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I- INTRODUÇ~O 

O estudo da etiologia da cárie dentária, 

tem despertado o interesse dos pesquisadores,em vi~ 

tude de ser a mesma, altamente preval.ente nos seres 

humanos. 

A associaç~o de S~n. mu~an~ com cárie den 

tal foi pela primeira vez relatada por CLARK (1924)., 

que isolou este microrganismo de lesões cariosas. 

Mas, foi desde que FJTZGERALD & KEYES (1960) 

demonstraram que Stn. mutanh determina cirie dental 

em ratos "germ-free"., que os pesquisadores se preo-

cuparam em formular um meio de cultura que fac i 1 i-

tasse o isolamento desse microrganismo tornando-se 

possível dessa forma, a realização de levantamentos 

epldiomio16gicos em grande escala. 

Uma caracterfstica importante destes ge~ 

mes, que parece, inclusive, estar 1 igada ao proces

so de cárie, é a sua capacidade de elaborar poliss~ 

carídeo extracelular a partir da sacarose, 

sibil I ta a deposição de extrutura aderente 

fície dental - a placa bacteriana ou placa 

que pc(s

a suJe r 

dental, 

respons~vel pela alteração do esmalte ( F.ITZGERALD" 

1968)" ponto de partida para a degradação da denti-

na. 

Esse material extracelular, do t1po dex-
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trano e ocasionalmente levano, foi confirmado por 

diversos autores, (G.IBBONS & BANGHARD,196?; DA.HLQVIST 

e coZ., 1967; NEUWBRUN, 1972 e MUKASA & SLARD"1973}. 

O meio "Mitis-salivarius-&oar" 
" 

(CHAPMAN, 

1946), que contém substâncias inibidoras de cresci

mento de um grande numero de microrganismos,por co~ 

ter 5% de sacarose na sua composiç~o, 

identificação de St:!Le.p.toc.oc.c.uh mutavt~. 

favorece a 

Entretanto~ seu uso para estudos quantit~ 

tivos destes germes, torna a tarefa trabalhosa, po~ 

que col6nias de outros tipos de estreptococos e mes 

mo de levedura nele se desenvolvem. 

Por justa razao os pesquisadores procur~ 

ram elaborar um meio mais seletivo para Sbr .• mcda.m. 

Ut"1llzaram como base o próprio rrMitis-salivarius-ágar, 

introduzindo nele uma s~rie de alteraçBes. 

Em 1967, CARLSSON, p1-econisou o uso de 

sulfadimetine (Elkosine, do Laboratório Ciba) na con 

centraç~o de 0,1% baseado no fato de que 90 amos-

tras de estreptococos diversos isolados da 

de oral de humanos, com exceç~o de 5, eram 

cavlda

re si s-

tentes aos discos de Sulfamilamida (Mu1todlsk), co-

locados no meio D.S.T. -aga r (Oxoid) suplementado com 

7% de sangue humano. 

O autor sugeriu ent~o. o emprego do agar 

base D.S.T. (Oxoid) adicionado de sacarose a 5% e 

dos inibidores trypan blue, cristal violeta, te lu-

rito de potássio usados em concentrações idênticas 

aquelas do "Mitic-eaTi-VaY''i.J,UJ-ágaru mais Elkosin (Ciba) 
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na concentração de 0,1%. Nesse meio, amostras de 

Stn. mutan~ cresceram normalmente formando col6nlas 

com polissacarfdeo extracelular havendo porém, uma 

reduç~o a cerca de 5% ou mais, das outras col6nias, 

que normalmente se desenvolvem no "Mitis-aalivarius

-ágar". 

Em 1970:> BIRAL & BSRTOLINI pcopuseram em 

pregar o "1gar-Mitis-Salivarius'' e substituir a El

koslna, por não ser mais fabricada pelo Laboratório 

Ciba, pelo Gantresi.n do laboratório Rache, na 

porção de l%. 

pro-

Os autores concluíram que: 

a) A incorporação do Gantresin ou da E 1-

b) 

c) 

ko si na (C i ba) no 11 Ágar-Mitis-salivarius" 

o tornou seletivo para S.t!t. nwA:an-6. 

o Gantresin (Roche) e menos seletivo 

que a Elkosina (C;ba). 

Quando se usa o D. S. T. agar (Oxo;d) o 

efeito da sul f a -e mais pronunciado. 

d) A combinação O.S.T. agar (Oxoid) mais 

Elkosina (Ciba), parece reduzir também 

o numero de Sth. mutan6. Observaram que 

o corante de trypan blue nao ~de im

portância fundamental para a seleção de 

germes orais e sua omissão propicia um 

meio de cultura claro que favorece a 

observação das colônias. 
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Um novo meio, que permite a contagem to-

tal das colônias de bactérias, e dentre elas a de 

Sth. mutan6 pelas caracteristicas morfo16gicas, foi 

proposto por IKEDA & SANDHAN em 1972. O meio ê uma 

m-odificação daquele usado por CASIDA (1965) e KRY-

WOLAP (1969) para enumerar bactérias do solo e da 

saliva. Os autores verificaram que a retirada do 

purpura de bromocreosol e a adição de cistefna e san 

gue de cavalo, ao meio, aumentava o numero 

corganismos cultlv;veis em cerca de 2 vezes. 

de m i-

Ele permite uma contagem total de bacté-

rias compar~vel a que se obt~m no ~gar Infuso de co 

raçao com sangue, sendo que a contagem de StÁ. mu
tanh resulta em média 50% a mais do que no nMitis-

-salivarius-~gar''. 

