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I- INTRODUCKD

0 estudo da etiologia da carie dentaria,
tem despertade o infteresse dos pesguisadores,em vir
tude de ser a mesma, altamente prevalente nos seres

NMUMaEnocs,

A associagao de S4r. mufans com carie den
tal fol pela primeira vez relatada por CLARK (1924},

gue isolou este microrganismo de lesces cariosas.

Mas, foi desde que  FITZGERALD & KEYES (1980)
demonstraram que 3in, mufans determina carie dental
em ratos "germ-free”, que os pesquisadores se preo-
cuparam em formular um meio de cultura que facilii-
tasse o isolamento desse microrganismo tornando-se
possivel dessa forma, a realizagao de levantamentos

epidiomiologicos em grande escala.

Uma ceracteristica importante destes ger
mes, gue parece, inclusive, estar ligada ao proces-
so de carie, & a sua capacidade de elaborar polissa
carideo extracelular a partir da sacarose, que pj%-
sibilita a deposigao de extrutura aderente a super
ficie dental - a placa bacteriana ou placa dental,
responsével pela alteragao do esmalte (FITZGERALD,
1588}, ponto de partida para a degradagaoc da denti-

a,

Fsse material extracelular, do tipo dex-
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trano e ocasionalmente Jevano, foi confirmado por
diversos autores, {GIBBONS & BANGHARD,1967; DARLQVIST
e eol., 1867; NEUWBRUN, 1972 e MUKASA & SLARD, 18731

0 meio "Mitis-salivarius-agar" (CHAPMAY,
1846), que contém subst3ncias inibidoras de cresci-
mento de um grande nimero de microrganismos,por con
ter 5% de sacarose na sya composigao, favorece a

identificagao de Stueplococeus mufans.

Entretanto, seu uso pars estudos guantita
tivos destes germes, torna a tarefa trabalhosa, por
que coldnias de outros tipos de estreptococos e mes

mo de levedura nele se desenvolvem.

Por justa razao os pesquisadores procura
ram elaborar um meio mais seletivo para Sin., metans.
Utilizaram como base o proprio "Mitis-salivarius-agar,

introduzindo nele uma série de alteragoes.

Em 1967, CARLSSON, preconisou o uso de
sylfadimetine {Elkosine, do Laboratorio Ciba) na con
centragao de 0,1% baseado no fato de que 90 amos-
tras de estreptococos diversos isolados da cavida-
de oral de humanos, com excegao de 5, eram resis-
tentes aos discos de Sulfamilamida {(Multodisk), co-
locados no meio D.S.T. dgar {Oxoid) suplementado com

7% de sangue humano.

0 asutor sugeriu entao, © emprego do agar
hase D.S5.T. {Oxoid) adicionado de sacarose a 5% 2
dos inibidores trypan blue, cristal violeta, telu-
rito de potassio usados em concentracoes idénticas

sguelas do "Mitie-salivariue-dgar” mais Elkosin {Ciba)

o
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na concentragac de 0,1%. Nesse meio, amostras de
S24. mulans cresceram normaimente formando coldnias
com polissacarideo extracelular havendo porém, uma
reducac a cerca de 5% ou mais, das outras coldnias,
que normalmente se desenvolvem no "Mitis-salivarius-

~qgar®.

Em 1870, BIRAL & BERTOLINI propuseram em
pregar o "Agar-Mitis-Salivaerius® e substituir a El~
kosina, por nao ser mais fabricada pelo Laboratorio
Ciba, pelo Gantresin do Laboratorio Roche, na pro-

por¢gac de 1%,
0s agutores concluiram gue:

a) A incorporagao do Gantresin ou da El-
kosina (Ciba} no "Igaer~Mitic-salivarius”

o tornou seletivo para Sfa. mufans.

b) 0 Gantresin {Roche) & menos seletivo

que a FElkosina (Ciba).

¢} Quando se usa o D.S.T. dgar (Oxoid) o

efeito da sulfa € mais pronunciado.

d} A combinacdo D.S.T. &gar {(Oxoid) mais
Elkosina {Ciba)}, parece reduzir também
o numero de Sta. mulansd. Observaram qus
o corante de trypan blue ndc e de im-
portancia fundsmental para a selecaoc de
germes orais e sua omissdo propicia um
meio de cultura claro gue favorece a

observacao das colonias.
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Um novo meio, que permite a contagem to-
tal das colonias de bacterias, e dentre elas a de
Six., mutfans pelas caracteristicas morfoldgicas, foi
proposto por IXEDA & SANDHAN em 1872. 0 meio & uma
modificacao daguele usado por CASIDA (1965) ¢ KRY-
WOLAF (1968) para enumerar bactérias do solo e da
saliva. O0s autores verificaram gque a retirada do
purpura de bromocreosol e a adigdo de cisteina e san
gue de cavalo, ao meio, aumentava © numero de mi-

corganismos cultivaveis em cerca de 2 vezes.

