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I- INTRODUÇAo 

Os microrganismos pertencentes 

StAeptococcuh tem despertado o interesse 

ao genero 

de um ele 

vado número de pesquisadores, pelos numerosos 

cessas patolÔglcos que determinam no homem. 

pro-

Descobertos por Rivolta em 1873, recebe­

ram essa denominação por Bilroth em 1874, pelo fato 

de que sua morfologia é a de pequenas esferas jun­

tas, em cadeia, à semelhança das contas de um rosa-

r i o. 

Em 1890, MILLER descreveu sua presença 

nos processos infecciosos da boca, doença periodo~ 

tal e cárie. Suas relações com a cárie dentária f~ 

ram demonstradas, experimentalmente, por WILLIAMS 

em 1897. 

Segundo APPLETON (1950) "os estreptococos~ 

como componentes da rica variedade de bactérias en­

contradas na boca de adultos~ tem sido incriminados 

nas cáries dentáriasJ nas infecções periapicais e 

periodontais e nas Z-esões extPa-oPais secundáPias a 

focos infecciosos O Pais". 

A cãrie dentária, a mais comum das doen 

ças dos homens, se caracteriza por descalcificação 

e desintegração dos tecidos duros dos dentes, é ini 

ciada pela desmineralização do esmalte por 

orgânicos que são produzidos localmente por 

rias. Além da desmineralização, as bactérias 

bém destroem o conteÜdo protéico dos dentes 

ácidos 

bacté 

tam­

(espe-
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cialmente da dentina). Constituindo-se, portanto, 

em uma doença bacteriana e como tal pode ser trans­

mitida de um para outros membros da mesma espécie. 

As bactérias que estao primariamente liga 
-das a decomposição dental do homem, são estrepto-

cocos anaeróbicos do gênero StAeptocoecu~, espécie 

mutan~. Estes microrganismos foram originalmente 

isolados de lesões cariosas dentais por CLARKE (1924) 

e assemelham-se ao estreptococo cariogênico descri-

to por FITZGERALD & KEYES (1960}. Características 

bioquímicas e fisiológicas, bem como, propriedades 

sorológicas tem sido usadas para identificar este 

grupo de estreptococos (BRATTHALJ 1969). 

Este organismo, isolado do ser humano com 

cáries ativas (ZINNER e cols.J 1965; GIBBONS e coZ-s.J 

1966; KRASSE e cols.J 1968; De STOPPELAAR e cols.J 

1969; LITTLETON e cols.J 1970)J é também considera 

do agente etiológico de cárie dental em roedores 

(FITZGERALD & JORDAN, 1968; ZINNER & JABLON, 1968}. 

A potencialidade cariogênica de S~~epto­

c.oc.c.ul> rnuútn.ó tem merecido considerável atenção nos 

últimos anos. Seu relacionamento com a cárie den-

tal nos animais de laboratório e nos homens sugere 

que pode ser um fator importante a considerar em in 

vestigação epidemiolÓgicas na incidência da cárie 

dental em populações humanas. 

Na última década foram realizados os prl 

melros trabalhos no sentido de se verificar a exis­

tência de sub-grupos dentre os microrganismos refe­

ri dos. 

Inicialmente foram preparados soros espe­

cíficos (BRATTHALLJ 1970) das amostras bem caracte 
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rlzadas bioquimicamente por vários autores; post~ 

riormente, outros métodos foram empregados e compa­

rados, denotando algumas discordâncias entre elas 

com relação à classificação sorológica estabelecida. 

BRATTHALL (1970) usando antissoros monoes 

pecfficos encontrou cinco tipos sorolÕgicos di st in 

tos para esses organismos que classificou como a 3 

b., c_, d e e. Esta classificação foi baseada em rea 

ção de precipitação obtida pela difusão em gel, na 

qual empregou antígenos extraídos com ácidos aquecl 

dos, e métodos de imunofluorescência. Os primeiros 

quatro tipos possuíam antígenos específicos 

S1Aep1oeoeeu~ mutan~t enquanto que extratos 

para 

dos ti 

pos e reagiam tambêm com antissoro do tipo E de 

LANCEFIELD (1933). O Ünlco tipo da coleção de 

BRATTHALL {19?0) que não pode ser inclui da em nenhum 

desses grupos foi a amostra OMZI75. 

COYKENDALL (19?4)~ dividiu St~eptoeoeeub 

mutanL:. em quatro grupos a., b, c. e d~ baseando-se na 

composição~ sequência e heterogeneidade de bases 

componentes dos ácidos nucléicos. Esses grupos ge­

néticos foram correlaclonados com os vários soroti-

pos. 

GRENIER e cal. (1973) usaram, para identj_ 

fícação de Stnep;toc.ac.c.u~ mata.nh, sorologia através 

das técnicas de imunofluorescência e métodos cultu 

rais, encontrando diferenças entre estes dois méto­

dos. 

HARDIE & BOWDEN (19?4) usaram técnicas de 

aglutinação, empregando parede celular como antTge­

dos sorot i pos de Stfl.ep:toc..oc.ClU no para a 

mutanh da 

identificação 

placa dental de cidaçãos britânicos e iso 



. 4. 

laram os tipos e, de e mas não os tipos a. ou b. 

PERCH e eols. (19?4} encontraram mais 2 

sorotipos, o 6 e g que adicionaram à classificação 

de BRATTHALL (1970). Assim, sete tipos sorológicos 

existem agora designados de a até g. 

Mostraram também, que além da sorologia, 

características culturais e bioquímicas podem ser 

usadas para ajudar na identificação de stnep~ococ..c.~ 

m u..t a.n.ó • 

Pesquisaram 210 amostras de S.tne.p.toc.oc.c.u-6 

mu..tan-6 e conseguiram agrupá-las em 3 biotipos. O bi~ 

tipo I incluiu 187 amostras. representando os soro­

tipos a, c. e 6, enquanto o biotipo I I incluiu somen 

te~ amostras, representando o sorotipo b. O biotí 

po I I I consistia de 1 9 amostras pertencentes aos 50 

rotipos d, g e S L-1. 

