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Capitule 1

INTRODUCAO

A 1mportancla do prnble
ma da carie dental Revisao
da 11teratura sobre bacterio
logia da carie dental, com -
especial referencia aocs es-
treptococogs. Proposigoes da
pesgquisa,

1.1 - A importancia do problema da carie dental

4; flora microbiana oral, dada sua complexidade e fre-
gqlientes variagoes, tem estimulado os investigadores na  execu~
¢do de trabalhos relacionando-a a alteractes patologicas sedia-
das na boca,

Dentre os problemas orais, a carie dental ocupa  lu~
gar de destagque por sua alia prevaléncia: 99% ou mais da popula
¢hs civilizada & acometida por tal processo, sendo, pois, um
problema da Safide Piblica {(CHAVES, 1960; VIEGAS, 1961). Obvia-
mente traz transtorpos aoc individuo acometide, tais como:

a. Alteracoes mastigatorias;

b, Alteracdes estéticas;

: c.-Dificuldades fgnéticas;
d, Ser caus& indireta de periapicopatias, pericdonto-

patias e maloclusoes;
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¢, Alteracoes generalizadas, condicionadas pelas alfe
ragoes anteriores, bem como pela dor e pelo foto
de infecgao que com fregiiéncia se instala;

f. Problemas financeirss.

Sua etiologia, contudo, ainda € incerta, embora ja -
possamgs contar com numerosos trabalhos dirigidos para sua elu-

cidagdo,

1.2 - Revisfio da literatura sobre bacterioclogia da ca

. . Bl »
rie dental, com especial referencia apgs estrep-

tococes _

Tomando como ponte de partida a lesio cariada, e a sa
liva intimémente ligada a ela, a bacteriolegia da carie tem si-
do estudada nos seguinties aspectos:

a. Exploracadoc da flora oral presente na sallva;

b, Identificagao das bacteérias que habitam a placa -

dental;

¢, Estudos complementares desses germes "in vive" &

"in vitre™,

O0s trabalhos que visam estabelecer diferengas nas fleo
ras orais de pessoas com alta e com baixa incidencia de carie,
baseiam~se principalmente na quantificacho de determinados ger-
mes; qualitativamente, diz-se, as floras sao similares.

Lactobacilos, estreptococos, actinomicetos, leveduras,
ou associagaes desses germes, tem sido incriminados nos proces-
sos cariosos, nao somente pelo fato de se contarem em maior ot~
mero em bocas portadoras de dentes cariades, como por serem tam
bem relativamente acidogeénicos e acidiiricos. Bstes estudos en~
contram, pois, apsio nas investigagoes pioneiras de W, MILLER -
que, em 1890, estabeleceu os fundamentos para o atual conceito
da etiologia complexa da carie, postulando a teoria quimico-pa-
rasitaria gue responsabiliza os acidos produzides pela microfic

ra oral a partir de alimentos carboidratados,
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Um revisao hibliogrifica nos torna credenciades a afir
mar gue, entre gs'agentes etiologicos bacteriancs, o8 lactobaci-
los foram considerados por diversos investigadores como o5 mais
significativos, Os estreptecocos, no ultimo decenio, tém mereci~
do a atencao de pesquisadores que, em explorageoes da microflora
oral, os tem isolado em nimero superior aos das demais bacterias,
revelando-se o seu poder cariogenico em inoculacoes experimen~
tais em animais sem flera (Ygerm free") e em gnotobiotos, {*)

Fato de grande importancia foi apresentads em 1897 por
L. WILLIAMS, que evidenciou, atraves de uma série de fotemicro -
grafias de secgoes de dentes, "massas de microorganismes" aderi
dos as superficies dentais, Salientou gue a massa de micreorga —
nismos era encontrada recobrinde a superficie do dente onde se -
instalaria o processo de carie. Considerava esta massa tao ade-
rente e densa que tornava improvavel que ¢ esmalte fosse afetado
por outres acidos que ndc os formados abaixo dela,

BLACK (1898) referiu~se a elas como "placas microbia--
nas gelatinosas do Dr, WILLIAMSY, introduzinde, pois, o termo
fnlaca” na literatura odontologica,