Ele permite uma contagem total de bacté-
rias comparavel a que se obtém ne agar infuso de co
racio com sangue, sendo gue a contagem de S{A. mu-
tans resulta em media 50% a mais do que no "Mitis-

~salivarius-agar”,

Além desses resultados favoraveis, Sta,.mu
fans forma no meio referido, um tipo de colonias que
& facilmente distinguivel das outras bactérias,apre
sentando-se brancas chatas com superficie brilthante,
bordos lisos, com cerca de 1,5 cm de diametro con-
tendo elevacgdes dispostas como anéls concéntricos,
atravessada por estrias partindo do centro da cold

nia,

Ainda em 1872, TKEDA & HANDHAN, propuze-
ram para o crescimento unico de SLn. mulans a adi-

cho de 40% de sacarose ao "Mitd{sz-salivarius-dgarde

rominando~-o M.S5. 40 §,

Esta modificagao baseou-se nas observa-
cbes de GEFRING (1968) de que em meio contendo 40%

de sacarose, 4 amostiras de Sfn., mufans cresceram,en
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quanto 7 amostras de varios outros tipos de estrepto

cocos nao se desenvolveram,

Interessante ressaltar que, quando culti~
vado em "Mitis~éalivayius~égar”,algumas das amos-
tras de referéncia de Str. mufand nd3o se apresenta
vam com sua caracteristica usual, sendo por vezes
chatas, cremosas e brilhantes como descrito pbr JOR
DAN ¢ col., (1968}, Quando porém essas amostras, fo
ram cultivadas em M.S. 40 S., puderam ser reconheci
das, apresentando-se elevadas e grandes com 0,25 a

I mm de diametro,

Outras amostras, gue nao as de referén-
cia de Stx, mufansd ndo cresciam ocu formavam somen-—

te colonias muito peguenas ou colonias chatas.

Esses mesmos autores isclaram 158 amostras
de estreptococos, das quais 93 foram identificadas
como Str. mufans por apresentarem caracteristicas
bioguimicas, segundo os critérios taxonomicos esta-
belecidos por CAKLSSON (1888). As coldnias de 67
destas amostras eram rugosas, 23 eram transparentes
e mucoides e 3 eram indistinguiveis de grupos de

Str., sanguis no mejo referido,

Quando estas amostras foram cultivadas em
EAgar M85 40S, elas formaram um unico tipo de colé-

nias, com aspecto rugoso.

Um total de 57 estreptococos recém-isola-
dos de material de placa dental, incluindo 24 gru-
pos de Str. sangudis, foram tambem testadas em M.S.

B 8. Semente algumas coldnias de 8ia. sallvaniusb
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cresceram formando colibnias minusculas,de menos de
0,1 mm de diametro, ou colGnias chatas que foram fa

cilmente distinguiveis das amostras de Sfa, mufans.

No ano seguinte, GOLD e col, (1973} indi
caram o uso do "Mitis-galivarius-dgar", também modi
ficado, adicionando~-lhe sacarose na proporgao de 20%
e bacitracina na concentragao final de 0,2 U.1./m].
As quantidades otimas de sacarose e bacitracina fo-
ram determinadas com cultuyras puras,considerando-se
um efeito de inibig3c maxima dos grupos de estrepto
cocos nao caracterizados como S4n, mufand;contraria
mente, estes germes cresceram normalmente no meio in

.

dicado.

Ac nfvel da concentragao de 20% de sacaro
se, S#ha, sanguls e miils foram totalmente inibidos,
porém © mesmo ndo ocorreu com Sin. sallvanius, A adl
c30 de bacitracina, em 0,2 U.1./ml de meio, foi su-~
ficiente para impedir o crescimento de Sfa, saliva-
Rius e mitds, porem Sin. sanguds desenvolveu-se nes
% a concentragéo; nenhuma dessas subst3ncias inter-
feria com crescimento de Sta., mufansd. A associagao
delas, ao "Mitis-salivarius—dgar”,nas concentragoes
indicadas, inibe o desenvolvimento da maioria das

bactérias preservando o crescimento de Sta., mufana,

Em 7874 GOLD e col., publicaram trabalho
am que indicavam o uso do "yitis~salivarius-dgar”
para a contagem de estreptococos e identificagao das
colonias de Sta. mufans através do seguinte procedi
mento: as colodonias crescidas no "Mitis-salivarius-
~Ggar®, recebem um jacto de solugdo de manitol o 10%

sob a forma de aercosol: a seguir, a placa e incuba
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da a 37°C por 3 horas apos o que, recebe uma nova
aspersac com solucao de 2, 3, 5 trifeniltetrazdlio

a 4% sequido de incubacdo por 1 hora, com subsequen
te leitura das colGnias, que se tingem em vermelho,
au rosa escuro, pela propriedade que tem o Si4. mu-
fans de reduzir aguele sal. As colonias de outros
tipos de estreptococos permanecem azul., 0 contraste
de cor com as colonias que se tingem em azul & sufi
ciente para permitir diferenciacgao entre Sta. mu-
fans e outros estreptococos. A cor rosa das cuié
nias de Sta, mufans, uma vez formada, & estavel.
Nés placas armazenadas por.varias horas, ocorre uma
reducado lenta do TTC nao especifica por cutros es-
treptococos orals, determinando uma co}oragﬁo fraca
das colonias, diminuindo assim o constrate entre <o

ionias rosas e azuis,

As coldnias de placas pulverizadas podem
ser cultivadas até 20 horas apGs, para detectar cé-

tulas viaveis.,

Mais recentemente, baseando-se na capaci-
dade de Sih. mufans fermentar manitel e sorbitol,
EINKE (1877} elaborou um novo meilo para o seu 150~

tamanto.