Um outro método para diferenciação foi usa 

da por SHKLAIR & KEENE (1974). A identificação foi 

baseada na fermentação de manitol (com e sem baci-

tracina). sorbítol, rafinôse mel ibiõse e na habil i-

dade de produzir amônia da arginína. Desta maneira 

conseguiram separar cinco biotipos, que correlacio­

naram com os sorotipos reconhecidos. 
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ESQUEMA BIOQUIM!CO PARA A SEPARAÇÃO DOS 5 SOROTIPOS 
DE SX~ep~aeocc.u6 mutan~ (SHKLAIR & KEENE, 19?4). 

Testes s o r o t i p o 5 

Bioquímicos a b c d 

Manitol + + + + + 

Sorbitol + + + + + 

Rafinose + + + + 

Mel ibiose + + + 

Arginina + 

Manitol c/2 UI 
de bacitracina + + + + 

Exames feitos em 194 recrutas navais que 

abrigavam St~eptoeoec.u~ muLanó, revelaram que 189 

(97, 7%) eram portadores somente do biotipo c ou em 

combinação com outros biotipos. 

OLSSON e aols. (1976) estudaram 28 amos-, 

tras de estreptococos atraves da mobilidade eletro-

forêtica, por microtécnica~ Os estreptococos de di 

ferentes grupos mostraram diferentes potenciais. Al 

gumas amostras pertencentes aos mesmos sorotipos de 

St4eptoc.occ.ul mutanh apresentavam idêntica mobilida 

de eletroforética. 

Observou que o sorotipo b possui antígeno 

de superfÍcie com maior número de cargas negativas, 

pelo que mostrou o maior potencial de superfície. 

BROWN & PATTERSON (1972) mostraram que ou 

tras diferenças podem ser usadas para distinguir os 

tipos, como a mobilidade eletroforética da desidro­

genase do manitol-1-fosfato. 
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EMILSON & BRATTHALL (1976) usaram meios 

seletivos para diferenciar sorotipos de Sttte.ptoc.oc.CJ.l1J 

mutan..6. Observaram que o crescimento da espêcie a 

é inibida no agar MSB (Mitis salivarius com bacitra 

cina) e algumas espêcies dos tipos de 

das no agar M.C. (meio de CHAPMAN). • 

g -sao inibi 

Estudos sobre a distribuição epidemiolôgl 

ca desses subgrupos em populações humanas tem sido 

limitados por causa da dificuldade de preparar an­

tissoros monoespecíficos. 

Poucas pesquisas tem sido feitas, sobre a 

distribuição de variedades de Stneptoc.oc.c.u.6 mutan.6 

no mundo inteiro. Porém, muitas das amostras isola 

das em diferentes laboratórios foram classificadas 

e refletem a ocorrência dos tipos característicos 

dessas regiÕes. Destas pesquisas, parece que onde 

um esforço foi feito para isolar espêcies diferen-

tes, a maioria dos sorotipos de S.t!te.p.toc.oc.C.U6 mu.ta.n.6 

foi encontrada, 

A opinião, na distribuição geográfica, e 

que pelo menos os tipos c., de e. sao encontrados em 

todas as regiÕes do ocidente (BRATTHALL 11 1972). Não 

há certeza de que os tipos a e b sejam encontrados 

em todos os lugares·, mas as descobertas negativas 

podem ser uma expressão de sua baixa frequência mais 

do que a falta de um tipo em uma determinada região. 
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li- PROPOSIÇÕES 

Sendo Stneptoeoc..Qu~ mutan~ considerado,s~ 

gundo os conceitos atuais, agente etiológico da cá-

rie dentária, classificados em grupos 

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

sorolÕgicos 

1. Isolar Stneptoc.occu~ mutanó de placas 

dentais localizadas no terço mediano das faces ves 

tlbulares de molares superiores de escolares com e 

sem processo de cáries. 

2. Classificar bioquimicamente as amos­

tras obtidas enquadrando-as nos vários tipos sorolô 

gicos, segundo o esquema de SHKLAIR & KEENE (1974). 

3. Relacionar a presença destes bioti-

pos de Stne-ptoc..oc.c.u.ó mu.tan-6 com o índice de CPOD e 

sexo dos indivíduos estudados. 

4. Relacionar a distribuição geográfica 

dos biotipos de St!Leptoc.oc.cuh mutanh com os resul 

tados a serem obtidos para futuras investigaçÕes e 

possíveis controles epidemiológicos. 
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III- MATERIAL E MtTODOS 

1- SELEÇAO DE PACIENTES 

O material a ser examinado foi colhido de 

40 crianças de ambos os sexos, brancas e negras, es 

colares, cuja idade variava de 9 a 14 anos de idade, 

na região de Piracicaba. Suas condições alimenta-

res eram as da classe mediana e pobre com hábitos 

de higiene oral de boa a precária. 

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 aproximadamente 1 mg de 

placa. A amostra foi obtida raspando-se o terço me 

díano das faces vestibulares dos molares superiores 

dos escolares. Tomando os cuidados necessários de 

assepsia em todas as fases da pesquisa, o material 

obtido das placas dentárias era depositado em fras­

co pequeno, contendo pérolas de vidro e como di­

luente 10 ml de salina com 0,05% de extrato de leve 

dura. A homogeneização se fazia por agitação ma 

nual durante 2 minutos aproximadamente. A segui r 

processava-se a di Juição em série decimal, com pip;: 

tas de 1 ml até a concentração final de 10- 7
• Al f-

quotas de O, 1 ml dessa diluição eram semeadas em 

placas de Petri, em duplicatas, contendo o meio de 

cultura Mitis Salivarlus âgar com 40% de sacara-

se IIKEDA & SANDHAN, 1971). Nela espalhava-se homo 

genlcamente o material com alça de Orlgaslki. A in 

cubação em anaerobiose, era feita em jarra HGaz-Pack 11
• 



A temperatura da estufa era ajustada a 37°C e a in­

cubação se realizava por 48 horas. As placas foram 

examinadas com auxÍlio de microscópio estereoscópi­

cos e aumento de 8X; as colônias com característi­

cas de S~~ep~ococcuh mutanh eram ·transferidas para 

tubos contendo o meio de Brewer (tioglicolato) com 

pequena quantidade de carbonato de Ca (0,1 g), que ser­

via de meio para a estocagem das colônias. 

