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I- INTRODUGAD

Os microrganismos pertencentes ac género
Stheplococcus tem despertado o interesse de um ele
vado numero de pesquisadores, peios numerosos pro-

cessos patologicos que determinam no homem.

Descobertos por Rivolta em 1873, recebe-
ram essa denominagac por ﬁilroth”em 1874, pelo fato
de que sua morfologia & a de pequenas esferas jun-
tas, em cadeia, a semelhanga das contas de um rosa-

rio.

Em 1890, MILLER descreveu sua presgnga
nos processoes infecciosos da boca, doenga periodon
tal e carie. Suas relagoes com a carie dentaria fo
ram demonstradas, experimentaimente, por WILLIAMS
em 1897,

Segundo APPLETON (1950) "os estreptococos,
como componentes da rica variedade de bgctérias en-
econtradas na boeca de adultos, tem sido ineriminados
nas egries dentdrias, nas infecgbes periapicais e
periodontais e nas lesoes extra—-orais secundarias a

fecos infecceiosos orais”.

A carie dentaria, a mais comum das doen
cas dos homens, se caracteriza por descalcificagdo
e desintegragao dos tecidos duros dos dentes, & ini
ciada pela desmineralizacao do esmalte por acidos
organicos que sao produzidos Jocalmente por bacte
rias. Além da desmineralizacgao, as bactérias tam-

bém destroem o conteudo protéico dos dentes (espe-
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cialmente da dentina), Constituindo-se, portanto,
em uma doenga bacteriana e como tal pode ser tranps-

mitida de um para outros membros da mesma especie.

As bactérias que estao primariamente liga
das a decomposicao dental do homem, sdo  estrepto-
cocos anaerobicos do género Strepfococcus, espécie
mutans, Estes microrganismos foram originalmente
isclados de lesoes cariosas dentais por CLARKE (1924)
£ assemelham~se a0 estreptococo cariogenico descri-
tao por FITZGERALD & KEYES (1860). Caracteristicas
bioguimicas e fisioldgicas, bem como, propriedades
sorologicas tem sido usadas para identificar este

grupo de estreptococos (BRATTHAL, 18689},

Este organismo, isolado do ser humano com
caries ativas (ZINNER e vcols., 1865; GIBBONS e cols.,
1866; KRASSE ¢ cols., 1868; De STOPPELAAR e cols.,
1969; LITTLETON e cols., 1970), & tambem considera
do agente etioldogico de carie dental em rcedores
({FITZGERALD & JORDAN, 1968; ZINNER & JABLON, 1968).

A potencialidade cariogenica de Sitrepifo-
coceus mutans tem merecido consideravel atengao nos
ultimos anos. Seu relacionamento com a <carie den-
tal nos animais de laboratorioc e nos homens sugere
gue pode ser um fator importante a considerar em in
vestigagao epidemiologicas na incidéncia da carie

dental em populagoes humanas.

Na ultima decada foram realizados os pri
meiros trabathos no sentido de se verificar a exis~-
téncia de sub-grupos dentre os microrganismos refe-

ridos.

fnicialmente foram preparados soros espe-

cificos (BRATTHALL, 1970) das amostras bem caracte



. 3.

rizadas bioguimicamente por varios autores; poste
riormente, outros meétodos foram empregados & compa-
rados, dencotando algumas discordancias entre elas

com relagao a classificagao sorologica estabelecida.

BRATTHALL (1870} usando antissoros monoes
pecificos encontrou cinco tipos soroldgicos disti:
tos para esses organismos que classificou como a:
b, ¢, d ¢ e. Esta ciassificagéo foi baseada em rea
¢ao de precipitagao obtida pela difusao em gel, na
qual empregou antigenos extraidos com acidos aqueci
dos, ¢ métodos de imunofluorescencia. 0s primeiros
quatro tipos possuiam antigenos especificos para
Si&epzocoacua'muzané, enguanto gque extratos dos ti
pos ¢ reagiam também com antissoro do tipo £ de
LANCEFIELD (1933). 0 unico tipo da colegao de
BRATTHALL (1970) que nao pode ser inciuida em nenhum

desses grupos foi a amostra OMZIIT75.

COYKENDALL (1974}, dividiu Streplfococcus
mutans em quatrvo grupos a4, b, ¢ e d, baseando-se na
composigan, sequencia e heterogeneidade de bases
componentes dos acidos nucléicos. Esses grupos ge-
néticos foram correlacionados com os varios soroti-

poOSs.,

GRENIER ¢ col, (1873) usaram, para identi -
ficagao de Staeptococcus mufans, sorologia atraves
das técnicas de imunofluorescéncia e meétodos culty
rais, encontrando diferencas entre estes dois méto-

dos .

HARDIE & BOWDEN (1874) usaram técnicas de
agiutinagéo, empregando parede celular como antige-
no para a identificagac dos sorotipos de Slaeplococcus

mutans da placs dental de cidagaos britanicos e isg
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laram os tipos ¢, d e ¢ mas nao os tipos a ou b,

PERCH e cols. (1874} encontraram mais 2
sorotipos, o 4 e g que adicionaram & classificagao
de BRATTHALL (1970). Assim, sete tipos soroldgicos

existem agora designados de a ate g.

Mostraram também, que além da sorologia,
caracteristicas culturais e bioguimicas podem ser
usadas para ajudar na identificacao de Strepfococcus
mulans .

Pesquisaram 210 amostras de Sfaeplococcus
mutansd e conseguiram agrupa-las em 3 biotipos. 0 bio
tipo | incluiu 187 amostras, representando os soro-
tipos a, ¢ e §, enquanto o biotipo 1l incluiu somen
te % amostras, representando o sorotipe b, 0 bioti
po i1l consistia de 19 amostras pertencentes aos so

rotipos d, g e SL-1.