0 autor indicou este meilo contende esses
agUcares e azida socdica para inibir o crescimento
de outros microrganismos e carbonato de calclio para
neutralizar os acidos resultantes da fermentacao da

gqueles carboidratos.

Este meio ag contrario do "Mititg—seliiva—

riug~Ggaer™ nso s6 permite a identificagas de malor
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numero de SZr., mufansd das amostras orajs, mas tam-~
bem facilita a diferenciacao de outros grupos de e5
treptococos, pois as espécies 4anguds e mitis nac

crescem, ou crescem pouco apos 10 dias de incubacgao.

0 meio @ facil de ser preparado pois sua
composicao € simples e caracterizado pela presenga
de um indicador acido podendo ser utilizado em con-

digoes de aérobiose e anaérobiose.

Bactéerias que utilizam manitol como Si4.
fjaecalis e outros microrganismos como Staphylococcus
aureud saoc capazes de crescer neste meio, mas po-
dem ser distinguidos de S£x. mutans pela sua morfo-

logia colanial.
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I1- PROPOSICOES

Considerando que o meio de JKEDA & SANDHAR

€ uma adaptagio de "Mitis-salivarius-agar", resolve

mos modifica~lo afim de tornd-lo mais econdmico e

ao mesmo hLempo verificar sua seletividade no iscla-

mento de Sfx., mufans de placas dentais humanas.

Assim propomo-~nos:

[

Verificar sua eficiéncia no isolamen~-
to de Sfr, mufans quando se usa sacaro
se pro-analise ou ent3o, quando se a

substitue por agucar refinado comercial.

Quantificar S5£%. muians nos dois meios
referidos, quando incubados em condi-~

¢oes de anaérobicse e microaerofilia.



{11 ~ MaTeriais £ MEtTopos
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ITI~ MATERIAIS E METODOS

1. COLHEITA E SEMEADURA DO MATERIAL

0 material de placa dentaria, a ser exami
nado, foi colhido de 40 escolares com idade de 9 a

T4 anos, de ambos ©s sexos.

As criangas observadas, eram de classe me
diana e pobre, com habitos de higiéne oral de bhoa

a precaria,

0 Tndice C.P.0.0. era variavel porém al-
guns individuos apresentavam boa salde com auséncia

de caries,

Com uma colher de dentina, esteril, con-
feccionada de modo a obter 1 mg de placa dental,fol
feita a coleta do material, raspando-se as faces

vestibulares dos molares superiores.

A seguir, o mesmo era depositado em pegue
nos frascos, caontando perolas de vidro e como di=
Tuente, 14 ml de salina com 8,05% de extrato de le-
vedura, Procedia-se a uma agltagao manual por 2 mi
nutos para homogeinizagao do material de placa. Lo~
go em seguida eram feitas diluigdes, em série deci-
mal, partindo-se da conceniragao inicial de 107" e

prosseguindo~se até 1077,
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Com auxilio da pipeta de Pasteur de lcc
previamente esterilizada, aliquotas de 0, ml de di
Tuicdo 1077 eram depositadas em placas de Petri,con

tendo os meios de cultura previamente distribuidos.

Com auxilic da alga de Drigalski, o mate-
rial era adequadamente semeado nos meios a serem pes
quisados; afim de evitar contaminagoes timha-se o
cuidado de proteger as placas com as Suas respecti-

vas tampas,

Logo apos a semeadura do material, proce-
dia~se a incubagao das placas a 37°¢ em anaerobiose,
usando-se a jarra tipo "Gaz-Pack" e em microaerofi~
tia em dessecador, onde se colocava um pedago de pa
pel em chamas para consumir o oxigénio presente
{BURREOWS, 1983), Decorridas 48 horas eram as pla~
cas examinadas em microscopio esterioscopico com au

mento de BX.

A fim de se obter uma estocagem das colo-
nias ispoladas as mesmas eram transportadas para tu-
bos contende o meio de ticglicolato com pequena quan-

tidade (0,1%) de Carbonato de Calcio.

2. CONTAGEM £ IDENTIFICACAQ DE Stn. wmutans

A contagem de Streplococcus mufans fol fei
ta considerando-se suas caracteristicas morfoldogi-

cas nos meios empregados,
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0 tamanho das colonias variava entre 0,5
a 1 mm de diametro com bordos irregulares, bastante
convexas e finamente granulares. Sua coloracao de
um cinza escuro, tendendo para o azul, era observa-
da com auxilio de luz nelas refletidas. Era comunm
notar em muitas colonias um halo brilhante represen
tado por polissacarideo extracelular. A confirmagao
da especie mufans foi feita através da série de rea

¢oes biogquimicas conforme tabela abaixo.

ESQUEMA BIOQUIMICO PARA A SEPARACAD DODS 5 SOROTIPOS
DE Sfn. mufans DE ACORDO COM SHKLAIR & KEEWE (1874).

Testes Sorotipos
biogquimicos g b c d o
Hanitol + + + . +
Sorbitol + + + + 4
Rafinose + + + - +
Melibiose + + + - -
Arginina - + - - -

Manitol /2 Unid.

de bacitracina - + + + +




3. MEIOS DE CULTURA EMPREGADOS

3.1. SALINA COM EXTRATO DE LEVEDURA

NaCl (Backer). . . . . . . . . . 8,5 ¢
Extrate de levedura (Difco). . . 0,5 g
Agua destilada . . . . . . . . 1.0060 mi

0 pH era acertado para 7.2 com
sol. de NaOH . . . . . . . . . 1N

Esterilizacdo a 121°C por 15 minutos.