3- CARACTERIZAÇAO DAS COLllNIAS DE 
S~~ep~oeoeeuó mu~anó ISOLADAS 

Inicialmente fazia-se a identificação bac 

terioscôpica confirmando a morfologia observada no 

isolamento; a seguir transferia-se o material 

os meios de reações bioquímicas. 

para 

Na identificação morfolÓgica as colônias 

de Stfteptococcuh mutanh no meio M.S. (Mitis-Saliva­

rius ágar) se mostraram finamente granulares de as 

pecto rugoso como pequenas mórulas, tamanho inter-

mediário entre 0 1 5 a 1,0 mm de diâmetro, altamente 

convexas com bordos irregulares, A coloração na luz 

refletida era cinza claro azulado e opaca. Com fre 

quincia as colônias 'apresentavam uma gotfcula clnt! 

Jante de polissacarídeo no topo; entretanto, em al-

gumas delas, somente os primeiros caracteres foram 

notados, ocorrendo, ãs vezes, na parte central da 

colônia leve depressão. 

Para identificação bioquÍmica os micror-

ganismos foram repicados para o meio básico CTA com 

vermelho de fenol, adicionados dos carbohidratos se 

guintes, na concentração final de 1%: manitol sem e 
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com 2 unidades/ml de bacitracina, sorbitol, rafino-

se, me 1 i b i o se. O pH era ajustado a 7.3. Esses meios 

eram esterilizados na autoclave por 15 minutos, pr~ 

cessando-se o seu resfriamento numa temperatura am­

biente, para que se efetuasse a replcagem. Com alça 

de platina. do tubo contendo cultura em 

(meio de Brewer) retiravam-se duas alçadas 

estoque 

repica~ 

do-as para os tubos com CTA mais os carbohidratos aci 

ma citados. 

A leitura foi feita após incubação em es­

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

Para a prova da produção de amônia a par­

tir da arginina foi utilizada a técnica preconiza-

da por NIVEN e co~s. (1942), Seguiu-se a mesma 

sequência de procedimentos usados nos repiques para 

as provas de fermentação. Após 48 horas de incuba 

ção anaerÕblca a 37°C, era adicionado diretamente 

no meio 0,1 ml do reagente de Nessler. 

O aparecimento da cor amarelo-laranja (ti 

jolo) indicava presença de amônia na cultura. 
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4- MEIOS USADOS NA DILUIÇAO E CULTURA 

DE St4eptoeoceul mutan4 

4.1. SALINA COM EXTRATO DE LEVEDURA 

Na CI (Backer) ................. 8,5 g 

Extrato de levedura (Dífco) ... 0,5 g 

Água destilada •••••••••••••... 1000 ml 

pH - 7,2 

Esterilizar a 121°C 15 minutos 

4.2. AGAR-MITIS SALIVARIUS (M.S.) ADI-

CIONADO DE 40% DE SACAROSE 

Trypticase (BBL) ••.•••.......• 

Poli peptona (BBL) •......••..•. 

Gl i cose (Carla Erba) .· •...••.•• 

Sacarose (comercial) ......... . 

K2HP0 4 (Merck) ............... . 

Azul Trypan (Harleco) •........ 

Cristal Violeta {Merck) ...... . 

Agar-agar (Oxoid n? 3) ....... . 

Agua destilada ....•.......• , .• 

pH - 7,2 

l o , o g 

I O , O g 

I , O g 

400,0 g 

4,0 g 

0,075 g 

0,0008g 

20. o g 

I 00 O m I 

Ester i 1 izar a 121°C 15 mlnutos,re~ 

friar a 50°C e adicionar uma solução de Telurito de 

potássio a 1% estéril (1 ml). 

Não reaquecer o meio apos a adição de 

Telurito. Distribuir cerca de 25 ml de meio por pl~ 

ca de Petri, de 9 em de diâmetro. 



• 1 2 • 

4.3. MEIO DE BREWER (Tíoglicolato) 

U.S.P. (oxoid) 

Extrato de levedo (Difco) ...• 

Tryptona (Difco) ....•.•••.... 

Dextrose (Backer) ........... . 

Tiogl i co lato de sódio (Oxoid} .. 

Cloreto de sódio (Backer) .... 

L-Cistina (h i drocloreto) .••• 

Resazurina ••...•••.....•••••. 

s' o 
I 5 , O 

5,5 

o ' 5 

2,5 

o ' 5 

o' 001 

g 

g 

g 

g 

g 

g 

g 

Agua destilada .••............ 

pH - 7,2 

1 00 O m 1 

Distribui r em tubos de ensaio (lSOxlOnm), 

contendo em seu interior 0,1 g de CaC0 3 • Fechar a bo 

ca do tubo com algodão e parafinar após este ri 1 iza­

ção a l21°C- 15 minutos. 

4.4. MEIO BÃSICO PARA A FERMENTAÇAO DE 

CARBOHIORATOS CTA ("Cystina-tryptica­

se ãgar 11
, BBL) 

Cistina (Merck) .•...•.•..•••. 

Trypticase (BBL) ........•.... 

Agar-Agar (Oxoid n~ 3) ...... . 

Cloreto de Sódio (Backer) ... . 

Sulfito de Sódio (Merck) .•..• 

Vermelho de Fenol .•.......... 

Agua destilada .............. . 

pH - 7,3 

o' 5 g 

20,0 g 

2,5 g 

5,0 g 

o' o 17 g 

o ' o 1 7 g 

1 o o o m1 

Foi empregado o mesmo meio-bâsico, pa­

ra as provas de fermentação dos seguintes carbohi­

dratos: 
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Manitol (Carla Erba) com e sem Bacítracina 

Rafinose (Merck) 

Sorbitol (Merck) 

Mel ibiose (Merck) 

Para todos os 11 açúcares 11 a concentra 
çao final foi de 1%. 

4.5. CALDO PARA VERIFICAR A HIDR6LISE 

DA ARGIN!NA (NIVEN e CoLs.,1942} 

Extrato de levedo (Difco) .... 5,0 g 

Tryptona (Difco) ............. 5,0 g 

K,HP0 4 (Merck) ............... 2,0 g 

Glicose (Carla Erba) ......... 0,5 g 

L (+) Arginina (Merck) ....... 3,0 g 

l\g u a destilada ............... 1000 ml 
pH - 7 '3 

Dissolver os componentes. 
cerca de 3 ml em tubos de 150 x 10 mm. 

distribuir 

Esterilizar a 121°C por 15 minutos. 