Um outro método para diferenciagao foi usa
da por SHKLAIR & KEENE (1974). A identificagdo fol
baseada na fermentagao de manitol {com e sem baci-
tracina), sorbkitol, rafindse melibiGse & na habili-
dade de produzir amonia da arginina. Desta maneira
consequiram separar cinco biotipos, que correlacio~

naram com 05 sOrotipos reconhecidos.
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ESQUEMA BIOQUIMICO PARA A SEPARAGAO DOS 5 SOROTIPOS
DE Staeplococcus mufans (SHKLAIR & KEENE, 1874).

Testes Sorotipos
Bioquimicos a b e d e
Manitol + + + + +
Sorbitol + + + + +
Rafinopse + + + - +
Melibiose + + + - -
Arginina - o+ - = -
Manitol c/2 U!
de bacitracina - + + + +

Exames feitos em 194 recrutas navais gque
abrigavam Streptococcus mutans, revelaram que 189
{97,7%) eram portadores somente do biotipo ¢ ou en

combinagao com outros biotipos.

OLSSON e cols. (1978) estudaram 28 amos-
tras de estreptococos atraves da mobilidade eletro-
forética, por microtécnica. 0s estreptococos de di
ferentes grupos mostraram diferentes potenciais. Al
gumas amostras pertencentes acs mesmos sorotipos de
Streplococcus mutansd apresentavam ideéntica mobilida

de eletroforetica.

Observou que o sorotipo b possui antigeno
de superficie com maior nimero de cargas negativas,

pelo que mostrou o maior potencial de superficie.

BROWY & PATTERSON (1972) mostraram que ou
tras diferengas podem ser usadas para distinguir os
tipos, como a mobilidade eletroforeticae da desidro-

genase do manitol-l-fosfato.
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EMILSON & BRATTHALL (1976) usaram meios
seletivos para diferenciar sorotipos de Strepfococeus
mutans. Observaram que o crescimento da espécie a
¢ inibida no agar MSB (Mitis salivarius com bacitra
cina) e algumas especies dos tipos de g sao inihz
das no agar M.C. (meio de CHAPMAN).

L3

Estudos sobre a distribuicao epidemiologi
ca desses subgrupos em populag¢oes humanas tem sido
timitados por causa da dificuldade de preparar an-

tissoros monoespecificos,

Poucas pesquisas tem sido feitas, sobre a
distribuigao de variedades de Sz&epiococcaé muzans
noe mundo inteiro. Porem, muitas das amostras iso]i
das em diferentes laboratorios foram classificadas
e refletem a ocerréncia dos tipos caracteristicos
dessas regioes. Destas pesquisas, parece que onde
um esforco foi feito para isolar especies diferen-
tes, a maioria dos sorotipos de Sfrepilococcus mulans

fol encontrada,

A opiniadc, na distribuicao geografica, @&
que pelo menos os tipos ¢, d ¢ ¢ s5ac encontrados em
todas as regioes do ocidente (BRATTHALL, 1572). Nao
ha certeza de gque o5 tipos a e b sejam encontrados
em todos os lugares, mas as descobertas negativas
podem ser uma expressao de sua baixa frequénciamais

do que a falta de um tipo em uma determinada regiao.
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11- PROPOSICOES

Sendo Strepilococcus mutans considerado,se
gundo o5 conceitos atuais, agente etioldgico da ca-
rie dentaria, classificados em grupos soroldgicos

a, b, e, d e e, propusemo-nos:

1. 1solar Sthepfococcus mulans de placas
dentais Jlocalizadas no ter¢o mediane das faces ves
tibulares de molares superiores de escolares com e

sem processo de caries.

2, {lassificar bioguimicamente as amos-

tras obtidas enquadrando-as nos varios tipos sorolo
gicos, segundo o esquema de SHKLAIR & KEENE (1974},

3. Relacionar a presencga destes bioti-
pos de Strepfoecoccus mutansd com o indice de CPOD e

sexo dos individuos estudados,

kb, Relacionar a distribuicgao geografica
dos biotipos de Strepilococeus mufans com o0s resul
tados a serem obtides para futuras investigagodes e

possiveis controles epidemiologicos.
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I11- MATERIAL E METODOS

1~ SELEGCAD DE PACIENTES

G material a ser examinado foi colhido de
40 criangas de ambos os sexos, brancas e negras, es
colares, cuja idade variava de 9 a 14 anos de idade,
na regiao de Piracicaba. Suas condigdes alimenta=-
res eram as da classe mediana e pobre com habitos

de higiene oral de boa a precaria.

2- COLHEITA DO MATERIAL DE PLACA DENTAL

A colheita de material da placa dental foi
feita usando-se uma colher de dentina, previamente
confeccionada para obter-se aéroximadamente I mg de
placa, A amostra fol obtida raspando-se o tergo me
diano das faces vestibulares dos molares superiores
dos escolares. Tomando os cuidados necessarios de
assepsia em todas as fTases da pesquisa; o material
obtido das placas dentarias era depositado em fras-
co pequeno, contendo perolas de vidro & como di-
tuente 10 ml de salina com 0,05% de extrato de leve
dura. A homogeneizagao se fazia por agitagao ma
nual durante Z minutos aproximadamente. A seguir
processava~se a diluigao em série decimal, com pipe
tas de | ml até a concentracio final de 10 7. AI1f-
quotas de 0,1 ml dessa diluigao eram semeadas  em
placas de Petri, em duplicatas, contendo o meio de
cultura Mitis Salivarius agar com 40% de sacaro-
se (ITKEDA & SANDHAN, 1371). MNela espalhava-se homo
genicamente o material com alga de Drigaslki. A ip

cubag¢ao em anaerobiose, era feita em jarra ''Gaz-Pack',
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A temperatura da estufa era ajustada a 37°C e a in-
cubagac se realizava por 48 horas. As placas foram
examinadas com auxilio de microscopio estereoscopi-
cos e aumento de 8X; as coldonias com caracteristi-
cas de Strepfococcus mutans eram transferidas para
tubos contendo o meio de Brewer (tioglicolato) com
peguena guantidade de carbonato de Ca (0,1 g), que ser-

via de meio para a estocagem das coldnias.