Além desses resultados favor~veis, St4.m~ 

iatV; forma no meio referido, um tipo de colônias que 

ê facilmente distinguível das outras bactérias,apr~ 

sentando-se brancas chatas com superfície brilhante, 

bordos 1 1sos, com cerca de 1,5 em de di~metro con-

tendo elevaç.ões dispostas como anéis concêntricos, 

atravessada por estrias partindo do centro da colô 

n 1 a • 

Ainda em 1972~ .!KEDA & SANDHAN, propuze

ram para o crescimento único de Sif!... mutan--5 a adi

ç~o de 40% de sacarose ao n~itis-salivarius-agarnde 

nominando-o M.S. 40 S. 

Esta modificação baseou-se nas observa-

ções de GEHRING (1968) de que em meio contendo 40% 

de sacarose, 4 amostras de StJ:... mutan~ crcsceram,e~ 
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quanto 7 amostras de vários outros tipos de estrept~ 

cocos não se qesenvolveram, 

Interessante ressaltar que, quando culti-

vado em "Mitis-salivarius-5gar"~algumas 

tras de refer~ncia de St~. mutan~ nio 

das amos-

se apresent~ 

vam com sua característica usual, sendo por vezes 

chatas, cremosas e brilhantes como descrito por JO!!_ 

DA!/ e cal. (1969). Quando porém eSsas amostras, f~ 

ram cultivadas em· M.S. ~O S., puderam ser reconhec! 

das, apresentando-se elevadas e grandes com 0,25 a 

1 mm de diãmetro. 

Outras amostras, que nao as de referên-

cia de S.tJL, mutan-6 não cresciam ou formavam somen-

te colônias multo pequenas ou colônias chatas. 

Esses mesmos autores isolaram 158 amostras 

de estreptococos, das quais 93 foram identificadas 

como St~- mu~an~ por apresentarem caracterrsticas 

bioquímicas, segundo os critérios taxonômicos esta

belecidos por CARLSSON (1968). As colônias de 67 

destas amostras eram rugosas, 23 eram transparentes 

e muc61des e 3 eram indistingufveis de grupos de 

Stft. -MU1gu..-Lá no meio referido, 

Quando estas amostras foram cultivadas em 

Agar MS 4os. elas formaram um Cnico tipo de 

nías, com aspecto rugoso. 

colô-

Um total de 57 estreptococos recém-isola

dos de material de placa dental, incluindo 24 gru

pos de St~. ~angui~. foram tamb~m testadas em M.S. 

40 S. Somente algumas colônias de Sttt. &alivattiuA 
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cresceram formando colSnias min~sculas,de menos de 

0,1 mm de diâmetro, ou colônias chatas que foram fa 

cilmente distinguíveis das amostras de St~. mutan~. 

No ano seguinte, GOLD e cal. (1973) indi 

caram o uso do 11 Mit1:s-saZivarius-ágm~ 11 " também mod i 

ficado, adicionando-lhe sacarose na proporção de 20% 

e bacitracina na concentraçio final de 0,2 U. 1./ml. 

As quantidades 5timas de sacarose e bacitracina fo

ram determinadas com culturas puras,considerando-se 

um efeito de inibição mãxima dos grupos de estrept~ 

cocos nao caracterizados como St-'L. mutan&;contraria 

mente, estes germes cresceram normalmente no meio in 

dicado. 

Ao nível da concentração de 20% de sacara 

se, St-'L. danguib emiti~ foram totalmente inibidos, 

porém o mesmo não ocorreu com StJL • .6al!_,Lvafi._Â..UI.:.. A adi 

ção de bacitracina, em 0,2 U.l./ml de melo, foi su

ficiente para irnped"1 r o crescimento de StJt . .6CL1J.va

Jtiu.6 e mlti~.:., porém StJt. 6anguiA desenvolveu-se nes 

sa concentração; nenhuma dessas subst~ncias inter-

feria com crescimento de St~. mutan~.:.. A associação 

delas, ao "Mitis-salivarius-5gar"~nas concentraç~es 

indicadas, inibe o desenvolvimento da maioria das 

bactérias preservando o crescimento deStA. mutan.6. 

Em 1974 GOLD e col.~ publicaram trabalho 

em que Indicavam o uso do 

para a contagem de estreptococos e identificação das 

co15nias de StJt. n1utan.6 através do seguinte proced~ 

menta: as co16n1as crescidas no "Mitis-salivarius-

-ágar 11 ~ recebem um jacto de solução de manitol a lO~,~ 

sob a forma de aerosol; a seguir, a placa e incuba 
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o da a 37 C por 3 horas apos o que, recebe uma nova 

asper:sao com solução de 2, 3, 5 trifeniltetrazólio 

a 4% seguido de incubação por hora, com subseque~ 

te leitura das col6nias) que se tingem em vermelho, 

ou rosa escuro, pela propriedade que tem o St~. mu-

~an~ de reduzir aquele sal. As colônias de outros 

tipos de estreptococos permanecem azul. O contraste 

de cor com as colônias que se tingem em azul e sufi 

ciente para permitir difeienciaç~o entre Stn. mu-

tanh e outros estreptococos. A cor rosa das colô 

nias de Stk. mutan6, uma vez formada, e estável. 

Nas placas armazenadas por. virias horas, ocorre uma 

redução lenta do TTC não específica por outros es

treptococos orais, determinando uma coloração fraca 

das colônias, diminuindo assim o constrate entre co 

lônias rosas e azuis. 

As colônias de placas pulverizadas podem 

ser cultivadas até 20 horas após, para detectar cé

lulas viáveis. 

Mais recentemente, baseando-se na capaci-

dade de St!t. 

LINKE (1.97?} 

mutan~ fermentar manitol e sorbitol, 

elaborou um novo meio para o seu lso-

lamento. 