4.6. REATIVO DE NESSLER 

Dissolver 50 g de Kl em cerca de 35 cc 
-de agua destilada. Adicionar, gota a gota uma solu 

çao de HgC1 2 até que persista leve precipitado. Aju~ 

tar 400 cc de uma solução de 50% de KOH (Dissolver 

a potassa, deixar em repouso ati clarear,decantar}. 

Completar o volume total a 1 litro com água desti12_. 

da, deixar repousar uma semana a decantar. Conser-

var em vidro escuro com rolha esmeri lhada (BIER~1975). 
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IV- RESULTADOS 

Obtivemos culturas positivas para St4ept~ 

c.oc.c.u-6 mu.tan.ó da placa dental de todas as crianças 

examinadas. 

Isolamos 52 colônias que foram submetidas 

as provas de identificação morfológica; classifica­

mos o biotipo de S.t4eptoc.oc.c.u.ó mu.tan.ó por reaçoes 

bioquÍmicas de acordo com a orientação de SHKLAIR & 

KEENE (1974). 

Para cada escolar amostrado anotou-se o 

sexo, o biotipo incidente e o Tndice CPOD(KLEIN & PAL 

MER, 1937). 

Os dados coletados estao apresentados na 

Tabela 1. 
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Tabela I - Sexo, CPOD e Biotipos incidentes de 40 

escolares. 

N~ DO ES-
SEXO CPOO BIOTIPOS 

CO LAR INCIDENTES 

I M 9 c 
2 M I O c 
3 M 9 cd 
4 F 3 c e 
5 M 7 c e 
6 F o c 

7 F 3 c 
8 F 6 c 

9 M 5 d 
I O F I c 
I I F 7 d 
12 F 8 c 
13 F 2 c 
I 4 M 8 db 

I 5 M 2 c 
I 6 M 5 c 

17 M 7 cd 
I 8 M o c 
19 M li d 
20 M o c 
21 M o cdb 
22 F o c 

23 F 3 cd 
24 M I cd 
25 F o c 
26 F 5 b 

27 F 2 c 
28 F 2 d 

29 M 6 c 

30 M 2 c 

3 I .F 4 cd 

32 F 6 e 

33 M o c 

34 M 8 c 

35 M o cd 

36 M o cd 

37 F 6 c 

38 F 4 c 

39 F 8 c 

40 F 4 c 
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Tabela 2 - Distribuição dos biotipos de S;t;w.ptoeoc.c.Ul.l 

mutan6 isolados de placas dentárias de 
40 escolares da -cidade de Pl racicabal se 
gundo o biotipo incidente. 

Biotipo N~ total Porcentagem 

a o o ) o o 
b 3 5' 7 5 
Q 33 63,50 

d 13 25,00 

e 3 5,75 

Total 52 100,00 % 

Tabela 3 - Distribuição dos biotipos de S.tJtep;toCJJoCJM 

mu.tanh em cultura pu r a ou mista isolados 
de placas dentárias de 40 escolares da 
cidade de Piracicaba. 

Isolamento único Biotipos 
Isolamento Únl co 

Biotipos 
N~ % N~ % 

a o o, o od 7 17,5 

b I 2,5 ce 2 5,0 

Q 23 57,5 odb 2,5 

d 4 lo' o db 2,5 

e 2,5 

Total 29 72,5 li 27,5 
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Tabela 4 - Distribuição do Índice CP OD I segundo o 

biotipo de Stneptococcu~ mu-tan.6 • 

B I o T I p o s 
b d ' od c. e odb db 

5 9 5 6 9 3 o 8 

I O 7 7 7 

o I I 3 

3 2 

6 4 

o 
8 o 
2 

2 

5 

o 
o 
o 
o 
2 

6 

2 

o 
8 

6 

4 

8 

4 

Média 5 3,74 6,25 6 3,43 5 o 8 
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Tabela 5- Anãlise de variância dos dados apresent~ 

dos na Tabela 4. 

Causas de -variaçao GL SQ QM F 

Biotipos 7 62,70 8,96 0,78 
ResÍduo 32 336,90 1 1 • 4 7 

TOTAL 39 429,60 

Tabela 6 - Escolares segundo o sexo e o 

dos biotipos. 

5 o 1 a m e n t o d o 5 b o 

SEXO ÜN i· CO MISTO 

M 12 8 

F 17 3 

TOTAL 29 11 

isolamento 

t p o 5 

TOTAL 

20 

20 

40 

Tabela 7 - Escolares segundo o sexo e o biotipo c. ou 
qualquer outro isolamento Único dos bio­
tipos de SX~eptococ.eu~ mutan~. 

B ; o t i p o s 

SEXO o a, b. d ou e TOTAL 

M 1 o 2 12 

F 13 4 1 7 

TOTAL 23 6 29 



Tabela 8 - Distribuição percentual de biotipos de S~hep~oQoccu~ mttXa.n.t. segundo as local idades, 
autores e métodos empregados. 

B I o T I p o s 
Autor Loca 1 i da de Método % 

a b c d e ao cd ce de ode cdb db 6 g õp 

G. LAGOS o o 87, I I ,5 0,5 I ,5 5,2 
(E.U.A.) 

3, I 0,5 0,5 o o o o o 100% 

SHKLAIR ORLANDO Reações o o 83,3 6,7 o o 
e coZa. (E.U.A.) bioquí-

6,7 3,3 o o o o o o o 100% 

(19?7) *S.D!EGO 
micas 

(E.U.A.) 
o o 70,8 4,2 4, 2 4,2 8,3 o o 8,3 o o o o o I 00% 

*HAWAI o 2,0 82,0 
(E.U.A.) 

6,0 2,0 o 6,0 2,0 o o o o o o o 100% 

PERCH e OELLAWARE 
Reações 

ools. (E.U.A.) 
soroló- o 0,4 79,7 o 9,5 o o o o o o o 5,6 0,4 4,4 100% 

(19??! gicas 

*TORONTO o o 93,3 2,2 4,4 o o o o o o o o o o I 00% 
QURESHI (Canadá) Reações 
e ools. NEW YORK 

soroló-
(19??) gicas o o 92,2 5,2 2,2 o o o o o o o o o o I 00% 

(E.U.A.) 