3~ CARACTERIZACAC DAS COLDNIAS DE
Streplococeus mutans ISOLADAS

jnicialmente fazia-se a identificagao bac
terioscopica confirmando a morfologia observada no
isolamento; a seguir transferia-se o0 material para

s meios de reagoes bioguimicas.

Na identificagao morfoldgica as <¢oldnias
de Strepfococcus mulans no meio M.S. (Mitis-Saliva-
rius agar) se mostrarvam finamente granulares de as
pecto rugoso como peguenas morulas, tamanho inter~
mediario entre 0,5 a 1,0 mm de diametro, altamente
convexas com bordos irregulares, A coloragao na luz
refietida era cinza claro azutado e opaca. Com fre
quéncia as colGnias apresentavam uma goticula cintl
tante de polissacarideo no topo; entretanto, em al-
gumas delas, somente o35 primeiros caracteres foram
notados, ocorrendo, as vezes, na parte central da

coldnia leve depressao.

Para identificacao bioquimica os micror=
ganismos foram repicados para o meio basico CTA com
vermel ho de fenol, adicionados dos carbohidratos se

guintes, na concentracao final de 1%¥: manitol sem e
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com 2 unidades/m]l de bacitracina, sorbitol, rafino-
se, melibiose. O pH era ajustado a 7.3. Esses meios
eram esterilizados na autoclave por 15 minutos, pro
cessando-se o seu resfriamento numa temperatura am-
biente, para que se efetuasse a repicagem. Com alga
de platina, do tubo contendo cultura en estoque
(meio de Brewer) retivavam—se duas algadas repican
do-as para os tubos com CTA mais os carbohidratos aci

ma ¢itados,

A leitura foi feita apos incubagao em es-

tufa a 37°¢ pelo tempo de 48 a 72 horas.

Para a prova da produgao de amdnia a par-
tir da arginina fol utilizada a tegnica preconiza-
da por NIVEN e cols, (18942), Seguiu-se a mesma
sequencia de procedimentos usados nos repiques para
as provas de fermenta¢ao. Apos 48 horas de incuba
c3o anaerdbica a 37°C, era adicionado diretamente

no meio 0,1 mi do reagente de Nessler.

0 aparecimento da cor amarelo-laranja (ti

jolo) indicava presenga de amonia na cultura.
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4- MEIOS USADOS NA DILUICAD E CULTURA
DE Strepfococcus mutans

4.1. SALINA COM EXTRATO DE LEVEDURA

NaC}] (Backer}..... ..o, 8,5 g
Extrato de levedura (Difco}... 0,5 g
Rgua destilada...... e 1060 mi
pH - 7,2

Esterilizar a 121°%¢ - I5 minutos

4.2, AGAR-MITIS SALIVARIUS (M.S.) ADI-
CLONADO DE 40% DE SACAROSE

Trypticase (BBL)...........uu, 10,0 g
Polipeptona (BBL)............. 10,0 g
Glicose (Carlo Erba).......... 1,0 g
Sacarose {(comercial).......... 400,0 g
KaHPO, (Merck) .o ouevnvinnn s 4,0 g
Azul Trypan (Harieco)......... 0,075 g
Cristal Violeta {(Merck)....... 0,0008¢g
Agar-agar {Oxoid n? 3)........ 20,0 g
Agqua destilada............. ... 1000 ml
pH - 7,2

Esterilizar a 121°

C =~ 15 minutos,res
friar a 50°C e adicionar uma solugaoc de Telurito de

potassio a 1% estéril (1 ml}.

Nao reaquecer o meio ap0s a adigao de
Telurito. Distribuir cerca de 25 ml de meio por pla

ca de Petri, de 9 cm de diametro.
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4.3. MEIO DE BREWER (Tioglicolato)
U.S.P. {oxoid)

Extrato de levedo {Difco}.... 5,0

g
Tryptona {Difco}....covvvun.. 15,0 g
Dextrose {(Backer)............ 5,5 g
Tiogiicolate de sodio (Oxoid}.. 0,5 g
Cloreto de sddio (Backer).... 2,5 g
L-Cistina {hidrocloreto).... 0,5 g
RS azZuring .. e veseuenrs veseees 0,001 g
Agua destilada............ se. 1000 m

pH -~ 7,2

Distribuir em tubos de ensaio (150x10mm},

contendo em seu interior 0,1 g de Cal03. Fechar a bo

ca do tubo com algodao e parafinar apds esteriliza-

¢3o a 121%C - 15 minutos,

4.4, MEIO BASICO PARA A FERMENTACAO DE
CARBOHIDRATOS CTA ("Cystina~tryptica~
se agar", BBL)

Cistina (Merck).......... R | q
Trypticase {BBL}........ ce... 20,0 g
Agar-Agar (Oxoid n® 3)......, 2,5 g

{loreto de Sodioc (Backer).... 5,0 g
Sulfito de Sodio (Merck)..... 0,817 g

Vermelho de Fenol............ 0,017 ¢
Agua destilada............... 1000 ml
pH = ?;3

Foi empregado o mesmo meio-basico, pa-

ra as provas de fermentagao dos seguintes carbehi~

dratos:
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Manitol (Carlo Erba) com e sem Bacitracina
Rafinose (Merck)
Sorbitol {Merck)
Melibicse (Merck)

Para todos os ”ag&cares” a concentra

cao final foi de 1%.