A distribuicac foi feita em quantidade
de 10 ml em frascos contendo pérolas de vidro, para
coleta e homogeinizacao do material de placa e em
tubos de 150 X 10 mm nas gquantidades de $ m] para

as diluigoes em série decimal.

3.2, "Igar-Mitie-Salivarius®, {COM 40% DE

SACARDSE 0U 40% DE ACUCAR UNIAQ)

Tripticase {BBL}. . . . . . 10,0 g
Polipeptona (BBL) . . . . . 10,0 g
Glicose (Cartos Erba) . . . 1.0 g
Sacarose [Bifco). . . . . . BOD,0 g
KoHPOy (Merck). . . . . . . ,8 ¢
Azul de Trypan (Harleco). . 0,075 g
Cristal Violeta {Merck) . . 0,0008 g
Rgar~adgar {Oxoid n% 3}, . . 20,0 g

Fgua destilada. . . . . . . 1.000 m!



RN

Esterilizar a 121°C por 15 minutos, res-

friar a 50°C e adicionar uma solucao de telurito de

potassio de modo a obter concentragio final de 1%.

lurito.

Nao reaguecer o meio apbdbs a adigio de te-

Distribuir assepticamente, cerca de 25 ml

do meio por placa de Petri.

3.

3.

METO DE TIOGLICOLATO - U.S.P. (0X0ID)

Extrato de levedo (Difcol. 5,0 g
Tryptona (Difco)}. . . . ... .15,0 g
Dextrose {(Backer). . . . . .. 5,5 g
Tioglicolate de sodic (Dxoid) . . 0,5 g
Cloreto de sodio (Backer). 2,5 g
Cistina {hidrocloreto} 0,5 g
Resazurina {Difco). . . . . .. 0,001 ¢
Agar n? 2 {(Oxoid n? 2} . . .. 0,5 g
Agua destilada. . . . . . .1.000,0 m]

0 pH final se situa em tornc de 7,1

Distribuir em tubos de ensaiol{l50x10 mm)
contendo 0,) g de CaClO; apos fervura pa-
ra derreter a pequena guantidade de

agar existente.
Esterilizar a 121°¢ por 15 minutos,

Vedar os tubos com parafina, logo apos

a esterilizacdo.
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CTA - (CYSTINA~TRYPTICASE-AGAR BBL )

Cistina {Merck}). . . . . . . 0,5 g
Trypticase (BBL) . . . . . . 20,0 g
9

Agar-dgar (Oxoid n? 3) . . ., 2,5

Cloreto de sodieo (Backer). . 5,0 g

Sulfito de sodio {Merck) . . 0,017 g

Vermelho Fenol (Merck) . . . 0,017 g

Agua destiltada. ., . ... . . 1.000 ml
pH - 7,3

Aquecer a 100°¢ por 5 minutos, distri-
buir em porgdes de 3 ml, em tubos e

esterilizar a 118%°C por 15 minutos.

Foi empregado o meio basico acima, pa-
ré as provas de fermentacao dos seguin
tes carboidratos: manitol (Carlos Erba)
sem ¢ com 2 unidades de bacitracina.
Rafinose (Merck}

Sorbiotol {(Merck)

Melibiose (Marck)

Para todos os "agiicares” a concentra

¢ao final foi de 1%.
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CALDO PARA VERIFICAR A HIDROLISE DA
ARGININA (WIVEN & SHERMAN, 18942)

Extrato de levedo {Difco). .
Tryptona (Difce). . . . .. . .
KeHPOy (Merck) . . . . .

Glicose {Carlo Erba) . . . . . 0,
L {+) Arginina (Merck) . . .

Agua destitada. . . , . . ., .100

L W Y " Yy
b= TR Tox ¥+ S (v IR V0 TR T |

pH - 7,3

Dissolver os. componentes, distribulr cer
ca de 3 ml em tubos de 150 X 10 mm).

Fsterilizar a 121°C durante 15 minutos.

REATIVO DE NESSLER

Dissolver 50 g de K} em cerca de 35 ml
de Aqua destilada. Adicionar, gota a
gota, uma solugao de HgCl,; até que per
sista leve precipitado. Ajuntar 40 ml
de ums solugdoc de 50% de KOH{dissolver
a potassa, deixar em repouso ate cla-
rear e decantar}. Completar o volume
total a 1 litro com agua destilada,dei
Xar repousar uma semana e decantar. Con
servar em vidro escuro com rolha esme-~

rithada (BIER, 1978},



IV ~ BesuLtapos
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IV~ RESULTADOS

Foi obtido no presente trabélho, o ngme
ro de coldnias iscladas nos meios de cultura, saca-
rose pro-analise e aglcar comum, nas condigdes de
incubacao em anaercbiose e microaerofilia. 0s dados
aprasentados na Tabela ! se rveferem a média aritme-~

tica de contagem em placas semeadas em duplicata,

0s dados obtidos no meio contendoe sacaro
se¢ nas duas condigoes de cultive, foram dispostos
em uma distribuicae de freguéncia, apresentada na

Tabela 2 e em graficos nas Figuras 1 e 2.