Atualmente, o que poderia ser dito sobre placa'dental,
& gue se trata de uwma estrutura aderente que se forma sobre 0
dente, composta principalmente de béctérias produtoras de dextra
na {polissacarideo extra-celular); e que a freqliente ingestao de
sacarose {o acucar comum) na alimentacao, determina comprovade e
pronunciado aumento de volume e de numero das mesmas, Obviamente,
sao distintas dos depﬁsitcs de materia alba, gue & de colnragﬁa
esbranquicada, de pouca consistencia, usualmente associada a hi-

giene oral deficiente,

(*) Como se sabe (FITZGERALD, 1963), animal destituide
de microbios ('germ free") corresponderia a um animal totalmente
isentc de microbios; o térmo gnotobioto, a um animal do gual se
conhece bem a flora limitada; e, enfim, animal convencional, ao
comum, com a flora gque lhe & habitual,
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Em relagdc ao prognostice de uma placa dental vir, ou

L . + & . M » .
nag, determinar carie, tem gune ser ressaltada a existencia de fa
tores adicionais essenciais (V. adiante), 0 gue poderia ser afir

mado & que a tendencia maior de uma placa dental em relacan & ca

e o

rie, e determinar a sua formacao.

A lmportancia principal deste tipe de trabalho & reco-
nhecer a causalidade de espécias bacterianas no precesso de le~
soes cariosas para que métodos de contrdle especifico possam ser

empregados.

GOADBY (1910), que acreditava ser o Bacillus necroden~

talis (Egctahacillus acidophilus) o responsavel pela descalcifi-

cacao do semalie e da dentina, mudou de opinilo, passando a sus-
peitar firmemente que certos estreptococos fossem os causadores
de caries,

HARTZELL & HENRICI {1617) observaram que os estrepioco
cos viridans eram encontrades constantemente nos bordes de ca-
ries avangadas, e tambem nas camadas profundas, sendo mesmo en-
contrades em culturas purag e que, devido a seu aparente poder -
invasor e a¢ao necrotizante, deviam ser os responsaveis pele pro
cesso carioso,

CLARKE (1924) isolou de caries incipientes um estrepig

coce a que denominou Str. mutans, descrevende, denire suas prin-

¢ipais caracteristicas, a rapida producac de acido, mudando o pH
do meie de 7,0 para 4,2 em 24 horas. Acreditava que o8 baciles
acidofilos apareciam como invasores secundarios, favorecides pe-
la reacho acida da lesao. A morfologia das diminutas cadeias de
cocosS que aparecia, Quanda a reagaoc do meio era neulra, apresen~
tava variacao, tomando a forma de um bastonete, guande a reagas
era acida, Convem, entretants, lembrar gue o pleomorfismo e uma
regra geral entre os estreptococos,

MACLEANS (1927) confirmou os trabalhes de CLARKE (1924}

incluindo uma descrigio diferencial entre o S8tr. mutans ¢ o Ba~

cillus acidophilus, O Str. mutans fermentava com regularidade a
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glicose, lactose, rafinose, manita, inulina e salicina, produzin

do acido, sem gas. 0 Bacillus acidephilus nao apresentava conse

tancia nas fermentacoes dos carboidratos, porém, a glicose, lac-
tose e sacaroge eram fermentadas usualmente.

ANDERSON & RETTGER {(1937), fazendo estudos em 65 indi-
viduos portadores de varios graus de carie, deram maior importan
cia aos estreptococos gue aos lactobacilos, néo somente pela sua
natureza acidogenica come também por serem isclados, com maior -
freqliencia, a medida que o indice de carie aumentava,

BIBBY & VAN KESTEREM (1939), fazendo culturas quantita
tivas de bactérias da saliva, obtiveram maiores contagens para
o8 esirepiococes do gue para os demais germes; concluiram que os
estreptococos fermentavam os carboidrates, mais rapidamente, que
os lactobacilos, indicando, pois, que agqueles deviam ser mais im
pertantes nos proCessos carissoes,

HAMMOND (1939} isolou de dentes cariados, o Str. viri-
dans em colonias lisas e rugeosas. Quando, das colonias rUgosas
se obtinham colonias lisas, a micromorfologia, que era bacilar,
filamentosa reta, endulada ou enrelada nas primeiras, passava a
cocdide aos pares, ou em pequenas cadeias, nas segundas, Os mi-
crorganismos integrantes dessas colonias lisas eram hgbeis forma
dores de acido {pH 4,4-4,8) em caldo dextrosado de pH 7,0. Pro-
vande sua participacao nos processos cariesoes, reproduziu carie
"in vitro'" colocande incisivos, caninos ou pré-molares (recém-ex
tragdas, préviamente esterilizados e recobertps por cera nas -
suas porcoes radiculares), em tubos contendo caldo dextrosade a