4.5, CALDD PARA VERIFICAR A HIDROLISE
DA ARGININA (NIVEN e Cols.,1942)

Extrato de levedo (Difco).,... 5,0 g
Tryptena (Difco)... . unu.s 5,0 g
KoHPOW (Merck).......ooioius.. 2,0 g
Glicose {Carlo Erba)......... 0,5 g
L {(+) Arginina (Merck)....... 3,0 g
Rgua destilada............... 1000 ml
pH - 7,3

Dissolver o$ componentes, distribuir
cerca de 3 ml em tubos de 150 x 10 mm.

Esterilizar a 121°%¢ por 15 minutos.

4,6, REATIVO DE NESSLER

Dissolver 50 g de KI em cerca de 3% c¢c
de agua destilada. Adicionar, gota a gota uma soly
¢ao de HgCl, até que persista leve precipitado. Ajun
tar R00 cc de uma solugao de 50% de KOH (Dissolver
a potassa, deixar em repouso ateé clarear,decantar).
Completar o volume total a 1 litro com agua destila
da, deixar repousar uma semana a decantar. Conser-

var em vidro escuro com rolha esmerilhada (BIER,1875).
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IV~ RESULTADOS

Obtivemos culturas positivas para Staepio
coccusd mutans da placa dental de todas as criancas

examinadas.

lsolamos 52 coldnias que foram submetidas
as provas de identificagao morfologica; classifica-
mos o biotipo de Streplococcus mutand por reagoes

bioquimicas de acordo com a orientagac de SHKLAIR &

KEENE (1874).

Para cada escolar amostrado anotou-se o
sexo, 0 biotipo incidente e o indice CPOD(XIEIN & PAL
MER, 18937).

O0s dados coletados estao apresentados na

Tabela 1.
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Tabela 1 - Sexo, CPOD e Biotipos incidentes de 490

ascolares.
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Tabela 2 - Distribuicac dos biotipos de Streplococcus
mufans isolados de placas dentarias de
40 escolares da cidade de Piracicaba, se
gundo o biotipo incidente. -
Biotipo NG total Porcentagem
a 0 0,00
b 3 5,75
ol 33 63,50
d 13 25,00
2 3 5,75
Total 52 100,00 %
Tabela 3 - Distribuigao dos biotipos de Streplococcus
mutans em cultura pura ou mista isclados
de placas dentarias de 40 escolares da
cidade de Piracicaba.
s Isolamento unico o Isolamento unico
Biotipos No % Biotipos NO o
a 0 0,0 ed 7 17,5
b ] 2,5 oL 2 5,0
e 23 57,5 edb 1 2,5
d b 10,0 db ] 2,5
e i 2,5
Total 29 72,5 11 27,5
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Tabela 4 - Distribuicao do indice CPOD, segundo
biotipo de Straepiloecoccus mutans,

o

. B ¢ T { & 0 S
b e d e ed ce odhb "db

5 9 5 6 9 0 8

10 7 7
0 11 3
3 Z ]
& h
1 0
8 0
2

2

5

0

0

6

0

2

6

2

0

8

6

%

8

4

Media & 3,76 6,25 6 3,43 5 0 8




L18.

Tabeia 5 - Analise de varjancia dos dados apresenta

dos na Tabela L,

Causas de variagao Gl :%1) QM F
Biotipos 7 62,70 8,96 6,78
Residuo 32 336,90 11,47

TOTAL 39 429,60
Tabela & - Escolares segundo o sexc & o isolamento

dos biotipos.

l s ol amen t o d 0 s b it ot ipos

SEXO UNFCO MiSTO TOTAL

12 8 20

17 3 ' 20

TGTAL 25 i 4g
Tabela 7 - Escolares segundo o sex0 € o biotipo ¢ ou

qualquer outro isolamento unice dos bio-
tipes de Sfrepifococeus mutans,

Biotipos
SEXO c a, b, d ou ¢ TOTAL
M id 2 12
13 b 17

TOTAL 23 6 29




Tabela 8§ - Distribuig%g percentual de biotipos de Sfaepifococcus mulans segundo as localidades
autores e métodos empregados, ’

Autor Localidade Metodo 5

G. LAGOS

(E.U.A) o 0 87,1 1,5 0,5 1,5 5,2 3,i 0,5 0,5 0 0 0 0 0 100%
SHELATRE ~ ORLANDO Reagoes
o ools. (E.U.A)  bioqui- 0 & 833 6,7 ¢ 0 6,7 3,3 0 06 06 6 0 0 O 1 00%
{1877) * micas

S.DIEG

(E.U.A‘?) o o 70,8 L2 42 42 83 0 0 83 0 ©0 0 0o O 100%
*HAWAL
(£ U.A) ¢ 2,0 82,0 6,0 2,0 0 6,0 2,0 6 ¢ 0 0 0 ¢ 0 100%

PERCH e DE LL AWARE Reagoes
ecols. ( sorolo- 0 0.4 g _
(1977} E,U,A,} giCEIS s 79,7 9,5 0 | ) a ] ( H 5,6 0,’-; 14,:‘4 100%

*TORONTO
@wEmsaT  (tanadd)  Reagies 0 0 9B3 B2 A 0000000000 100
e cols, sorolo-
(1977 ?EEUTR?? gicas 0 0 92,2 5,2 2,2 0 ¢ o o0 0 o 0 o 9§ o 100%
SHKLAIR ARAB LA SAU Reagoes
?;3?3?' DITA(RSIA) biogui- 0 0 32,7 11,2 7,1 0 27,6 7,1 6,1 8,2 0 6 6 0 0 100%

micas

MARTINS *PIRACICABA Reagdes
(1880) (Brasil) blogaim, O 205 575 10,025 00 17,5 5,0 000 2,5 2,5 00 0 0 100

%) autor ou autores trabalharam com amostras de ctiangas. As demais amostras referem-se a adultos.

