~. 1965a; JABLON & ZIN

NER, 1966; GIBBONS ."_1:_ _;;_1, 1966) tem demonstrado que antísso -

ros contra cepas de S. mu:tan;., são capazes de reação 

com cepas heterÕlogas em estudos de imunodifusão. 

cruzada 

Quando os primeiros antissoros polivalentes fo 

ram testados contra extratos antigªnicos homfilogos e heterõlo 

gos, muitas linhas de precipitação foram formadas. Tais obser 

vaçoes, vem confirmar a id~ia de que os antissoros são estimu 

lados por um "mosaico'' de antígenos. Tem sido demonstrado,que 

as reações são parcialmente o resultado de anticorpos contra 

polissacarideos extracelulares. Tem sido observado que prepa-

rações de po1issacarideos (dextrana) - devido ãs dí ferenças 

no tamanho dos sítios de combinação dos anticorpos - podem a

presentar mais que uma 1ínha de precipí tação (SCHLOSSMAN & KA 

BAT, 1962). Essa pode ser a razão por que muitas das 1ínhasde 

precipitação originais são excluídas, quando antissoros sao 

produzidos de crescimentos celulares em meio de glicose. Ou

tra razão para a multiplicidade de linhas de precipitação po

de ser a heterogeneidade do material antigênico usado na imu-

nizaçao (po1íssacarídeos), GUGGENHE!M & NEWBORN (1969) rela-

tam que uma cepa de estreptococos cariogênicos pode conter 

muitas glicosil-transferases) as quais são responsâveis pela 

formação de uma mistura de glucanos, Se as diferenças estrut~ 

rais dessas substãnclas incluem determinantes antigênicos da 

molécula, e possível que mais de uma linha de precipitação o-



- 65 -

corra. De qualquer forma, em qualquer caso, parece importante 

que antissoros devam ser testados em relação a presença de an 

ticorpos contra polissacarldeos extracelulares antes de se i

niciarem investigações com o propSsito de cla~sificação. Tal 

recomendação possue também relevância em estudos serolõgicos 

com S . .6angu.i4 e S. ;,a..f.i.vaJti.uó. O conteúdo de anti corpos an

tiwdextrana pode ser testado atravês de preparações comerei~ 

ais de dextrana. 

Os resultados obtidos nesse trabalho, indicam 

a necessidade de se fazerem estudos com relação â novas meto

dologias que possam extrair determinantes antigênicos que não 

apresentem reação cruzada com os heterõlogos, assim como tam

b~m realitar estudos com outros componentes das c~lulas bacte 

rianas • âcídos teicõicos~ proteínas M i! T, po1íssacarídeosex 

tracelulares ~ ãcidos lipoteicõicos ~ etc. ü a fim de se obter 

antissoros que possam ser utilizados em estudos de identifica 

çao de estreptococos orais. 
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CONCLUSAO 

Os estudos realizados no presente trabalho pe~ 

mitiram chegar as seguintes conclusões: 

l. A injeção de suspensoes bacterianas de es-

treptococos induzem a formação de anticor-

pos em coelhos. Essas espécies se comporta

ram diferentemente com relação a sua capacj__ 

dade imunogêni c a; 

2. Os antissoros obtidos para as espécies de es 

treptococos estudadas, se comportaram di f e-

rentemente, quando testaaos em reaçOes ser2_ 

lcigicas com antígenos de s~spensoes bacte-

. d s . ' r1 a nas e _. 6anqtl-(S, --- Saliva-

3. Os antissoros obtidos pela inocu1acão des-

ses estreptococos reagem com o antígeno ho-
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m~logo e apresentam reaçbes cruzadas com os 

antlgenos heterõlogos usados nos testes de 

dupla difusão em gel de ãgar; 

4. De modo geral, os estreptococos analisados 

demonstraram não serem capazes de induzi r a 

formação de quantidades de anticorpos ade

quadas, quando injetados em animais experi

mentais, ou se o fazem, tais anticorpos pa

recem ser lnespecificos e. portanto, inade

quados para a identificação desses microrg! 

nismos. 
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RESUMO 

Com o objetivo de contribuir para a identifica 

ção de estreptococos da cavidade oral, particularmente rela

cionados com a cãrie dentiria, antissoros obtidos para S. J..,an 

qtU/s, S. mu...tan4 1 S. -Oa.U.vaAi..LW, S. mJ...t/.6 e S. jaec.a.U-6, foram 

uti1izados nas reaçoes serolõgícas em reaçao com antlgenos de 

suspensoes bacterianas desses microrganismos. 

Esses antissoros se comportaram diferentemente 

quando testados em reações serolôgicas de dupla difusão em 

gel de agar. 

Os dados obtidos através dos estudos sero1Õgiw 

cos, demonstraram que as espêcies de estreptococos estudadas 

se comportaram diferentemente quando testados em reaçio com 

os antígenos de suspensões bacteri anas de S. 6artgu,L.s, S. mct-

;tj_.sf S. ~.)o..tivaJtJu_,s, S. mutartt e S. J{aec.aL[b. 

As reações serolõgi cas efetuadas entre homõlo-

gos e heterõlogos 

entre as espécies 

quando estudos compara ti vos foram feitos 

demonstraram que os antissoros obtídosdes 
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sas espécies de estreptococos reagem com o antigeno homõlogo e 

apresentam reações cruzadas com os antfgenos heterõlogos usa

dos nos testes de dupla difusão em gel de ãgar. 

Os estudos comparativos feitos· com os estrepto-

cocos, indicaram de modo geral, não serem capazes de induzir 

a formaçâo de anticorpos adequados quando testados em animais 

experimentais, ou se o fazem, tais anticorpos parecem ser ines 

pecíficos e, portanto, inadequados para a identificação desses 

ml crorganl smos, 
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SUMMARY 

Strai ns o f c a ri ogeni c StJr.eptococ.c..-<.. were used to 

obtain antisera against these species in arder to be useful for 

the ídentification of oral microrganisms. These antisera gave 

different patterns in double diffusion serological tests. 

The serological reactions showed that all spe-

cies studies ~ S • .oangu.i-6, S. m.<A:i.h, S. ,!Ja..tivaM.LLó, S. mu.t:an.o -

and S. nac.c.a.tl,õ, were differents when they were tested against 

the bacteria1 suspension antigens. 

Antisera tested against homologous and heterol~ 

gous specíes gave positive reaction with the homologous and 

cross- reacted with the heterologous antigens. 

These results suggest that the St:!te_ptoc.oc.c.i.. SP.§. 

cies studied do not inltiate the formation of an adequate 

amount of antibodies when ínjected ínto rabbi:s, or, lf they 

do, the antibodies have appeared to be ínespecific and not sui 

table for classification. 
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