O autor indicou este meio contendo esses 

açucares e ãzida sódica para inibir o crescimento 

de outros mlcrorganlsmos e carbonato de cilcio para 

neutra] izar os âcidos resultantes da fermentação da 

queles carboidratos. 

Este meio ao contrário do "Xitie-salitw-
-na o só permite a identificação de maior 
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numero de Stn. mutan4 das amostras orais, mas tam-

bém facilita a diferenciação de outros grupos de es 

treptococos, pois as espécies .6an.guih e miti..6 -
na o 

crescem, ou crescem pouco após 10 dias de incubação. 

O meio i f~cil de ser preparado pois sua 

composiçio é simples e caracterizado pela presença 

de um indicador ácido podendo ser uti 1 izado em con

diç~es ~e a~robiose e anairobiose. 

Bactérias que utll izam manitol como S:tlL. 

!)ae.c.aA'.-t.6 e outros microrganl smos como S:taphyloc.oc.c.JL6 
-auneu.6 sao capazes de crescer neste 

dem ser distinguidos de Sti. mutan~ 

logla colonial. 

meio, mas pc

pela sua morfo-
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li- PROPOSIÇOES 

Considerando que o meio de IKEDA & SANDHAN 

e uma adaptaçio de nMitis-salivarius-agar"~ resolve 

mos modifici-lo afim de torn~-lo mais econ6mico e 

ao mesmo tempo verificar sua seletividade no isola

mento de Stn. mutanb de placas dentais humanas. 

Assim' propomo-nos: 

l. Verl ficar sua eficiência no isolamen-

to de St4. mutanh quando se usa sacara 

se pró-anâlise ou então, quando se a 

substitue por açúcar refi nado comercial. 

2. Quantificar S~n. mutanh nos dois meios 

referidos, quando incubados em condi-

ções de anaêrobiose e microaerofllia. 
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!!!- MATERIAIS E METODOS 

1. COLHEITA E SEMEADURA DO MATERIAL 

O material de placa dentária, a ser exami 

nado, foi colhido de 40 escolares com idade de 9 a 

14 anos, de ambos os sexos. 

As crianças observadas, eram de classe m~ 

diana e pobre, com hábitos de higiêne oral de boa 

a precãria. 

O Índice C.P.O.D. era variâvel porem al-

guns individuas apresentavam boa saGde com ausincia 

de cáries. 

Com uma colher de dentina, estéril con-

fecclonada de modo a obter 1 mg de placa dental ,foi 

feíta a coleta do material, raspando-se as 

vestibulares dos molares superiores. 

faces 

A seguir, o mesmo era depositado em pequ~ 

nos frascos, contando p~rolas de vidro e como di

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

vedura. Procedia-se a uma agitaç~o manual por 2m! 

nutos para homogeinizaç~o do material de placa. Lo

go em seguida eram feitas diluiç6es, em s~rle deci

mal, partindo-se da concentração inicial de 10- 4 e 

• I O-' . prosseguindo-se ate 
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Com auxílio da pipeta de Pasteur de Ice 

previamente esterilizada, alíquotas de 0,1 ml de di 

luição 10- 7 eram depositadas em placas de Petri,co~ 

tendo os meios de cultura previamente distribuidos. 

Com auxílio da alça de Drigalski, o mate

rial era adequadamente semeado nos meios a serem pe~ 

quisados; afim de evitar contaminações tinha-se o 

cuidado de proteger as placas com as suas respecti

vas tampas. 

Logo apos a semeadura do material, proce

dia-se a incubação das placas a 37°C em anaerobiose, 

usando-se a jarra tipo ncaz-Pack 1' e em microaerofi

lia em dessecador, onde se colocava um pedaço de p~ 

pel em chamas para consumir o oxigênio presente 

(BURROWS., J9ô3). Decorridas 48 horas eram as p 1 a-

cas examinadas em mlcroscópto esterioscôplco com au 

menta de 8X. 

A fim de se obter uma estocagem das colô

nias isoladas as mesmas eram transportadas para tu

bos contendo o meio de tiogl icolato com pequena quan

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

2. CONTAGEM E IOENTIFICAÇAO DE St~. mutaoo 

A contagem de St!teptoeoc.c.u-6 mutan6 foi fel 

ta considerando-se suas características morfológi

cas nos meios empregados. 
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O tamanho das colônias variava entre 0,5 

a 1 mm de dlãmetro com bordos _irregulares, bastante 

convexas e finamente granulares. Sua coloração de 

um cinza escuro, tendendo para o azul, era observa-

da com auxílio de luz nelas refletidas. Era comum 

notar em muitas colônias um halo brilhante represe_:::. 

tado por pol issacarídeo extracelular. A confirmaçio 

da espécie muXanh foi feita através da série de rea 

ções bioquímicas conforme tabela abaixo. 

ESQUEMA BIOQUTMICO PARA A SEPARAÇM DOS 5 SOROTIPOS 

DE St!L. mutan.ó DE ACORDO COM SHKLAIR & KEENE (1974). 

Testes s o r o t p o 5 

bioquimicos 
a b c d e 

-· .. ~-~~--·--·------------· --------

Mani tal + + + + + 

Sorbltol + + + + + 

Rafinose + + + + 

Melibíose + + + 

Argínina + 

Manitol c/2 Unid. 

de baci tracina + + + + 
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3. MEIOS DE CULTURA EMPREGADOS 

3. l. SALINA COM EXTRATO DE LEVEDURA 

NaCl (Backer). 8,5 g 

Extrato de levedura (Dlfco). o' 5 g 

Água destilada . I. 00 o ml 

o pH e r a acertado para 7,2 com 

501 . de Na OH IN 

Esterilização a 12\°C por 15 minutos. 