‘6[‘
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FIGURA 1 - Grafico de barras relativo 3 distribuicao percentual
dos 14 biotipos isolados em cultura pura ou mista se
gundo a localidade de Piracicaba.
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FIGURA 2 - Grifico de barras relativo 3 distribuicio percen-~
tual dos 14 tipos de biotipo, segundo a localida-
de de Arabia Saudita.
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FIGURA 3 - Grafico de barras relativo a distribuicdo percentual

do biotipo £ , segundo & lccalidade.
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Figura b - Coldnias de Strepfococcus mufans em meio

de Agar Mitis Salivarius, aumento de 8x.

Figura 5 - Reagoes bioguimicas caracteristicas do

biotipo b de Sixepfococcus mufans.
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V ~ DISCUSSAD

Desde o advento de meios de cultura altta-
mente seletive para Strepfococcus mutfansd, tornou-se
facil determinar as guantidades aproximadas desses
microrganismos nos diferentes nichos da boca. Veri-
ficou~se que o mesmo incide preferencialmente nas
superficies dos dentes, e ainda mais, que € um dos
elementos que estac diretamente implicados na forma

¢ao inicial da placa dentaria (GUGGENHEIM, 1870).

0 estudo da distribuicao ecologica de
Streptococcus mutans tem merecido a atencao de al-
guns pesquisadores e parece ser de significativa im

_—

portancia.

Nos trabalhos consultados verificamos gue
a coleta de material de placsa pelos diversas pesgui
sadores foi feita atraves de procedimentos diversos,
e geraimente, de varias superficies dentarias. D ing
culo para a semeadura em meios de cultivos seleti-
vos, geralmente o Mitis-Salivariuys agar era quase
sempre constante de uma mistura de raspados de pla-

Ca.

Assim, estudando a incidéncia de Sftreplo~
coccus muians em placa dentaria de 12 criangas de
cor negra com 7 a 9 anos, IKEDA & SANDHAM (1971) en
contraram cerca de 39% desses microrganismos em re-
lagao ao total de estreptococos, lecalizades nos sul
cos e fissuras e 2,9% apenas, na superficie bucal e

ausencia total nas faces proximais.
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A pesquisa de Sireplococcusd mufans em pla
cas supragengival de 5 superficies de molar decfdu;
inferior de 104 criancas com 5 anos de idade foi rea
lizada por QURESHI e cols., (1877). Essas superf?r
cies eram: oclusal (sulcos e fissuras) e as faces
distomesiais, bucal e lingual. De um segundo grupo
de criangas de 5 a 8 anos de idade colheram mate-
rial das faces oclusafs e preximais de um segundo

molar deciduo e premolar permanente,

Amostras das regioes posteriores das fa-
ces interproximais dos 4 quadrantes,superficie oclu
sal posterior € também superficie posterior buco-~
-lingual, foram colhidas por KEENE e cols. {1377) pa-
ra estudo de biotipos de Streplococcus mufans em 5

populagoes humanas.

Como se pode observar, nes trabathos cita
dos, a coleta de material de placa fol feita em vi-
rias superficies dentarias e uma mistura de material
era semeada em meios de cultura seletivo, geralmen-

te o Mitis-Salivarius agar.

Na nossa pesquisa pPreocupamo-nos em co-
lher material apenas do tergo mediano das faces ves
tibulares de molares superiores, porque e um dos 1o
cais onde as criancas geralmente nao escovam corve

tamente,

Essas superficies examinadas nao apresen
tavam, em nenhum caso, processc carieso, embora ou-
tras superficies em varias oportunidades, se apre-
sentassem cariadas ou obturadas. Dos 40 escolares
examinados, fizemos coleta e semeadura de mistura
de materia) de placas das regioes referidas, de ca-

da um deles.
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Apos a incubacdo do material semeado, apre
sentando crescimento, colhifamos uma ou mais cold
nias caracteristicas de Streptococcns mufans desde
que as mesmas apresentassem varja¢oes morfoldgicas.
Isolamos um total de 52 colonias (Tabela 2}, sendo
que fol encontrado, um ou mais dos biotipos b, ¢,
d e e de Strepfococcus mutans isoladamente, ou em
cultura mista em todas as faces lisas dos molares
examinados. Os resultados indicaram, apos a identi
ficacao dos microrganismos que, nas regioes pesqul
‘sadas foi possivel encontrar os biotipos correspon
dentes aos grupos soroldgicos b, ¢, d e ¢ da clas-
sificagao de BRATTHALL (1970). Talis achados estao
em conformidade com aqueles dos autores citados,pois
tambem eles encontraram Sinepfococcus mutans nas di
versas faces dentarias examinadas, e ainda com as
observacoes de XKEENE e cols, (1877), QURESHI e eols.
(1977}, GRENIER e colg. (1973} de que também os di-
versos tipos sorcidgicos podem ser encontrados nas

varias faces dos dentes.,

Evidentemente, essas variagoes de isola~
mento encontrada por diversos autores e por nos, de
pendem de uma série de fatores relativos a metodo
logia empregada, principalmente as condicoes de co-
Eeté do materiagi, a supresséo da flora de competi-
¢do com seus agentes antimicrobianos, o consumo de

sacarose & higiene bucal por parte dos individuos,

A ocorréncia do microrganismo pesquisado,
nas varias faces dentais, conforme os nossos resul-
tados e dos varios autores citados, parece sugerir
a importancia de um ou mais locais de colonizagao

ou implantacdo por parte de Strepfococcus mufans.