SHKLAIR ARABlA SAU Reações 
e ools. OITA(ASIAT bloquT- o o 32,7 11 ,2 7, I o 27,6 7, I 6, I 8,2 o o o o o 100% 

(19?4) micas 

MARTINS * P l RAC I CfJ.BA Reaçóes o 2,5 57,5 1 o, o 2,5 o 
(1980! (Brasil) bioquim. 

17,5 5,0 o o 2 ,5 2,5 o o o 100% 

"' 
*o autor ou autores trabalharam com amostras de ci'ianças. As demais amostras referem-se a adultos. 
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Biotipo 

b ~ 

c 

d 

e 

"' a c 

cd 

ceJ,.. 

de 

c de 

cdb ~ 

db ~ 

f 

g 

Sp 

o 20 40 60 80 100 Porcentagem 

FIGURA 1- Grãfico de barras relativo ã distribuição percentual 

dos 14 biotipos isolados em cultura pura ou mista se 

gundo a localidade de Piracicaba. 
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Biotipo 

b 

c 

d 

e 

a c 

cd 

c e 

de 

c de 

cdb 

db 

f 

g 

Sp 

o 20 40 60 80 100 Porcentagem 

FIGURA 2 - Grâfico de barras relativo ã distribuicão percen­

tual dos 14 tipos de biotipo, segundo a localida­
de de Arãbia Saudita. 
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Grandes Lagos 

Orlando 

San Diego 

Hawai 

De 11 awa r e O h i o -jlilllllilllllilllllillllllllllilllllilllllilllllilllllilllllllllllilllllllllllllllllllllll• 

Toronto 

New York 

A rã b í a S a u d ita -jllllllllllllllllllilllllllllllllil!lll8 

Japão 

Piracicaba 

o 20 40 60 80 100 Porcentagem 

FIGURA 3 - Grãfico de barras relativo ã distribuicão percentual 

do biotipo C , segundo a localidade. 
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Figura 4 - Colônias de St~eptoeoeeu~ mutan~ em meio 

de Agar Mltis Sal ivarius, aumento de Bx. 

Figura 5 - Reações bioquímicas características do 

biotipo b de SiAeptoeoeeu~ muianh. 
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V- DI SCUSSM 

Desde o advento de meios de cultura alta­

mente seletivo para St~eptococcu~ mutan4, tornou-se 

fácil determinar as quantidades aproximadas desses 

microrganismos nos diferentes nichos da boca. Veri­

ficou-se que o mesmo incide preferencialmente nas 

superfícies dos dentes, e ainda mais, que é um dos 

elementos que estão diretamente implicados na forma 

ção inicial da placa dentária (GUGGENHEIMJ 1970). 

O estudo da distribuição ecológica de 

S.tJtept.oeoc.c.u4 mutan.ó tem merecido a atençao de al­

guns pesquisadores e parece ser de significativa im 

portâncía. 

Nos trabalhos consultados verificamos que 

a coleta de material de placa pelos diversos pesqul 

sadores foi feita através de procedimentos diversos, 

e geralmente~ de várias superfícies dentárias. O in.9_ 

culo para a semeadura em meios de cultivos seleti­

vos, geralmente o Mitls-Salivárius agar era quase 

sempre constante de uma mistura de raspados de pla-

c a. 

Assim, estudando a incidência de St~epto­

eoecu~ mutan~ em placa dentária de 12 crianças de 

cor negra com 7 a 9 anos, IKEDA & SANDHAM (19?1) en 

centraram cerca de 39% desses microrganismos em re­

lação ao total de estreptococos, localizados nos sul 

cose fissuras e 2)9% apenas, na superfTcie bucal e 

ausência total nas faces proximais. 
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A pesquisa de Stneptoeoceu~ muta~h em pl~ 

cas supragengival de 5 superfícies de molar decíduo 

inferior de 104 crianças com 5 anos 

Jizada por QVRESHI e coZs. (19??). 

de i da de f o i rea 

Essas superfí-

eles eram: oclusal (sulcos e fissuras) e as faces 

distomesiais, bucal e lingual. De um segundo grupo 

de crianças de 5 a 8 anos de idade colheram mate­

rial das faces oclusais e proximais de um segundo 

molar deciduo e premolar permanente. 

Amostras das regi6es posteriores das fa­

ces interproximais dos 4 quadrantes,superfície ocl~ 

sal posterior e tambêm superfÍcie posterior buco­

-1 ingual 1 foram colhidas por KEENE e coZs. (19?7) pa­

ra estudo de biotipos de Stneptococcuh mutanh em 5 

populações humanas. 

Como se pode observar, nos trabalhos cit~ 

dos, a coleta de material de placa foi feita em va­

rias superfÍcies dentárias e uma mistura de material 

era semeada em meios de cultura seletivo, geralmen­

te o Mitis-Salívarius ágar. 

Na nossa pesquisa preocupamo-nos em co-

lher material apenas do terço mediano das faces ves 
-tibulares de molares superiores, porque e um dos lo 

cais onde as crianças geralmente nao escovam 

tamente. 

co r r e 

Essas superfícies examinadas nao aprese.!:!. 

tavam, em nenhum caso, processo carioso, embora ou-

tras superficies em várias oportunidades, se apre-

sentassem cariadas ou obturadas. Dos 40 escolares 

examinados, fizemos coleta e semeadura de mistura 

de material de placas das regiões referidas, de ca­

da um deles. 
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Após a incubação do material semeado, apr!:_ 

sentando crescimento, colhfamos uma ou mais 

nias características de St~epiococ.cul mutanl 

colô 

desde 

que as mesmas apresentassem variações morfológicas. 

Isolamos um total de 52 colônias (Tabela 2), sendo 

que foi encontrado, um ou mais dos biotipos b, c, 

de e de Stnepiococc.ut mutQnl isoladamente, ou em 

cultura mista em todas as faces 1 ísas dos molares 

examinados. Os resultados indicaram, apos a identi 

ficação dos microrganismos que, 

sadas foi possível encontrar os 

dentes aos grupos sorológicos b, 

sificação de BRATTHALL (19?0). 

nas regiões pesqu.!_ 

biotipos 

c., d e e 
correspo~ 

da elas-

Tais achados estão 

em conformidade com aqueles dos autores citados,pois 

também eles encontraram S.tJLe.p.tac.oc.c.ul! mu.tanl! nas di 

versas faces dentárias examinadas, e ainda com as 

observações de KEENE e cols. (1977)., QURESHI e eols. 