0s dados obtidos no meio de MS contendo
aglicar nas duas condig¢bes de cultive, foram dispos-
tos em uma distribuicao de frequeéencia, apresentado

na Tabela 3 e em graficos nas Figuras 3 e &4,

O0s dados apresentados na Tabela 1 refe-

rem~se @ contagens. Entao usou-se para a analise

estatistica, a8 raiz guadrada dos dados originais.

Foi feita uma andlise de variancia, com
dois criterios de classificacao,em esquema fatorial.
0s resultados obtidos através dessa anallise de wva-

riancia estao apresentados na Tabela 4.
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Tabela } - Namero de colonias por placa, de acordo
com 0% meios de cultura empregados e as

condigoes de cultivo em microaerofilia e
anaerobiose.

Condigao de

- Microgerofiiia Anaerobiose
incubagao
Paciente Me il o Meio
c/Sacarose  c/Agucar c/Sacarose  c/Agucar
1 Lglx 520% 732% Lh5*
z 850 794 BERD 240
3 15 12 10 21
L 132 Thh 120 150
5 132 5l 120 40
b 24 i 58 63
7 81 65 68 61
8 34 38 31 28
g 84 80 80 95
10 36 28 38 31
11 77 1] 225 a0
12 107 112 127 174
i3 4 g 3 ]
14 72 86 108 93
15 364 363 378 432
18 491 501 5865 548
17 65 3 17 12
18 55 12% 120 82
19 42 731 g5 813
20 0 10 35 32
21 101 164 299 163
22 0 0 0 k
23 936 984 gz0 1240
Zh 18 19 g7 65
75 38 a8 k6 25
26 380 210 312 256
27 105 63 133 78
28 504 603 660 240
29 b2 37 5 38
30 896 586 700 554
31 0 1 2 1
37 22 g & 25
33 4 13 9 16
24 0 3 3] 0
35 3 i 20 61
36 34 31 20 5
37 3 Z 6 2
28 4 ) 17 20
33 5 b ¢ 3
45 z z 2 y

#Mimeres de colonias X 107
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Tabela 2 - Distribuig¢ao de frequéncia do nimero de
coldnias de Stn. mutans obtido quando se
utiliza o meio de MS com sacarose pro-ana
lise incubado nas condigoes de Microserg

fillta & Ansergbiose,

P?ﬂFO Frequencia Freguéncia relativa
Classe Wﬁﬁ;O Microaero  Anaeroc  Microsero Anaero
classe filia biose filia biose
0+ 150 75 31 Z3 77,50 72,50
150+ 300 225 g 2 0,00 5,00
300+ 550 375 3 p 7,50 5,00
550 F 600 525 2z 2 5,00 5,00
&00F 750 675 g 3 0,00 7,50
750+ 200 825 2 0 5,00 g,00
240 F1050 975 2 2 5,00 5,00
TOTAL Ly 40 100,00 100,00
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numerc de coldonias de Six. mufans quando se utiliza
sscarose pro-analise como meio de cultura na condi-
¢ao de anaerobiocse.
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Tabela 3 - Distribuicao de frequéncia do numero de
coldnias de Sfxr., mutans obtido guando se
utiliza o meio de MS com acgicar comumviﬁ
cubado nas condigoes de microaerofilia e

anaerobliose,

Panto Frequencia Frequencia relativa
Classe médio . .

de Microagro Anaero  Microasero Anaero
classe filia bicse filia biose
G+ 150 75 30 28 75,00 70,00
150+ 300 225 2 b 5,00 10,00
300+ k50 375 1 ! 2,50 2,50
450+ 600 525 Z 3 5,00 7,50
600k 750 675 2 0 5,00 0,00
750+ 900 825 | 2 2,50 5,00
300+1050 375 2 1 5,00 0,00
10501200 1125 - 0 - 2,50

1200#1350 1275 - | - -

TOTAL 40 Lg 100,00 160,00
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Figura 3 - Histograma relativo a distribuicdo de freguéncia do nume-
ro de colonias de Stn. mutans quando se utiliza como meio
de cultura, o agﬁcar comum, obtido em condig5es de mi-
croaerofilia,

§4

TG

BEG

5g¢

40

Porcentagem

28 -

MMMM{ “““““““ B — - | | |

; : { : e SEA. mulans
{i 196G 3oo L N PRI OS440 1650 1200 1350

Figura 4 - Histograma relstivo a distribuicao de fregquincia do nime-
ro de colonias de S#a, mufons quando se utiliza como meio
de cultura, agucar comum ohtido em condigoes  de anaero
bicse. -



.23,

Tabela 4 - Apadlise de variidncia da raiz quadrada dos

dados apresentados na Tabela

b,

 Causas de Variagao G.L. S5.Q. Q.M. F
Londicao de incubagao 1 30,0073 30,0073 7,23%%
Meio de cultivo ! 3,9503 3,9503 0,35
Interac3o 10,8318 0,8318 0,20
Tratamento 3 34 789k - - -
Placa 39 12661,3547 334,6501  78,22%%
Residuo 117 485,5959 h,1504

TOTAL

159 13181,7400

0s asteriscos indicam signific3ncia no nivel de 1%.
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Para analisar o efeito de incubagao sobre

o numero de coldnias & interessante observar as me
dias da raitz quadrada dos dados apresentados na Ta-
bela 5 (segundo 2 condi¢3dc de incubagao e o meio

de cultura empregados).