A distribuição foi feita em quantidade 

de 10 ml em frascos contendo p~rolas de vidro, para 

coleta e homogelnização do material de placa e em 

tubos de 150 X lO mm nas quantidades de 9 ml 

as d!luiç5es em s~rie decimal. 

par a 

3.2. 11 l{gar~l•11>tis·-8alic!arius' 1 !> (COM 40% DE 

SACAROSE OU 40% DE AÇÜCAR UNI~O) 

Tripticase (BBL). 

Poli peptona (BBL) 

Gl i cose (Carlos Erba) 

Sacara se (Di f co). 

K2HPOJ; (Merck). 

Azul de Trypan (Harleco). 

Cristal Violeta (Merck) 

Agar-ágar (Oxoid n? 3). 

Agua destila da. 

l o ' o 9 
1 o • o g 

I , O 9 
400,0 9 

4,0 9 

0,075 g 

0,0008 g 

20,0 9 

I . 00 O m I 



. 14. 

Esterilizar a J21°C por 15 minutos, res-

fríar a 50°C e adicionar uma solução de telurito de 

potássio de modo a obter concentração final de J%. 

Não reaquecer o meio apos a adição de te-

lurito. 

Distribuir assepticamente, cerca de 25 ml 

do meio por placa de Petri. 

3.3. MEIO DE TIOGL!COLATO - U.S.P. (OXOID) 

Extrato de levedo (Di f co). 5,0 g 

Tryptona (Oifco). I 5, O g 

Dextrose (Backer). 5,5 g 

Tiogl icolato de sódio (Oxoi d) o ' 5 g 

Cloreto de sódio (Backer). 2 ' 5 g 

Cistina (hídrocloreto} o ' 5 g 

Resazurina (Difco). O , O O I g 

Agar n? 2 (Oxoid n~ 2) o' 5 g 

Agua destilada. . I . 000, O ml 

O pH final se situa em torno de 7,1 

Distribuir em tubos de ensaio(150xl0 mm) 

contendo O, 1 g de CaC0 3 após fervura pa

ra derreter a pequena quantidade de 

ágar existente. 

Esterilizar a l21°C por 15 minutos. 

Vedar os tubos com parafina, logo apos 

a esterilização. 
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3.4. CTA - (CYSTINA-TRYPTICASE-AGAR BBL) 

Cistina (Mecck). o, 5 g 
Trypticase ( B B L ) 20' o g 

Agar-ágar ( Oxo i d n? 3) 2, 5 g 
Cloreto de sódio (Backer). 5, o g 
Sulfito de sódio (Mecck) O, O I 7 g 

Vermelho Fenol (Mecck) O, O I 7 g 

Agua destilada. I • 000 ml 

pH - 7,3 

Aquecer -a 100°C por 5 n;inutos, distri

bui r em porçoes de 3 ml, em tubos e 

esterilizar a 118°C por 15 minutos. 

Foi empregado o meio básico acima, pa

ra as provas de fermentação dos seguin 

tes carboidratos: manltol (Carlos Erba} 

sem e com 2 unidades de bacitracina. 

Rafinose (Merck) 

Sorbiotol (Merck} 

Mellbiose (Merck) 

Para todos os ''aç1~cares 11 a 

ção final foi de 1%. 

concentra 
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3.5. CALDO PARA VERIFICAR A HIDRDLISE DA 
ARGININA (1/IVEN & BHERMAN, 1942) 

Extrato de levedo (Difco). 5 g 

Tryptona (Di f co). 5 9 
K2 HP04 (Merck) 2 9 

Glicose (Carlo Erba) 0,5 9 
L ( +) Arglnina (Merck) 3 9 

Agua destilada. • I O o O ml 

pH - 7 '3 

Dissolver os. componentes, distribuir cer 

ca de 3 ml em tubos de 150 X 10 mm}. 

Esterilizar a 12J°C durante 15 minutos. 

3.6. REATIVO DE NESSLER 

Dissolver 50 g de Kl em cerca de 35 ml 

de água destilada. Adicionar, gota a 

gota, uma solução de HgC1 2 até que pe~ 

sista leve precipitado. Ajuntar 40 ml 

de uma soluçio de 50% de KOH(dissolver 

a potassa, deixar em repouso até cla

rear e decantar). Completar o volume 

total a 1 litro com água destilada,dei_ 

xar repousar uma semana e decantar. Co_!l 

servar em vidro escuro com rolha esme-

rilhada (BIER, 1975). 



IV - RESULTADOS 
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IV- RESULTADOS 

Foi obtido no presente trabalho, o num e 

rode colônias isoladas nos meios de cultura, saca

rase pró-análise e açücar comum, nas condições de 

incubação em anaerobiose e microaerofi lia. Os dados 

apresentados na Tabela se. referem~ m~dia aritm~-

tlca de contagem em placas semeadas em duplicata. 

Os dados obtidos no meio contendo sacara 

se nas duas condiç5es de cultivo, foram dispostos 

em uma dístribuiç~o de frequência, apresentada na 

Tabela 2 e em grãficos nas Figuras e 2. 

Os dados obtidos no meio de MS contendo 

açucar nas duas condições de cultivo, foram dispos

tos em uma distribuiç~o de frequ~ncia, apresentado 

na Tabela 3 e em gráficos nas Figuras 3 e 4. 

Os dados apresentados na Tabela 

rem-se a contagens. Então usou-se para 

refe

a análise 

estatística, a raíz quadrada dos dados originais. 

Foi feita uma análise de variâncla, com 

dois critérios de classificação,em esquema fatorial. 

Os resultados obtidos através dessa anâl i se 

riãncía estão apresentados na Tabela 4. 

de v a-
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Tabela 1 - Número de colônias por placa, de acordo 
com os meios de cultura empregados e as 
condições de cultivo em microaerofilia e 
anaerobiose. 