(1977)., GRENIER e cols. (1973) de que também os di­

versos tipos sorolÕgicos podem ser encontrados nas 

várias faces dos dentes. 

Evidentemente, essas variações de isola­

mento encontrada por diversos autores e por nós, de 

pendem de uma série de fatores relativos a metodo 

logia empregada, principalmente às condições de co­

leta do material, a supressão da flora de c.ompeti­

çao com seus agentes antimicrobianos, o consumo de 

sacarose e higiene bucal por parte dos indivíduos. 

A ocorrência do microrganismo pesquisado, 

nas várias faces dentais, conforme os nossos resul-

tados e dos vários autores citados, parece sugerir 

a importância de um ou mais 

ou implantação por parte de 

locais de colonização 

StJLe.ptococcu~ mutan1!. 

Nesse sentido devemos lembrar que EDMAN e 
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aals. {1972) conseguiram implantar amostras de 

Stnep:toc.occu.6 muta.n.õ em 4 faces fnterproximais de 2 

pacientes e contaminaram estas regiÕes da 

oral durante um perÍodo de 4 a 6 semanas. 
cavidade 

Os resu 1 

tados mostraram que os Stneptococ.c.u.6 mutan.õ tendiam 

a permanecer na região original de implantação. 

Crianças com numero pequeno de cáries fo­

ram comparados com outras de número elevado; os re 

sultados parecem provar que o número de superfÍcies 

infectadas por StJteptococc.u.ó mutan.6 estavam estrei­

tamente correlacionadas com atividades de cárie. 

Esses estudos mostraram a Importância da 

coleta do material na investigação da incidência de 

Stneptococ.c..u.6 mu..tan.ó em relação à cárie dental. Es­

sas amostras de placa de superfícies dentais relacio 

nados com os diferentes biotipos ou grupos sorolõg~ 

cos provavelmente possuem composição diferente. 

A identificação inicial e presuntiva de 

St~eptococcub mutanh é feita de acordo com a morfo­

logia que ele apresenta no meio "Mitis-Salivariu.s-ágar 0 

ou seja, colônias com 0,5 a 1,0 mm de diâmetro de 

superfície rugosa, semelhante a pequenas mórulas. 

Em 1960~ FITZGERALD e cols.~ estudando o 

potencial cariogênico em hamster, de estreptococos 

isolados de placas bacterlanas de dentes desses mes 

mos animais, verificaram que havia diferenças b i o-

químicas entre eles. Os estreptococos cariogênicos 

eram capazes de fermentar sorbi tol, o que não ocor­

ria com os demais. As primeiras evidências para a 

existência de diversos tipos de StJI.Qp-toc.oc.c.Ub mut.an.6 

foram publicadas por ZINNER e eoZ.s. (1965)~ JABBLON & 

ZINNER (1966), 
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ZINNER e coZs. (1965) em estudo realizado 

concluíram que os estreptococos cariogênicos para 

ratos e hamster não podiam ser incluídos nos gru­

pos sorológicos de A até O pelo método de aglutin! 

ção ou precipitação (classificação de LANCEFIELDJ 

1953). Os antissoros obtidos para esses germes mo~ 

traram que eles eram imunologicamente específicos, 

assim como as amostras isoladas eram específicas p~ 

ra seus hospedeiros. 

JAllBLON & ZINNER (1966) isolaram 

tras de estreptococos de lesões cariosas 

usando a técnica de imunofluorescência. 

8 amos-

humanas. 

De material de placa dental, GUGGENHEIM 

(1968) isolou 86 amostras de S.tJte.p.tocoeeu.-6 mu..tan..ó 

identificando-os através de 20 testes bioquímicas. 

BIRAL & BERTOLINI (1970) ressaltaram a 

possibilidade de redução da metodologia até então 

usada para 2 provas fundamentais, baseadas na prin­

cipal propriedade que os estreptococos indutores de 

cá ri e. possuem, que é a síntese de pol issacarí­

deos, assim como o aspecto hipersacarosado (gelelfl 

caçao e precipitação pelo etanol) seguidas por ou-

tras oportunas. Os trabalhos realizados em várias 

partes do mundo no .que tange ao isolamento e identi 

ficação do Stheptoeoeeu~ m~tan~ da boca de animais 

e seres humanos sao numerosos. 

PERCH e cols. (1974) empregando métodos 

bioquímicas e sorológicos identificaram os 5 tipos 

sorolÕgicos descritos por BRATTHALL (1970) acrescen 

tando ainda os grupos te g. 

Vários autores concordaram que 

sas as amostras de Stneptococc~ mutan~ 

-sao numero 

que apre-
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sentam características fisiológicas muito próximas. 

De maneira geral as características cultu 

rais e bioquímicas tem sido usadas na identifica-

ção das variantes de Stheptoeoccu~ mutan4. 

No trabalho de PERCH e eals. (1974) e po~ 

sível verificar que autores distinguiram 3 b i ot i-

pos; o biotipo incluía amostras representando os 

sorotipos a, c, e., 6, enquanto que o biotipo li in-

cluia somente as amostras do sorotipo b. As duas 

principais características diferenciais era que o 

biotipo li era capaz de hidrol izar a arginina e cre~ 

cia a 45°C. O biotipo I I I consistia das amostras 

pertencentes aos sorotipos d, g cuja atividade bio­

química é menor que os outros biotipos. 

Segundo o esquema de COYKENDALL (19?4) pa­

ra a' diferenciação bioquímica, o sorotipo a foi iden­

tificado por não crescer em presença do oxigênio, e 

o b por produzir a amônia da arginina. A fermenta 

çao lenta da frutose quando cresce em gl i cose ê ca­

racterística do sorotipo c e o tipo d nao fermenta 

rafinose. Algumas amostras do tipo e foram i nc 1 ui 

das no sorotipo e nesse estudo. 