Tabela 5 - Médias, usando a raiz quadrada dos dados
apresentados na Tabela }'segundo as con-

di¢oes de incubacac e os meios de culti-

vo,
tondic¢ao de incubacao
Heio . e e e
Hicroaerofilia Anaerobiose
Sacarose 9,76 10,548
Acucar 9,30 10,47

Figura & ~ {olontas de SZa. rmufand crescidas em meio
de “Iogr-uiide ’ com agucar €O
mum envolvidas por interso halo de polis

sxtracelular.




V - Discussao
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V- DISCUsSAo

As experieéncias realizadas por PITZGERALD
& KEYES (1860) e FITEZGERALD (1863) com hamsters
convencionals e ratos gnotobiotos indicaram gue o
processo de carie pode ocorrer na presenca de mo =
noinfecgoes com bactérias do género Sineptococcud

espécie mufans,

Observagoes mais recentes mostraram a pos
sibilidade de algumas amastras de estreptococoes iso
lados de humanos determinarem caries nagueles ani-
mais de laboratorio enguanto que outras amostras sao
incapazes de Faze-lo (ZINNER e ecol., 1865; KRABSE,

1986},

As caracteristicas bioquimicas e sorologi
cas dos estreptococos carioglénicos para o homem sao
semelhantes aquelas dos que determinam caries em roe

dores.,

Fsses microrganismos, do homem e de roedo
res, sintetizam grandes quantidades de polissacari-
deos extraceslular, principalmente 8 partir da sacae-
rose. Quando crescem em caldo sacarosado, a proedu-
30 de tails polissacarideos da origem a massas bacte
rianas de consisténcia gelatinosa que aderem nas pa
redes dos frascos de cultivo. Essa ocorréncia suge

re que a formacao desses polissacarideos tipo dex-
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trana, podem ser responsavels pelos acumulos de
bacterias na placa dos dentes de animals inoculados

com bactérias cariogénicas.

Durante os Gltimos 20 anos, SZa. wmutfand
tem despertado particular interesse nas pesquisas so
bre carie. Assim, os esforgos dos investigadores
se concentram no sentido de desenvolver métodos seg
sfveis e rapidos para identificd-lo dentre os de-

mais compenentes da flora oral.

Baseado na sua capacidade de crescimento
em elevadas concentragoes de sacarose fol empregado
o "Mitis-sglivarius—agar? (CHAPMAN, 1846} que domi-
noy varias técnicas culturais., FEsse meio encerra,
atém de peptonas, sacarose a 5% e substancias inibi
doras como o cristal violeta, trypan blue e teluri-

to de potassio.

A partir desse meio, varias modificagoes
foram introduzidas no sentido de torna-lo mais sele
tivo. Todavia, o numero e a morfologia das colo-
nias variam de acordo com o meic empregado. As dife
rengas mais sensiveis nos isolamentos segundo 0s 3y
tores, sao veriflicadas entre os meios com bacitraci

na MSB e com sulfa (M.C.}.

SEELAIR & KEENE (1874} nao observaram
inibicdo de amostras pertencentes ao sorotipo d,guan
do usavam o "Miti{g-salivarius—dgar' com sulfa. Iso~-
laram nele, o tipo d sendo gue 4 das mesmas eram re

sistentes ac sulfatiazol.

EMILEOR & BRATTHALL (1878) realizaram um
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estudo comparative entre varios meios de cultura
verificando que cultura pura do sorotipo @ n3o cres
cia em MSB ("Mitis-salivarius-agar" com 20% de saca
rose e 0,20 de bacitracina), assim como do soroti
po d e g nao se desenvolviam no MC dgar (meio de
CARLSSON com sulfadimetine a 0,1%). No entanto,quan
do se tratava de culturas isoladas recentemente de
placas humanas, observaram gue amostras de Sin. mu-

fans isoladas, 9 de sorotipo d cresceram no MC agar,

Argumentaram ainda, com relacao ao soroti
po &, que pelo fato de ser muito raro na Suécia ne-
nhuma amostra do mesme foi isclada das placas semea

N

das no MSB agar,

LITTLE e col. (1877), verificaram que a-
mostras representativas do sorotipo d foram inibi-
das em meio centendo 0,1% ou 0,005% de sulfaxasol.
Por outro lado, constataram gue uma amostra dos so-
rotipos 4, b, ¢, & n3ao cresceram tambeém em presen-

ca de sulfa.

Consideracoes podem ser feltas com rela-
¢a0 a outros componentes dos meios de cultura empreg

gados.

0s mesmos autores LITTLE e col.(1877) ve-~
rificaram uma reducao do numerc de coldnias que va-
riava em torno de 6% para o sorotipe d a 25% para o
b quando o telurito de potdssio era adicionado a0 MS

agar.

Fsses resultados confirmam aqueles obti-

dos por SYED & LOEECEE (1873), que encontraram uma
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diminuigao de 3 a 4 vezes o namero de Sta. mutans

nessa condicao,

Por outro lado GOLD e col. (1873} referew
que a adig¢3o do referido sal no MS ndoc afeta o cres

cimento do Sfa. mufans,

Levando em consideracgao essas conclusdes
cothidas na literatura, propuzemo-nos a realizar
um levantamente da incidencia de Stn. mufansd em es~
colares da regiao de Piracicaba, empregando o meio

de TEKEDA & SANDHAN (1872).