Nesse sentido devemos lembrar que EDMAN e
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eols, {1872} conseguiram implantar amostras de
Strepfococcus mutans em b4 faces interproximais de 2
pacientes e contaminaram estas regides da cavidade
oral durante um periodo de & a 6 semanas., 0s resul
tados mostraram que os Strepfococcus mutans tendiam

a permanecer na regiaoc original de implantagao.

Criangas com numero pequeno de caries fo-
ram comparados com outras de numerc elevado; os re
sultados parecem provar que o numero de superficies
infectadas por Strepfococcus mutans estavam estref-

tamente correlacionadas com atividades de carie.

Esses estudos mostraram a importancia da
coleta do material na investigagao da incidéncia de
Streptococeusd mutans em relagao a carie dental. Es=-
sas amostras de placa de superficies dentals relacio
nados com os diferentes biotipos ou grupos sorologi

cos provavelmente possuem composigao diferente,

A identificacao inicial e presuntiva de
Streptococcus mufans & feita de acordo com a morfo-
logia que ele apresenta no meio "Mitis-Salivarius—agar"
ou seja, colonias com 0,5 a 1,0 mm de diametro de

superficie rugosa, semelhante a pequenas morulas,

Em 1880, FITZGERALD e cols., estudando o
potencial cariogénico em Bamster, de estreptococos
isolados de placas bacterianas de dentes desses mes
mos animais, verificaram que havia diferengas bio-
quimicas entre eles. 0s estreptococos cariogénicos
eram capazes de fermentar sorbitol, o que nao ocor-
ria com os demais. As primeiras evidéncias para a
existéencia de diversos tipos de Streplococcus mutans
foram publicadas por ZINNER e cols. (1965), JABBLON &
ZINNER (1966).
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ZINNER ¢ colg., (18965) em estudo realizado
concluiram que os estreptococos cariogénicos para
ratos e hamster nao podiam ser incluidos nos gru-
pos sorologicos de A até @ pelo meétodo de aglutina
¢ac ou precipitagao (classificacao de LANCEFIELD,
1983}, 0s antissoros obtidos para esses germes mos
traram que eles eram imunologicamente especificos,
assim como as amostras isoladas eram especificas pa

ra seus hospedeiros.

JABBLON & ZINNER (1968) isclaram B amos-
tras de estreptococos de lespes cariosas humanas,

usando a técnica de imunofluorescéncia.

De material de placa dental, GUGGENAEIM
{1868) isolou 86 amostras de Sirepilococcus mulfans

identificando-os atraves de 20 testes bioguimicos.

BIRAL & BERTCLINI (1870) resssltaram a
possibilidade de redugac da metodologia até  entao
usada para 2 provas fundamentais, baseadas na prin-
cipal propriedade gue ©0s estreptococos induteres de
carie, possuem, que & a sintese de polissacari~
deos, assim como o aspecto hipersacarosade (geleifl
cagao e precipitacdo pelio etanol) seguidas por ou-
tras oportunas, 0s trabalhos realizados em varias
partes do mundo no gue tange ao isolamento e identi
ficagaso do Streptococcus mutans da boca de animais

e seres humanos 550 NUMErgscs.

PERCH e cols., (1374) ewmpregando meétodos
biogquimicos e sorologicos identificaram os 5 tipos
sorologicos descritos pov BRATTHALL (1970) acrescen

tando ainda 035 grupos 4 & g.

Varieos autores concordaram que s$ao numero

sas as amostras de Streplococcus mufans que apre-
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sentam caracteristicas fisioldgicas muito préoximas.

De maneira geral as caracter{sticas cultu
rais e bioquimicas tem sido usadas na identifica~-

¢ao das variantes de Staeptococcus mufans.

No trabatho de PERCH e cole, (1874} @& pos

sivel verificar gue autores distinguiram 3 bioti-

pos; o bietipo 1 incluia amostras representando os
sorotipos a4, ¢, ¢, 4, enguanto que o biotipo 1l in-
cluia somente as amostras do sorotipo b. As duas

principais caracteristicas diferenciais era que o
biotipo I} era capaz de hidrolizar a arginina e cres
cia a 45°C. 0 biotipo - 1i] consistia das amostras
pertencentes aos sorotipos d, g cuja atividade bio~

quimica € menor que 05 outros biotipos.

Segundo o esquema de COYKENDALL (1974) pa-
ra a diferenciagao bioguimica, o sorotipo a foi iden-
tificado por nao crescer em presenca do oxigénio, e
o b por produzir a amdnia da arginina. A fermenta
cac lenta da frutose quando cresce em glicose & ca-
racteristica do sorotipo ¢ e o tipo d nas fermenta
rafinose. Algumas amostras do tipo ¢ foram inclui

das no sorotipo ¢ nesse estudo,

Mais recentemente, em 1974, SHKLATR & KFENE,
descreveram um pequeno grupo de reacoes bioquimicas
para separagao do Strepfococcus mutfans em 5 bioti
pos correspondentes aos sorotipos identificados por
BRATTHALL (1970}, De acordoc com o esguema proposto,
o biotipo b fermenta o manitol, com e sem bacitraci
na na concentracgzo de 2 Ul, sorbitol, rafinose, me-
liobiose e produz amonia a partir de arginina; por-
tanto d& todas as reagoes positivas; ao contrario

do biotipo d, que fermenta manitol com e sem anti
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bidtico e o sorbitol apenas. 0 biotipo ¢, de maior
incidencia na placa, apenas nao hidrolisa a argini-

fia.

Empregando a mesma metodologia de SHKLATR
& KEENE (1874) encontramos os resultados expressos

nas Tabelas 2 e 3.