Mais recentemente, em 1974, SHKLAIR &: KEENE, 

descreveram um pequeno grupo de reaçoes bioquÍmicas 

para separação do Stneptocoeeub mutanb em 5 biot.!_ 

pos correspondentes aos sorotipos identificados por 

BRATTHALL 11970}. De acordo com o esquema proposto, 

o biotipo b fermenta o manitol, com e sem bacitraci 

na na concentração de 2 UI, sorbitol, rafinose, me­

liobiose e produz amônia a partir de arginina; por-

tanto dá todas as reações positivas; ao contrário 

do biotipo d, que fermenta manitol com e sem anti 
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blôtico e o sorbitol apenas. O biotipo c., de maior 

incidência na placa, apenas nao hidrol isa a argini­

na. 

Empregando a mesma metodologia 

& KEENE (19?4) encontramos os resultados 

nas Tabelas 2 e 3. 

de SHKLAIR 

expressos 

Pela leitura da Tabela 2 verifica-se o iso 

lamento de biotipos correspondentes aos grupos so­

rológicos b, c., d, e num total de 3 amostras {5,75%} 

do grupo b, 33 do grupo c (63,5%), 13 do grupo d 

(25,0%) e 3 do grupo e (5,75%). 

Como e possível observar o tipo sorolôgi­

co e foi isolado em maior numero, seguido do grupo d. 

A Tabela 3 mostra-nos o numero e porcent~ 

gens dos biotipos correspondentes aos vários tipos 

sorológicos, isolados em cultura pura ou culturas 

mistas. lsso se tornou possível, pois de cada pla-

ca eram repicadas e identificadas ao menos 4 colô 

nias suspeitas de serem de S~ntp~oeoeeuh mu~anh, já 

que nao há características coloniais próprias de ca 

da tipo sorológico no "Mitis-Salivarius áaa:r- 11 
" . 

De um total de 33 amostras do grupo c.., 

obtivemos 23 (57,5%) isolamentos em culturas pura e 

10 {25,0%) isolamento de placas onde cresceram tam 

bém os tipos d, e, db. 

O grupo d foi obtido em l.j (10,0%) isola­

mentos Únicos e em 9 (22,5%) isolamentos mistos. 

Comparando os nossos resultados com os re 

feridos por diversos autores (SHKLAIR & KEENE~19?4; 

QURESHI e cols.~ 19?7) podemos verificar que todos 

eles encontraram o sorotipo c.. como o mais incidente, 
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da ordem de 70,8% para cima. Em Piracicaba foi o 

mesmo encontrado como prevalente, 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 nao ocorreu na inves 

tigação de outros pesquisadores, 

mâxima alcançada foi de 6,7%. 

cuja porcentagem 

Com relação aos isolamentos mistos cumpre 

ressaltar que obtivemos a oportunidade de isolar 

conjuntamente os sorotipos edb e db num total de 

2,5%, para cada grupo, o que não é descrito por ne­

nhum dos autores consultados. 

Alguns trabalhos foram realizados procu-

rando relacionar a incidência desse tipo de micror 

ganísmo com o fndice'CPOD, inclusive com as faces 

de cada dente e o estado que elas apresentam 

!QURESHI e eols., 19?7). 

Variações no potencial cariogênico dos va 

rios tipos de StJLep.toeoccu6 mu.tan.ó,tem sido observa 

do em animais experimentais. 

Com relação ã possibi I idade de uma situa­

ção similar para homens, os dados da literatura são 

insuficientes. 

A correlação entre a incidência de cárie 

e os tipos sorolÓgicos não tem sido estabelecida p~ 

los vârios autores. 

KEENE & SHKLAIR (1977) verificaram que el.::._ 

vada atividade de cárie estava associada com maior 

isolamento do biotipo e de placa dental. Concluiram 
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também múltiplos biotipos. 

cáries 
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possuíam 

Com a finalidade de verificar se o Índice 

CPOD é em média, o mesmo, qualquer que seja o biot~ 

po, foi organizada a Tabela 4. Os dados apresent~ 

dos nessa tabela, submetidos ã análise de variância, 

conduziram aos métodos na Tabela S. 

A Tabela 5 mostra um valor de F com 7 e 

32 graus de 1 iberdade, 1gua1 a O, 78. Este valor não 

é significativo ao nível de 5%. Portanto, com base 

nos dados obtidos neste trabalho nao se pode afir­

mar que existe diferença entre médias de índice 

CPOD obtidos de indivíduos com diferentes biotipos. 

Os nossos resultados confirmam portanto 

os de QVRESHI e cols. (1977) de que qualquer dos bi~ 

tipos isolados ou em associação podem ser isolados 

das faces lisas sem cáries, pois o numero de ca­

ries é grande também em indivíduos com vários bioti 

pos conforme nossos resultados. Contrariam as obser 

vações de KEENE e SHKLAIR (1977) que associaram a 

presença dos sorotipos e com cárie. 

Não encontramos também na 1 iteratura ne­

nhum trabalho estabelecendo relações entre os biotl 

pos isolados de crianças ou adultos com o sexo dos 

mesmos. Com essa final idade estabelecemos a Tabe 

1 a 6 • 

A análise estatística realizada demons-

trou que o teste x 2 , com correção de continuidade, 

aplicado aos dados apresentados na Tabela 6, resul 

tou em 2,01. Este valor está associado a grau de 

liberdade e é não-significativo ao nível de 5%. Por 
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tanto parece razoáve 1 considera r que a proporçao 

de escolares onde se obteve isolamento único e 

mesma para ambos os sexos. 

a 

Para verificar se a proporçao de escola­

res que apresentam o biotipo ~~ que é o mais comum, 

e a mesma entre os dois sexos, organizou-se a Tabe-

I a 7. 

O teste x 2 , com correção de continuidade, 

aplicados aos dados apresentados na Tabela 7, resul 

tou em 0,00. Este valor, não significativo, perml_ 

te considerar que, dentre os escolares com isolamen 

to único, o tipo c aparece nos dois sexos na mesma 

proporçao. 

Os trabalhos realizados em várias partes 

do mundo são numerosos no que tange ao isolamento e 

identificaçio dos S~neptocoeeuA mutanh da boca de 

animais e seres humanos. Seus resultados indicam 

uma diferença na incidência e na distribuição dos 

tipos de StJte.pt:oc.oc.c.u.ó mutan..ó nas diferentes popul~ 

çoes. 