Esse meio & seletivo porque na sua compo-

sicao a sacarose € empregada numa concentragac fi-
nal de 40%.

Quando sao feitos isolamentos e contagens
de S4r. mufans em material de placa, grandes quanti
dades de meioc sao utilizadas, nestas condigoes, em
I litro de meioc devem ser usadas 400 gramas de saca
rose pro-andlise, 0 que o encarece sobremaneira. Pe
ta faciiidade de se preparar esse meio & no sentido
de torna-lo menos dispendioso, resolvemos substi~
tulr a sacarose pro-andlise, por agucar camercial

(acGcar Unido) e comparar os resultados obtidos.

Na Tabela 1 relacionamos o numero de cold

"7 no meio

nias de S&a. wufans isoladas na dilui¢ao 10
MS adigionade de sacarose pura ou acucar comum, 082
porcentagem final de 40% e sob condigoes de incuba

rao em anaerobiose e microaerafillia.

De cada placa colhiam~se algumas colGnias
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gue apresentavam diferencas morfologicas e outras ni-
tidamente tipicas, semeando-as em tubos com caldo
de tioglicolato. Fazia-se o controle de pureza pe-
la coloracao de Gram e a seguir realizavam-~-se as pro
vas de fermentacao de manitol, sorbitol, rafinose,me
libiose, manitol sem e com 2U de bacitracina e a pro

va de hidrolise de arginina,

De acordo com esse esquema de SAKLATR &
KEENE (2874) foi possivel verificar gue as amos -
tras crescidas em ambos os tipos de melo,pertenciam
acs biotipos b, ¢, d, e. Nac foi possivel detectar
caracteristicas morfoldgicas das colénias peculia-

res dos diversos biotipos em nenhum dos dois meios.

Alguns trabalhos mostraram gue a aparente
prevaléncia de certos bioctipos pede ser influencia-
da pelo meio usado.

De acordo com os resultados gue se obteve,
o meio utilizado, tanto coOm $acarose Como com  agu-
car comum permitiy isolar amostras do biotipo d,
o gue denota gue o mesmo nac & impediente para esse
arupo. O sorotipo a nao foi isolado de nenhuma das
placas coletadas, de sorte gue nada se pode afirmar
com relacdo ao crescimento ou nao do referido grupo

nos meios empreagados.,

A analise das Tabelas 2 e 3 mostra gque o
maior namero de placas que apresentou majlor numero

de coinias de S&n. mutans fol entre 0 e 150,

Deve-se ressaltar porém, conforme os re-

sultados da Tabela ! que a variagao do nimero de co
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1onias relativa a uma mesma placa & pequena quando
se emprega o agucar comum ou sacarose pro-analise,
contudo, © seu numero varia de uma placa para outra,

conforme o esperado, pois uma série de fatores in-

terferem no desenvolvimento da microbiota oral.

A distribuicao € semelhante quando se con
sidera o meio com sacarose pro-analise ou © meio
com agucar comercial incubado nas diferentes ten-

soes de oxigénio,

Esses dados sao importantes porque falam
favoravelmente a substituic¢aoc da sacarocse pura pela

caomercial.

Quando se faz necessaric apenas o isola~
mento de Str, mufans sem necessidade de quantifica-
¢ac e mesmo nos trabalhos em que ha necessidade de
contagens do nimero de coldnias a modificagao & ain
da vantajosa pois, segundo a analise estatfst?ca,mqg

trou-se gue as contagens sao similares.

As colbnias que cresceram nos dois meios
eram bem parecidas e de um tipo s0, rugosas e eleva
das, sendo gue o halo de polissacarideo ao redor
das mesmas era mais abundante no meio com agucar co

mum (Figura 5, pagina 24).

Fssas caracteristicas coloniais confirmam
os resultados de JEEDA & BANDHAN (1872} no entanto,
contrarism as observagoes de LITTLE e col.{1877},se
gundo ©S5 gquais a morfologia atipica observada com
diversas amostras no M5 405 e MS dificultariam o re

conhecimento de amostras positivas.
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Um fator preponderante na formacgdo da pla
ca dental esta representada pelas diferencas de sen
sibilidade aoc oxigénio molecular pelas bactérias

componentes da flora daquels estrutura. 0s estrepto

cocos cariogénicos, ao menos na Tase de isolamento

inicial, crescem melhor em ambiente de anaerobiose
embora sejam anaercbios facultativos. Assim, ARANKI
e col., (1363) trabalhando com placa gengival mostra
ram que contagens maiores de bactérias viaveis eram
obtidas com o método de anserobiose continua guando

comparado com o emprego de jarras anaerdbicas.

Por sua vez, JORDAN e col. (1867) compara
ram a eficiéncia da técnica de Hungate {tubos em ro
tagao) com o método das jarras, em aerobiose e anaero
biose, concluindo que melhores resultados sao obti
dos com a técnica de Hungate no isolamento de bacte

rias de amostras orais.

Essas investigactes forneceram dados S0

bre & vartabilidade de resultados conforme as téan
cas de anaercbiose empregadas. Qutros autores estu
daram a aeficiéncia de varios meios de cultura incu~
bados em diferentes condigoes de anaerobiose, sobre
o isolamento de bactérias de diferentes tipos de pla

ca dentatl,.

fssim, GILMOUR & POOLE (187¢) verificaram
o efeito estimulatorio da hemina e outros nutrien
tes no isolamento de bacterias de placa, mas suas
observacoes se limitaram as amostras cultivadas ape

nas em jarras de ahaerohiose.