Pela leitura da Tabela 2 verifica-se o iso
lamento de biotipos correspondentes aos grupos so=-
rologicos b, ¢, d, e num total de 3 amostras {5,75%)
do grupo b, 33 do grupo ¢ {63,5%), 13 do grupo d
(25,0%) e 3 do grupo ¢ {(5,75%).

Como & possivel observar o tipo soroldgi-

co ¢ foi isolado em maior nimero, seguido do grupo d.

A Tabela 3 mostra-nos o nlmero e porcenta
gens dos biotipos correspondentes aos varios tipos
sorologicos, isolados em cultura pura ou culturas
mistas. Isso se tornou possivel, pois de cada pla-
ca eram repicadas e identificadas ac menos L <¢olo
nias suspeitas de serem de Sireplococcus mutans, ja

- - * v - - - 0
que nao ha caracteristicas coloniais proprias de ca

da tipo sorologico no "Mitis-Salivarius agar”.

De um total de 33 amostras do grupo ¢,
obtivemos 23 (57,5%) isolamentos em culturas pura e
10 {25,0%) isolamento de placas onde cresceram tam

bem os tipes d, e, db.

0 grupo d foi obtido em & (10,0%) isocla-

mentos unicos e em 9 {22,5%) isclamentos mistos,

Comparando os nossos resultados com os re
feridos por diversos autoves (SHKLAIR & KEENE,18974;
QURESHI e cols., 1977} podemos verificar que tfodos

eles encontraram o sorotipo ¢ como o mais incidente,
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da ordem de 70,8% para cima. Em Piracicaba foi o
mesmo encontrado como prevajente, todavia, sua per-
centagem situou-se em torno de 57,5%, total infe-

rior aos demais resultados.

Por outro lado, conseguimos isolar o soro
tipo d em 10% dos casos, o que niao ocorreu Ba inves
tigagao de outros pesquisadores, cuja porcentagem

maxima alcangada foi de 6,7%.

Com relagaoc aos isolamentos mistos cumpre
ressaltar que obtivemos a coportunidade de isolar
conjuntamente os sorotipos cdb e db num total de
2,5%, para cada grupo, o gue nao € descrito por ne-

nhum dos autores consultados.

Alguns trabalhos foram realizados procu-
rando relacionar a incidéncia desse tipo de micror
ganismo com o indice CPOD, inclusive com as faces
de cada dente e o estado que elas apresentam
(QURESHI e cole., 1877).

Variagoes no potencial cariogénico dos va
rios tipos de Sinepfococcus mufans,tem sido observa

do em animais experimentais.

Com relacac a possibilidade de uma situa-
cao similar para homens, os dados da literatura sao

insuficientes.

A correlagao entre a incidéncia de carie
e 05 tipos soroldgicos nao tem sido estabelecida pe

los varios autores,

KEENE & SHKLAIR (1877) verificaram que ele
vada atividade de carie estava associada com maior

isolamento do biotipo ¢ de placa dental. Concluiram
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ainda, que individuos com muitas caries possuiam

tambem multiplios biotipos.

Lom a finalidade de verificar se o indice
LPOD & em média, o mesmo, qualquer que seja o bioti
po, foi organizada a Tabels 4. 0s dados apresenta
dos nessa tabela, submetidos a analise de variancia,

conduziram aos métodos na Tabela §.

A Tabela § mostra um valor de F com 7 e
32 graus de liberdade, igual a 0,78. Este valor nao
& significativo ao nivel de 5%. Portanto, com base
nos dados obtidos neste trabalho nac se pode afir-
mar que existe diferenga entre medias de indice

CPOD obtidos de individuos com diferentes biotipos.

s nossos resultados confirmam portanto
os de QURESHI e cols. (1877} de gue qualquer dos bio
tipos isolados ou em associagaoc podem ser isolados
das faces lisas sem caries, pois o numero de can
ries & grande também em Iindividuos com varios bioti
pos conforme nossos resultados. Contrariam as obser
vagoes de KEENE ¢ SHKLAIR (1977) que associaram  a

presenga dos sorotipos € com carie.

Nao encontramos tambem na literatura ne-
nhum trabalho estabelecendo rela¢gdes entre os bioti

pos isclados de criangas ou adultos com o sexo dos

mesmos. Com essa finalidade estabelecemos a Tabe
la 6.

A andlise estatistica realizada demons -
trou que o teste xZ, com corregac de continuidade,

aplicado aos dados apresentados na Tabeila 6, resul
tou em 2,01. Este valor esta associado a | grau de

liberdade e é nao-significativo ao nivel de 5%. Por
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tanto parece razoavel considerar que a proporgao
de escolares onde se obteve isolamento unico e a

mesma para ambos 0s sexos.

Para verificar se a proporgac de escola-
res que apresentam o biotipo ¢, gue € o mais comum,

€ a mesma entre o5 dois sexos, organizou-se a Tabe~

fa 7.

0 teste x?

, com correcac de continvidade,
aplicados aos dados apresentadoé na Tabela 7, resul
tou em 0,00. Este valor, nao significativo, permi
te considerar gque, dentre os escolares com isolamen
te Unico, © tipo ¢ aparece nos dois sexos na mesma

proporcgao.

0s trabalhos realizados em varias partes
do mundo sao numerosos no que tange ao isolamento e
identificagao dos Streplococcud mutfans da boca de
animais e seres humanos. Seus resultados indicam
uma diferenca na incidéncia e na distribuigao dos
tipos de Streptococcus mufanéd nas diferentes popula

goes.

Estudos sobre a prevalencia de Stneplococcus
mutansd em populacoes humanas, indicaram uma farga
distribuicao desse microrganismo potenciaimente ca-
riogénico e uma intima relagdo com a carie dental.
Embora o significado da ocorréncia dos diferentes
sorotipos ou biotipos de Sireplocoeccus mufansd em po
pulacoes humanas nao seja conhecido,o0s estudos mos
traram que ha diferenca na distribuigao geografica

dos diferentes tipos.