Condição de 
incubação 

Paciente 

I 
2 
3 
4 

~ 
7 
8 
9 

I O 
li 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 
29 
30 
31 
32 
33 
34 
35 
36 
37 
38 
39 
40 

Mlcroaerofi lia 

M e o 
c/Sacarose c/AçUcar 

484* 
850 

15 
132 
132 
24 
81 
34 
84 
36 
77 

107 
4 

72 
364 
491 

65 
55 

942 
o 

I OI 
o 

936 
18 
38 

380 
105 
404 

42 
896 

o 
22 
12 
o 
3 

39 
3 
4 
5 
2 

520* 
794 

12 
144 

54 
I 

65 
38 
80 
28 
o 

112 
5 

86 
363 
501 

3 
123 
731 

lO 
164 

o 
984 

19 
38 

210 
63 

603 
37 

986 
I 
9 

13 
3 
I 

31 
2 
6 
4 
2 

*NÚmeros de colônias X 10 7 

Anaerobiose 

M e o 
c/Sacarose c/Açücar 

732* 
550 

lO 
120 
120 
58 
68 
31 
90 
38 

225 
127 

3 
108 
378 
505 

17 
11 o 
95 
35 

299 
o 

920 
97 
46 

312 
133 
660 

5 
)00 

2 
6 
9 
8 

20 
20 
6 

17 
o 
2 

545* 
900 

21 
150 
60 
63 
61 
28 
95 
Jl 
80 

174 
o 

93 
432 
548 

12 
82 

813 
32 

163 
4 

1240 
65 
25 

256 
78 

840 
38 

554 
I 

25 
16 
o 

61 
5 
2 

20 
3 
2 
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Tabela 2 - Distribuição de frequência do numero de 

co16nlas de Stn. mutanh obtido quando se 

utiliza o meio de MS com sacarose pro-an!!_ 

lise incubado nas condiçÕes de Microaero 

filia e Anaerob1ose. 

Classe 

o" 150 

150e300 

300" 450 

450 e 6oo 

6oo e 750 

750" 900 

TOTAL 

Ponto 
rnédio 

de 
classe 

75 

225 

375 

525 

675 

825 

975 

Frequêncí a 

Microaero 
fi 1 i a 

Anae ro 
biose 

~-------

Frequêncía relativa 
----------
Microaero 

fll i a 
Ana e r o 
biose 

----- ------
31 29 77,50 72,50 

o 2 5,00 

3 2 7,50 5,00 

2 2 

o 3 0,00 7,50 

2 o 5,00 o. 00 

2 2 5,00 5' o o 

40 l 00.00 100,00 
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Figura 1 - Histograma relativo a dlstribuiç~o de frequ~ncia do 

número de colônias de S:tA. mrda.nf.l quando se utiliza 

a sacarose pró:..anâl i se na condição de microaerofi 1 ia. 

BO 

" "l 
5o I 

I 
I 

" i 
I 

" 
30 

" 
lO 

r.·--.~_.1.. ~ ---+- ~-- Stn. mu..ta.nb 
o l 5 o 301) 450 500 750 900 1()50 

Figura 2- Histograma relativo a distribuição de frequência do 
número de colônias de S.t-'L. mtUard quando se utiliza 

sacarose prÕ-anál\se C0;110 meio de cultura na cond·l

ção de anaerobiose. 

UNICAMP 
BlllliOHCA CENTRAl 
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Tabela 3 - Distribuição de frequência do numero de 

colônias de St:Jt. muta.vL& obtido quando se 

utiliza o meio de MS com açucar comum in 

cubado nas condiçÕes de microaerofilla e 

,anaeroblose. 

Ponto Frequência Frequência relativa 

Classe 
médio 

de t1l croaero Anaero Mlcroaero A'laero 
classe fi 1 í a b i os e- f! 1 ia biose 

Jt-150 75 30 28 75' 00 70,00 

150>-300 225 2 4 5,00 1 o' 00 

300 ,_ 450 375 2,50 2,50 

450 ,_ 600 525 2 J 5,00 7,50 

600 ,_ 750 675 2 o 5,00 0,00 

7501-900 825 2 2,50 5' 00 

900 >-1 050 975 2 5) 00 0,00 

l050f-1200 1125 o 2,50 

12001-1350 1275 
------------·~--------~-----------~------·--------

TOTAL 40 40 I 00, 00 1 00' 00 
-----·---·---·------ --·---~--~-------~--·---------~·--~----
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Figura 3 - Histograma relativo a distríbuiçao de frequência do nume
ro de colônias de S.:tJt. mutan.ó quando se ut i J i za corno me i o 
de cultura, o açGcar comum, obtido em condiçÕes de mi
croaerofí 1 ia. 
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Figura 4 - Histograma relativo a distribuiçio de frequ~ncia do nume
ro de co 1 Ôn i as de Si:JL. mu.t·c.m.ó quando ,,e u ti 1 i z a como me i o 
de cultura, açúcar comum obtido em condições de anaero 
biose. 
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Tabela 4- Análise de variância da raiz quadrada dos 

dados apresentados na Tabela l. 

--~--~-~-~~------·------------·~~~-----

Causas de V a ri ação G.L. S.Q. Q.M. F 

Condição de incubação 30,0073 30,0073 7,23** 

Meio de cultivo 3,9503 3,9503 0,95 

Interação 0,8318 0,8318 0,20 

~--"~-~ ·---~----

Tratamento 3 34,7894 
-~~---~~-----·--

Placa 39 12661,3547 334,6501 78,22** 

Resíduo 117 485,5959 4' 1504 

TOTAL 159 13181,7400 
----·---~-

Os asteriscos indicam sígnlfic~ncia no nível de 1%. 
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Para analisar o efeito de incubação sobre 

o numero de co16nias ~ interessante observar as me 

dias da raiz quadrada dos dados apresentados na Ta

bela 5 (segundo a condição de incubação e o meio 

de cultura e1npregados). 