1,0% de pH 7,0, 0 melio era incculado com Str, viridans vindes -

de colonias lisas possuidoras somente de formas cocdides, O cal-
do era renovado semanalmente, Os dentes foram examinados apos
14,23 e 31 dias, 3,4 € 6 meses. As primeiras erosoes do esmalte
foram notadas acs 14 dias. Prepragbes histologicas revelaram a
presenca de microrganismos no interior dos canalicules ap55 3 ou

mais meses, sendo observados bastonetes, cocos e fTilamentos re-
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tos ou enrclades, Comentau proponde similaridade desses micror-
ganismos agueles vistos par MILLER {1883) quando fez léminas a
partir de dentes com caries naturais.

HAMMOND & TUNNICLIFF {(1940) ampliaram gs trabalhes de
 HAMMOND {1839}, utilizando 20 dentes, Quatro déles foram toma-
dos como controle: dois colocadns em caldo dextrosado a. 1,0%,
sendo o pH baixado artificialmente com acido latieo para 4,0; -
o8 outros deis foram igualmente coleocados em tube contendo cal-
de dextrosado e incculado cem B. coli, Apos tres meses, os dois
primeires apresentaram destruicao do esmalte sem invasac dos té
bulos por bactérias. No segundo controle, o pH girouw em torno
de 4,8; descaleificande o esmalie e revelando apenas bastonetes
no interior dos canaliculos, Nos dezesseis dentes basicos da ex
periencia foram observados: destruicac do esmalte ja aos i4
dias e, apos tres meses, penetracdc de germes s0 em forma de co
cos pelos canallculos, com aspecto semelhante ao de caries in-
cipientes naturais, Aos 4 meses, encontravam-se nos canaliculss,
além de cocos, ﬁamhém bastonetes e filamentes como nas caries -

= @ -
naturais avancadas, demonstrande que o Sir, viridans, nas Ca-

ries avangadas, pode assumir a micromerfolegia das culturas ru~
gosas, que estariam a sugerir a presenga de outras espécies bac
terianas quando, na realidade, 56 temos uma presente,

BIBBY e colab. (1942} confirmaram os resultados ante~
riores acima referidos (BIBBY & VAN KESTEREN, 1939) bem como, -
constataram diferencas na rapidez da produgac de acido entre al
gumas amestras de estreptococes, Salientaram que determinados -
estreptococses parecem especialmente adaptades a produzir acidos
em presenca de esmalte e dentina; observaram também; que o pH
nunca caja abaixo de 5,0, o gue indicava ser este o ponto eriti
co para a desmineralizacao do dente; constataram a existéncia =
de uma relacao direta entre a quantidade de dente desmineraliza
do ¢ a acidez titulada,

TEFFT (1942), baseande~-se em estudos anteriores sobre
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a otorrencia dos estreptococos na cavidade oral, prapos a 51gn1~
ficancia destes estreptococos na producao da carie dental,  Am~
pliou seus estudos (TEFFT & BIBBY, 1940}, isolando e classifican
do 438 amostras de estreptococos orais, nao hemolitices, pelo me
todo de identificagdo preconizado por SHERMAN (193?), encentran-
do:

220 amostras de Str, salivarius

110 " Str. faecalis

108 " S5tr. lactis

Indicou a possivel significancia desses estreptococos

na carie dental pela habilidade acidogenica do Str.faecalis e

pelas largas contagens ebtidas com os Str, faecalis e 8Str, lac-

tis de material vindo de dentes cariados.

HARRISON (1948}, em trabalhos em que verifica a presen
¢ca de estreptococos e lactobacilos na carie dental, concluiu gue
esses dois germes esiao intimamente ligados ao problema. A
sociou os estreptococos A carie avangada da dentina, responsabili
zando os lactobaciles por lesOes iniciais no esmalte. Nao mencip
nou, contude, a possibilidade de outras bactérias estarem impli-
cadas no processo, _