Para comparar a distribuigao dos bioti-
pos obtidos neste trabalho, com a distribuigao obti

da por outros autores, foi organizada 2 Tabela 8.
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Esta Tabela mostra as porcentagens de cada biotipo,
segundo o autor, a localidade onde foi obtida a

amostra e 0 metodo empregado para classificagao.

BRATTHALL (1972) notou que os tipos a e b
foram raramente isolados nas regioes por ele estuda

das,

KEENE & SHELATE (1977) em um pegqueno nuame
ro de amostras de placas dentéarias de individuos

do Cairo (Egito), encontraram prevaléncia dos tipos

a & b e pequeno numero ¢. Em observagOes feitas na
Ardbia Saudita nao encontraram os tipos 4 e b, A
maior porcentagem de isolamentos foi dos biotipos

e (32,7%) d {11,2%), cd {(27,6%) e outros agrupamen

tos mistos em menoyr porcentagem,

GRERIER ¢ cols. (18973) empregaram reacao
de aglutinagao, usando como antigeno, parede celu-
lar para identificagaoc de Sirepfococeus mutans de
pacientes da inglaterra e isolaram os tipos ¢, d, e

¢ mas nao 4 ou b.

Mas criangas de Piracicaba, usando rea-
coes biogquimicas encontramos biotipos corresponden-
tes aos sorotipos ¢ e d como prevalentes e ainda,
em e levada percentagem, comparado com outros autores,

isolamento misto dos biotipos ced (17,5%).

Fsses resultados estao de acordo com o©0s
de BRATTHALL (1572} quando examinou, por técnicas
de imunofluorescéncia material de placa dental de
criangas brasileiras, material esse que lhe foi en-
viado. O autor identificara no mesmo, maior numero

dos grupos ¢ e d.

Enguanto que os trabalhos consultados in-
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dicam alta incidencia do tipo ¢ {70,8% acima) SHKLAIR &
KEENE (1874} encontraram apenas, 32,7% na Arabia
Saudita, porcentagem esta que se situa abaixo dos

nossos resultados, gue foram da ordem de 57,5%.

0s dados referentes ao tipo d se aproxi-~
mam, pois naquela regiao foi encontrada a porcenta-

gem de 11,2% e em Piracicaba de 10,0%.

Uma distribui¢ao do percentual dos biot}
pos de Strepfoccccus mutans, que cresceram isolados
Ou conjuntamente, na mesma place, no estudo realiza

do em Piracicaba e vista na Tabela 2 e Figura 1.

Pela semelhanga dos resultados com ague-
les obtidos na Arabia Saudita, nés os evidenciamos
na Figura 2. A Figura 3 mostra-nos a incidencia do
biotipo ¢, numa distribuicao segundo a localida-
de comparativamente a05 resultados que conseguimos

obter.

0 numere de isolamento relativamente ele-
vado dos biotipos ¢ e d, permite-nos sugerir que,
nas pesquisas de obtengao da vacina anti-carie de-
ve-se levar em consideragao esses resultados, procu
rando-se usar como antigeno, células desses bioti-
pos de Streplococcus mulans, os mais prevalentes na

regiao estudada.
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VI - CONCLUSDES

0s resultados foram discutidos e anali-

sados permitindo-nos as seguintes conclusoces:

1. Fol possivel isolar 52 amostras de
Stneplococcus mufand de material de pla
ca dentaria colhido nas faces vestibu~-
tares normais de dentes molares superio
res, de todos os estudantes investigar-
dos, de idade entre 9 a ik anos, de am
bos os sexos, com indices CPOD varia-

veis,

2. A identificagdo bioquimica das amos-
tras referidas permitiu verificar que
elas pertenciam aos biotipos b, ¢, d,
¢ de SHXLAIR & KEENE (1974} os quais
correspondem respectivamente aos gru
pos sorologicos b, ¢, d, ¢ proposto por
BRATTHALL (1870).

3, De acordo com a analise estatistica
nae houve diferenga significativa na
distribuicao dos diferentes biotipos

em relagdc ao indice CPOD e 0 sexoc dos

escolares,

4, 0 biotipo ¢, foi o mals incidente em
Piracicaba, porem, em menos porcenta-
gem (57,5%) que outras regioes do mun-

do {(70,8% cu acima), mas em niveis su-
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periores ao encontrado na Arabia Saudi
ta {(32,7%). 0 biotipo d {10,0%) teve
yma incidéncia prdoxima dos resulta-
dos da Arabia {(11,2), sendo gque nes-
sas 2 regioes as porcentagens foram
mais elevadas que nas outras referi-
das, O isolamento do grupo cd (17,5)
também se aproxima do mesmo indice en-

contrado na Arabia {(27,6%).
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VII - RESUMO

0 isotamento, identificacgao de bioctipos
de Strepifococcus mulans e sua incidéncia em Piraci-
caba comparada com varias regioces do mundo, foram

realizados no presente trabalho.

De 40 escolares, metade de cada sexo, co-
theu-se material de placa dentaria que foi diluido
e semeado em meio seletivo para o© isolamento de
Streplococeus mufans. A identificagao dos mesmos
foi feita atraves de reagoes bioquimicas segundo o

esquema de SHKLAIR ¢ KEENE (1974},

0s resultados obtidos nos permitiram veri
ficar a incidencia do referido microrganismo em to-
das as faces vestibulares de molares superiores sem
processo carieso. A identificagao mostrou maior con
tagem de um uUnico biotipe, e em menor incidencia
duas e mesmo trés amostras presentes no local exami

nado.

0 biotipo ¢ foi encontrado em maior por-~
centagem, fato esse verificado por outros autores

em diversas partes do mundo.
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