Tabela 5 

Hei o 

Sacarose 

AçÜcar 

M~dias, usando a raiz quadrada dos dados 

apresentados na Tabela segundo as con

dições de incubação e os- meios de culti-

vo. 

Condição de í ncubaç.ão 

tiicroaerofi lia 

9,76 

9,30 

Anaerobiose 

1 o' 4 8 

1 o ' 4 1 

Finur~ 5- ColÔt1ias de St-':.. I'::It(\i1h cr<::scidas em meio .; o 

de "/?,._,:.r-'":··:/;:-r·c:7~~ .. J.su 
~~~'" cGvolvidas por int8rso 
··.'·C-3ri r:' ~o cxt 1 .o;c.e1u1ar. 

com 
halo 

açucar co 
de poli~ 
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V- DISCUSSAO 

As experiências realizadas por FITZGERALD 

& KEYES (1960) e P.[TZGERALD {]963) com hamsters 

convencionais e ratos gnotobiótos indicaram que o 

processo de cârie pode ocorrer na presença de mo

nolnfecç~es com bact~rias do genero St4eptocoecu6 

espécie mu:tanb. 

Observaç~es mais recentes mostraram a po~ 

sibilidade de algumas amostras de estreptococos iso 

lados de humanos determinarem cârles naqueles ani

mais de laboratório enquanto que outras amostras são 

í ncapazes de fazê-lo (ZINNER e col . ., 1965; 

1.966). 

KRASSE"' 

As características bioquímicas e sorolôg~ 

cas dos estreptococos cariogênicos para o homem sio 

semelhantes àquelas dos que determinam cãries em roe 

dores. 

Esses microrganismos, do homem e de ro~do 

res, sintetizam grandes quantidades de polissacarí

deos extracelular, principalmente a partir da saca

rase. Quando crescem em caldo sacarosado, a produ

ção de tais polissacarÍdeos dá origem a massas bacte 

rianas de consist~ncia gelatinosa que aderem nas P! 

redes dos frascos de cultivo. Essa ocorrência sug~ 

re que a forrnaç~o desses polissacarÍdeos tipo dex-
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trana, podem ser responsáveis pelos acúmulos de 

bactérias na placa dos dentes de animais inoculados 

com bactérias cariogênicas. 

Durante os Últimos 20 anos, S:tll.. mutan-4 

tem despertado particular interesse nas pesquisas s~ 

bre cárie. Assim, os esforços dos investigadores 

se concentram no sentido de desenvolver métodos sen 

sfveis e rápidos para identificá-lo dentre os de

mais componentes da flo-ra oral. 

Baseado na sua capacidade de crescimento 

em elevadas concentraç6es de sacarose foi empregado 

o uM.itis-saZivarius-ágar 11 (CHAPMAN.,. 1946) que dom i-

nou várias técnicas culturais. Esse meio encerra, 

além de peptonas, sacarose a 5% e substâncias inibi 

deras como o cristal violeta, trypan blue e teluri

to de potássio. 

A partir desse meio, várias modificações 

foram introduzidas no sentido de torná-lo mais sele 

ti v o. Todavia, o nGmero e a morfologia das colô-

nias variam de acordo com o meio empregado. As dlfe 

renças mais 
. . senslVB!S nos isolamentos segundo os a~ 

teres, s~o verificadas entre os meios com bacitraci 

na MS B e com sul f a ( M. C. ) . 

SHK.&AIR & KEENE (19?4) -na o observaram 

inibiç~o de amostras pertencentes ao sorotipo d,qua~ 

do usavam o "Mitis-salivarius-&gar'' com sulfa. Iso

laram nele, o tipo d sendo que 4 das mesmas eram re 

sistentes ao sulfatíazol. 

EMILSON & BRA'l".:.'HALL (1976} realizaram um 
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estudo comparativo entre varias meios de cultura 

verificando que cultura pura do sorotipo a nao cres 

cia em MSB ( 11Mitis-saiú;arius-5gar 11 com 20% de saca 

rase e 0,2U de bacitracina), assim como do soroti 

po de g não se desenvolviam no MC agar (meio de 

CARLSSON com sulfadimetine a 0,1%). No entanto,qua.:::_ 

do se tratava de culturas isoladas recentemente de 

placas humanas, observaram que amostras de St~. mu

tavt.ó isoladas, 9 de sorotipo d cresceram no MC ágar. 

Argumentaram ainda, com relaç~o ao sorotl 

po a, que pelo fato de ser muito raro na Suécia ne

nhuma amostra do mesmo foi isolada das placas semea 

das no MSB ãgar. 

LITTLE e col. (19??), verificaram que a-

mostras representativas do sorotipo d foram inibi-

das em meio contendo 0,1% ou 0,005% de sulfaxasol. 

Por outro lado, constataram que uma amostra dos so

rot i pos a, b, e, e não cresceram também em presen

ça de sulfa. 

Consideraç~es podem ser feitas com r e 1 a-

çao a outros componentes dos meios de cultura empr! 

gados. 

Os mesmos autores LITTLE e aol. (1977) ve

rificaram uma reduç~o do n~mero de col6nias que va

riava em torno de 6% para o sorotipo da 25% para o 

b quando o teluri to de pot.3sslo era adicionado ao MS 

agar. 

Esses resultados confirmam aqueles obt i-

dos por SYED & LOESCHE (1973), que encontraram uma 



diminuição de 3 a 4 vezes o numero de 

nessa condísão. 
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S.:ttL. muta».6 

Por outro lado GOLD e col. (19?3) referem 

que a adição do referido sal no MS não afeta o cres 

cimento do SttL. mutan~. 

Levando em consideração essas conclusões 

colhidas na literatura, propuzemo-nos a realizar 

um levantamento da incidência de SttL. mutan:h em es

colares da região de Piracicaba, empregando o meio 

de IKEDA & SA!/DHA/1 (19?2). 

Esse meio i seletivo porque na sua compo