SYED & LOESCHE (1873) investigaram a  in
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fluéncia de varios meios de cultura, inclusive o
”Mitis—salivarius~&gar”, incubados em anaerobliose
pelo método convencional das jarras (colheita e §€
meadura do material em aerobiose e incubagao em ana
erobiose) e em anaerobiose pelo método de anaerobio
se continua. Como conclusao dos seus estudos res-
saltaram o valor do meio de cultura MM 10 SB de
CALDWELL & BRYANT (1868) para o isolamento ndo sele
tivo de bactérias de placa, bem como para contagem

de Sth. mufans e Stn, mitis,

Recomendaram esse meio como ideal para o
cultivo em anaerobiose convencional, Pele fato de
canter Dithiothreitol (DTT), componente gue resiste
a oxidacdo sob condicdes de aerobiose, favorece a
manutencac da viabilidade bacteriana durante os pro
cedimentos de colheita, semeadura e incubagao do ma

terial de analise.

Fmpregando o meio M5 com 40% de sacarose
ou acgucar comum, procuramos verificar a influéncia
dessas condicdes de cultivo. As placas apos semea-
dura eram incubadas em duplticatas em jarras com
"Gaz—-Pack” e em Jarras cujo consumo de oxigénio era
feito por um pedaco de papel em chamas(BURROWS, 1983)

ou sela em condicoes de microasrofilia.

Apds o crescimento, foram feitos as <con-
tagens das coldnias e a seguir, a2 anallise estatistl

o3,

A analise ds varidncia, apresentada na Ta
hela & mostra valores F signiffcantes, ap nivel de
1% para condi¢do de incubagao (microserofilia e anae

robiose) e para placa. Isto significa que tanto
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as condi¢oes de incubacdo com a placa sao fatores
gue determinam a variacao na media de nimero de co-

lonias.

Portanto, segundo as condicoes apresenti
das na Tabela & & facil ver, observando-~se a Tabe-
la 5 que o nimero de coldnias, em condigoes de mi-
croaerofilia ¢ em média menor que o niamero de colo-

nias em condigﬁes de anserobiose.

Conclui-se que na quantificagae de Six,
mufansd as placas semeadas devem inicialmente,éer in
cubadas em anaerobiose. Nas condigoes de microaero
filia, onde o consumo de oxigénio se faz através da
gueima de um pedaco de papel, o nimere de coldnias
gque se desenvolvem & sempre menor. Outra observa-
¢3o a assinalar & a de que os tubos contendo o meio
de CTA com os varios acicares (provas da fermenta~
cao), gquando incubados nas condigoes de microaero-
fitia descritas, proporcionam uma viragem do meic
em 24 horas; em aerobiose essas viragens e bem mais
tenta, ocorrendo de maneira visivel por um periodo

superior as 24 horas.




VI ~ ConclLusOEs
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VIi- CONCLUSOES

Analisando os resultados obtidos na pre-

sente investigagao, podemos concluir que:

1.

Streplococcus mufans podem ser isola-
dos empregando-se o meieo seletivo de

IKEDA & SANDHAN [1872).

Nesse meio, a sacarose pro-anadlise po-
de ser substituida por acicar comer-
cial {Unido) o que torna bem mais eco-

nomico,

0s diferentes biotipos cresceram no re
ferideo meio seletivo original e no mo~
dificado, excluindo~se o biotipo a que

c
nado foi isolado em nenhuma condig3o.

A incubacao das placas semeadas,em jar
ras de anaerobiose "Gaz-Pack? propor-
cionou malor rendimento que em condi-

coes de microaserofilia.



VII - Resumo
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VIT- RESUMO

‘Desde que FITIZGERALD & KEYES (1960} mos-~
ctraram gue STa. mufansd determinam formacdo de carie
em animais "germ-free” procuraram ©s pesquisadores
formular um meio de cultura que permitisse isolar
05 estreptococos da boca e dentre eles Sin. mutans

especificamente,

Uma série desses meios sao empregados, a-
tualmente, com a finalidade referida. Todavia, to-
dos eles apresentam essa caracteristica e algumas
desvantagens mais ou menos significativas, conforme
o meio empregado, Em nossc trabalhe optamos pelo
meio com 40% de sacarose, em concentragao final,

substituida pelo agucar comum.

0 material foil colhido de 40 escolares cy
ja idade variava entre 9 a 14 anos,colhido das fa-~
ces vestibulares de molares superiares,homogenizado
em frascos com perolas de vidro,contende como di-~
fuente, salina com 0,05% de extraroc de levedura; a
proporgao usada foi de 1 mg/ml do diluente; aliguo-~
tas de 0,1 m} da diluig¢do 1077 foram semeadas em pla
cas contendo o meio de cultivo "Mitis-salivarius-dgar”

com 40% de sacarose ou 40% de agucar comercial,

A incuba¢do procedeu-se em anaserobiose e

microservofilia,
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08 resultados encontrados na pesguisa es~
tao expressos em tabelas e histogramas com tratamen

to estatisticos que permitiram avaliar as condigdes

experimentals pesquisadas.
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