Estudos sobre a preva J ênc i a de SXJ!.e.ptoeoc.c.i.L6 

mut:an.ó em populações humanas, indicaram uma larga 

distribuição desse microrganismo pote~cialmente ca­

riogênico e uma intima relaçio com a cirie dental. 

Embora o significado da ocorrência dos diferentes 

sorotipos ou biotipos de St~eptoc.oc.c.u.ó mutan.ó em p~ 

pulações humanas não seja conhecido,os estudos mos 

traram que há diferença na distribuição geográfica 

dos diferentes tipos. 

Para comparar a distribuição dos bioti­

pos obtidos neste trabalho, com a distribuição obt~ 

da por outros autores, foi organizada a Tabela 8. 
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Esta Tabela mostra as porcentagens 

segundo o autor, a local idade onde 

de cada biotipo, 

foi obtida a 

amostra e o mêtodo empregado para classificação. 

BRATTHALL (1972) notou que os tipos a e b 

foram raramente isolados nas regiÕes por ele estuda 

das. 

KEENE & SHKLAIR (197?) em um pequeno nume 

ro de amostras de placas dentárias de indivíduos 

do Cairo (Egito), encontraram prevalência dos tipos 

a e b e pequeno número e. Em observações feitas na 

Arábia Saudita não encontraram os tipos a e b. A 

maior porcentagem de isolamentos foi dos biotipos 

e (32,7%) d (11,2%), cd (27,6%) e outros agrupame.!:!. 

tos mistos em menor porcentagem. 

-GRENIER e cols. (1973) empregaram reaçao 

de aglutinação, usando como antígeno, parede celu-

lar para identifica~ão de St~eptoQO~~uh mutanh de 

pacientes da Inglaterra e isolaram os tipos c., d, e 

e mas nao a ou b. 

Nas crianças de Piracicaba, usando rea-

çoes bioquímicas encontramos 

tes aos sorotipos ~e d como 

biotipos corresponden-

prevalentes e ainda, 

em e levada percentagem, comparado com outros autores, 

isolamento misto dos biotipos cd (17,5%}. 

Esses resultados estão de acordo com os 

de BRATTHALL (19?2) quando examinou, por técnicas 

de imunofluorescência material de placa dental de 

crianças brasileiras, material esse que lhe foi en­

viado. O autor identificara no mesmo, maior número 

dos grupos ~ e d. 

Enquanto que os trabalhos consultados in-
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dicam alta incidência do tipo c.(?O.B% acima) SHKLAIR & 

na Arábia 

abaixo dos 

KEENE (1974) encontraram apenas, 32,7% 

Saudita, porcentagem esta que se situa 

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

Os dados referentes ao tipo d se aproxi-

mam,pois naquela região foi encontrada a 

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

porcenta-

Uma distribuição do percentual dos bioti 

pos de Stneptoc.oc.c.uh mutan4, que cresceram isolados 

ou conjuntamente, na mesma placa, no estudo realiza 

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

Pela semelhança dos resultados com aque­

les obtidos na Arâbia Saudita, nós os evidenciamos 

na Figura 2. A Figura 3 mostra-nos a incidincia do 

biotipo c, numa distribuição segundo 

de comparativamente aos resultados que 

obter. 

a local ida-

consegui mos 

vado dos 

O número de isolamento relativamente ele­

biotipos c. e d, permite-nos sugerir que, 

nas pesquí sas de obtenção da vacina anti -cá ri e de­

ve-se levar em consideração esses resultados. proc.!:!. 

rando-se usar como antígeno, células desses bioti­

pos de Stneptoc.oc.c.u4 mutan~. os mais prevalentes na 

região estudada. 
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VI - CONCLUSOES 

Os resultados foram discutidos e an a I i-

sados permitindo-nos as seguintes conclusões: 

1. Foi possível isolar 52 amostras de 

Stne.p.:toc.oc.c.!L6 mu.tan.-6 de material de pl!!. 

ca dentária colhido nas faces vestibu-

lares normais de dentes molares superi~ 

res, de todos os estudantes investiga­

dos, de idade entre 9 a 14 anos, de am 

bos os sexos, com índices CPOD variã­

ve i s. 

2. A identificação bioquÍmica das amos-

tras referidas permitiu verificar que 

elas pertenci-am aos biotipos b, c., d, 

e de SHKLAIR & KEENE (19?4) os quais 

correspondem respectivamente aos gr~ 

pos soro 1 Õg i c os b, c., d, e. proposto por 

BRATTHALL I 19 ?O). 

3. De acordo com a anã 1 i se estatística 

não houve diferença significativa na 

distribuição dos diferentes biotipos 

em relação ao Índice CPOD e o sexo dos 

escolares. 

4. O biotipo c., foi o mais incidente em 

Piracicaba, -por em, em menos porcenta-

gem (57.5%) que outras regiões do mun­

do {70,8% ou acima), mas em níveis su-
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periores ao encontrado na Arábia Saudí 

ta (32,7%). O biotipo d (10,0%) teve 

uma incidência próxima dos resulta-

dos da Arábia (11,2), sendo que nes-

sas 2 regiÕes as porcentagens 

mais elevadas que nas outras 

foram 

referi-

das. O isolam-ento do grupo c.d (17,5) 

também se aproxima do mesmo Índice en­

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

O isolamento, identificação de biotipos 

de St~eptococcuA mutan~ e sua incidincia em Piraci-

caba comparada com várias regiões do mundo, 

realizados no presente trabalho. 

foram 

De 40 escolares, metade de cada sexo. co­

lheu-se material de placa dentária que foi diluído 

e semeado em me i o se 1 et i v o par a o i so 1 amento de 

St~eptococcuA mutanh. A identificação dos mesmos 

foi feita através de reações bioquímicas segundo o 

esquema de SHKLAIR e KEENE {1974). 

Os resultados obtidos,nos permitiram veri 

ficar a incidência do referido microrganismo em to­

das as faces vestibulares de molares superiores sem 

processo carioso. A identificação mostrou maior con 

tagem de um Único biotipo, e em menor incidência 

duas e mesmo três amostras presentes no local exami 

nado. 

O biotipo c foi encontrado em maior por-

centagem, fato esse verificado por outros 

em diversas partes do mundo. 

autores 
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