sição a sacarose i empregada numa concentração fi

nal de 40%. 

-Quando sao feitos isolamentos e contagens 

de SttL. mutanh em material de placa, grandes quantl 

dades de meio são utilizadas, nestas condicões, em 

1 itro de meio devem ser usadas 400 gramas de sac~ 

rase pró-análise, o que o encarece sobremaneira. Pe 

la facilidade de se preparar esse meio e no sentido 

de torn~-lo menos dispendioso, resol~emos 

tuír a sacarose pró-análise, -por açuca r 

substl

comerclal 

(açúcar União) e comparar os resultados obtidos. 

Na Tabela relacionamos o -numero de colô 

nias de S.tJL. mu.tanb isoladas na diluição l0- 7 no meio 
-MS adicionado de sacarose pura ou açucar comum, na 

porcentagem final de 40% e sob condições de 

ç~o em anaerobiose e microaerofil ia. 

incuba 

De cada placa colhiam-se algumas colônias 
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que apresentavam diferenças morfológicas e outras ni-

tidamente típicas, semeando-as em tubos com caldo 

de tlogl icolato. Fazia-se o controle de pureza pe-

la coloração de Grame a seguir realizavam-se as pr~ 

vas de fermentação de manitol, sorbitol, rafinose,m~ 

libiose~ manitol sem e com 2U de bacitracina e a prs: 

va de hidról i se de arginina~ 

De acordo com esse esquema de SHKLAIR & 

KL'ENE (19?4) foi possível ver i ficar que as amos-

tras crescidas em ambos os tipos de melo,pertenclam 

aos biotipos b, c., d, e.. Não foi possível detectar 

características morfológicas das colônias pecul ia-

res dos diversos biotipos em nenhum dos dois meios. 

Alguns trabalhos mostraram que a aparente 

prevalência de certos biotipos pode ser influencia

da pelo meio usado. 

De acordo com os resultados que se obteve, 

o meio util lzado, tanto com sacarose como com açu-

car comum permitiu Isolar amostras do biotipo d, 
o que denota que o mesmo nao é impediente para esse 

grupo. O sorotlpo a nao foi isolado de nenhuma das 

placas coletadas, de sorte que nada se pode afirmar 

com relaç~o ao crescimento ou nio do referido grupo 

nos meios empregados. 

A análise das Tabelas 2 e 3 mostra que o 

maior nGmero de placas que apresentou maior numero 

de co16nias de St~. mutan~ foi entre O e 150. 

Deve-se ressaltar porem, conforme os re-

sultados da Tabela que a variaç~o do nGmero de co 
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16nias relativa a uma mesma placa i pequena quando 

se ~mprega o açucar comum ou sacarose prõ-anál i se, 

contudo) o seu n~mero varia de uma placa para outra, 

conforme o esperado, pois uma série de fatores in

terferem no desenvolvimento da microbiota oral. 

A distribuição é semelhante quando se con 

sidera o meio com sacarose pr6-anilise ou o 

com açGcar comercial incubado nas diferentes 

s~es de· oxig~nio. 

Esses dados são. importantes porque 

meio 

ten-

falam 

favoravelmente a substituição da sacarose pura pela 

comercial. 

Quando se faz necessário apenas o i so 1 a-

menta de S~n. mutan6 sem necessidade de quantifica

ç~o e mesmo nos trabalhos em que há necessidade de 

contagens do número de colônias a modificação é ain 

da vantajosa pois, segundo a análise estatística,mo~ 

trou-se que as contagens são similares. 

As colônias que cresceram nos dois meios 

eram bem parecidas e de um tipo só, rugosas e eleva 

das, sendo que o halo de pol issacarídeo ao redor 

das mesmas era mais abundante no melo com açucar co 

mum (Fi aura 5, p~gina 24). 

Essas caracterfsticas coloniais confirmam 

os resultados de IKEDA & SANDHAN (1972) no entanto, 

contrariam as observaç6es de LITTLE e col.(1977}~s! 

gundo os quais a morfologia atípica observada com 

diversas amostras no MS 405 e MS dificultariam o re 

conhecimento de amostras positivas. 
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Um fator preponderante na formação da pl~ 

ca dental está representada pelas diferenças de sen 

sibilidade ao oxigênio molecular pelas bactérias 

componentes da flora daquela estrutura. Os estrept~ 

cocos cariog~nicos, ao menos na fase de isolamento 

inicial, crescem melhor em ambiente de anaerobiose 

embora sejam anaeróbios facultativos. Assim, ARANKI 

e eol. (1969) trabalhando com placa gengiva! mostra 

ram que contagens maiores de bactérias viáveis eram 

obtidas com o m~todo de anaerobiose continua quando 

comparado com o emprego de jarras anaeróbicas. 

Por sua vez, JORDAN e cal. (1967) compar~ 

rama eficiência da t~cniia de Hungate (tubos em ro 

tação) com o método das jarras, em aerobiose e anaero 

biose, concluindo que melhores resultados sio obti 

dos com a técnica de Hungate no isolamento de bacté 

rias de amostras orais. 

Essas investigações forneceram dados so 

bre a variabilidade de resultados conforme as técni 

cas de anaerobiose empregadas. Outros autores estu 

daram a eficiência de vários meios de cultura incu

bados em diferentes condições de anaerobiose, sobre 

o Isolamento de bactérias de diferentes tipos de pl~ 

ca dental. 

Assim, GILMOUR & POOLE (1970) verificaram 

o efeito estimulat6rio da hemina e outros 

tes no Isolamento de bactérias de placa, 

nutrien 

mas suas 

observações se limitaram as amostras cultivadas ap~ 

nas em jarras de anaerobiose. 

8YED & LOESCHE (19?3) investigaram a in 
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fluência de vários meios de cultura, inclusive o 

incubados em anaerobiose n~itis-salivarius-&gar", 

pelo método convencional das jarras (colheita e se 

meadura do material em aerobiose e lncubaç~o em an! 

erobiose) e em anaerobiose pelo m~todo de anaerobi~ 

se contínua. Como conclus~o dos seus estudos r e s-

saltaram o valor do meio de cultura 11M 10 SB de 

CALDWELL & BRYANT (1.966) para o isolamento não sele 

tivo de bactérias de placa, bem como 

de S-tft. mutanh e Sttt. m..<..ti.6. 

para contagem 

Recomendaram_esse meio como ideal para o 

cultivo em anaerobiose convencional. Pelo fato de 

conter Dithiothreitol (DTT), componente que resiste 

a oxidação sob condições de aeroblose, favorece a 

manutençao da viabilidade bacterlana durante os pr~ 

cedlmentos de colheita, semeadura e lncubaç~o do ma 

terial de análise. 

Empregando o meio MS com 40% de sacarose 

ou açucar comum, procuramos ver i ficar a influência 

dessas condições de cultivo. As placas apos semea-

dura eram incubadas em duplicatas em jarras com 

''Gaz-Paek'1 e em jarras cujo consumo de oxig~nio era 

feito por um pedaço de papel em chamas{BV?RO!JS., 1963) 

ou seja em condições de microaerofil ia. 

Ap6s o crescimento, foram feitos as con-

tagens das colônias e a seguir, a análise estatísti 

ca. 

A análise da variâncla, apresentada na Ta 

bela 4 mostra valores F significantes, ao nível de 

1% para condição de incubação (mlcroaerof! lia e anae 

robíose) e para placa. Isto signifíca que tanto 
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as condições de incubação com a placa sao fatores 

que determinam a variação na média de número de co

lônias. 

Portanto, segundo as condições apresent~ 

das na Tabela 4 é fáci J ver, observando-se a Tabe-

1a 5 que o número de colônias, em condições de mi-

croaerofl lia~ em média menor que o número de colô

nias em condições de anaerobiose. 

Conclui-se que na quantificação de SX~. 

mutan6 as placas semeadas devem inicialmente,ser in 

cubadas em anaerobiose. Nas condições de microaer~ 

fi lia, onde o consumo de ~xig~nio se faz através da 

queima de um pedaço de papel. o número de colônias 

que se desenvolvem é sempre menor. Outra observa-

ção a assinalar é a de que os tubos contendo o melo 

de CTA com os virias açúcares (provas da fermenta

ção), quando incubados nas condições de microaero

filia descritas, proporcionam uma viragem do meio 

em 24 horas; em aerobiose essas viragens é bem mais 

lentaj ocorrendo de maneira visfvel por um perrodo 

superior as 24 horas. 
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VI- CONCLUSOES 

Analisando os resultados obtidos na 

sente investigação, podemos conclui r que: 

1. St~eptococcut mutant podem ser 

.34. 

pre-

i so 1 a-

dos empregando-se o meio 

IKEDA & .SANDHAN (1972). 

seletivo de 

2. Nesse meio, a sacarose pró-análise po-

de ser substituída por açucar comer-

cial (União) o que torna bem mais eco

nômico. 

3. Os diferentes biotipos cresceram no r~ 

ferido meio seletivo original e no mo

dificado, excluindo-se o biotipo a que 

não foi i solado em nenhuma condição. 

4. A incubação das placas semeadas,em ja~ 

ras de anaerobiose ''Gaz-Paek" propor

cionou maior rendimento que em condi

ções de microaerofilia. 
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VII- RESUMO 

Desde que FITZGERALD & KEYES (1960) mos-

traram que StA. mutan~ determinam formaç~o de cirie 

em animais "germ-free" procuraram os pesquisadores 

formular um meio de cultura que permitisse i so 1 a r 

os estreptococos da boca e dentre eles Stn. mutan~ 

especificamente. 

-Uma s~rie desses meios sao empregados, a-

tualmente, com a final idade referida. Todavia, to-

dos eles apresentam essa característica e algumas 

desvantagens mais ou menos significativas, conforme 

o meio empregado. Em nosso trabalho optamos 

meio com 40% de sacarose, em concentraç~o 

substitulda pelo açGcar comum. 

pelo 

final, 

O material foi colhido de 40 escolares cu 

ja idade variava entre 9 a 14 anos,colhido das fa

ces vestibulares de molares super1ores,homogenizado 

em frascos com p~rolas de vidro,contendo como di

luente, salina com 0,05% de extrato de levedura; a 

proporção usada foi de 1 rng/ml do diluente; ai íquo

tas de O, 1 ml da diluição 10- 7 foram semeadas em pl~ 

cas contendo o meio de cultivo 11 Mitis~saZivarius~ágar 11 

com 40% de sacarose ou 40% de açGcar comercial. 

A incubaç~o procedeu-se em anaeroblose e 

microaerofi 1 ia. 
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Os resultados encontrados na pesquisa es

tão expressos em tabelas e his~ogramas com tratamen 

to estatfsticos que permitiram avaliar as condiç6es 

experimentais pesquisadas. 
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