BELDING (1948} e DELDING & BELDING (194Ba, 1948b) pu-
blicaram uma série de estudos em gue torrelacionam a dieta (*)
rica em carboidratos & carie dental, Citam o exemplo dos nativos
havaianos ¢ os colonos de Tristao da Cunha, cujas dietas eram ri
cas em determinades carboidratos gue nao a sacarose, e_cujbs'inw
dices de carie eram diminutos. Quando incluiam, porém, sacarose a
essas dietag, verificavam sensiveis aumentos nesses indices, In-
terpretando a ocorrencia, indicaram gue a inclusao da sacarose .
determinava um aumento do numero dos estreptococos, fato que de-
nominaram Yestreptococose alimentar”, Esta alteracgao da flora de-

senvolvia a capacidade de produzir acido a partir da maioria dos

(*} Empregamos o t8rmo dieta no mesmo sentido que co-
mumente empregam os anglo-saxces, isto e, como diz PINTO (1962),
YRegime alimentar®,
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alimentos adocicados, criande um gmbiente favoravel ao apareci-
mento dos germes acidofilos, entre os quais, os lactobacilos, -
que por sua simultaneidade habitual, foram relacionades A carie

de modo similar ao que relaciona certos indices colimetrices A

ocorréncia de febre tif&ide_ 0 Sir. odontolyticus (Str. saliva
rius) foi o responsabilizado... i

WILLIANS e colab, (1950) verificaram enterococos, lac
tobacilos e leveduras na saliva humana, encontrando, entre os

primeiros, a seguinte ordem de ocorrencia: Str, faecalis (B2,2%),

§tr, liquefaciens (11,1%) e 8ir. zymogenes (6,6%). As analises

revelaram que altas contagens de lactobaciles e baixas  conta-
gens de leveduras foram obtidas quando os enterococes estavam .
presentes. 0s dados, entretanto, nao revelaram que os enteroco=-
cos pudessem servir como indice de presenga ou ausgncia de ca-
rig dental, entre os pacientes de quem a saliva foi obtida.

STRALFORS (1950), investigando a bioguimica da placa
dentyl, estabeleceu gue os acucares difundidos nas placas den-
tais eram transformados pelas bactérias em acido litico, Sendo
a ingestac de acucares freqliente, a concentracao de acido lati~-
¢co na placa e alta; o acido, nao podende difundir-se na saliva,
promove a descalcificagao do esmalte., A taxa de produgao de aci
do pelos componentes da flora foi estudada, sendo os estreptoco
cos descritos come os mais acidogenicos,

SHIERE (1951) apresentou um complets estudeo sobre o

8tr. salivarius, do qual resultaram as seguintes conclusces:(a)

0 Str. salivarius ¢ habitante normal da saliva, (b) Bstatisti--

cas evidenciam gue sua freqiiéncia & diretamente proporcional ao
numere de superficies cariadas, {e} Metaboliza carboidratos mu-
dando o pH para 4,0 a 5,0, suficiente para descalcificar o es~
malte, {d} "In vitro" tem produzido erosces do esmalte, (e) Con
verte, com regularidade, alguns carboidratos a acido latico, -
{(£) Podq  ger consideradas como agentes putenciais da cérie,a.

MORRIS (1954), continuande uma serie de estudos porme
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norizados sobre a flora da cavidade oral, verificou que, na sali
va, os estreptococos;

a) Constituem o grupo mais numeroso da cavidade oral,
qualquer que seja a situacdo quanio a prevalencia de carie;

b) As especies Str, salivarius, Str, mitis, Str, equi-

nus, Str. brevis, Str. pyogenes, Str. faecalis e cutros enteroco

cos, bem como o Str, pneumoniae, foram isclados tanto de bocas

com dentes cariades come nao-carigados. Descreveu, tambeéem, grande
numero de estreptococos heteragenicos, que nao puderam ser enqua
drados em nenhuma das especies existentes;

¢} 0s estrepfococes encontrados mais freqientemente fo

ram: Str., salivarius e os estreptococos do .grupo heteragénico.

e e - N
Quanto & relacao desses estreptococos com a carie den-

+ el
taria, encontrou:

a) Algumas amostras de Str. salivarius, vindas de bo~

5 . + A . rl -
cas cariadas, atacavam maior nmumero de carboidratos, porem nap
foram constatadas diferencas nas propriedades aciduricas e acido-

bl 13 * g -
genicag, segundo sua proveniencia;

b) 0s Str. equinus e Str. mitis foram observades em bo
. 4 . £ '
cas geralmente com baixo indice de carie;

c) @ Str. faecalis foi encontrado com graade freqiien-

¢ia em bocas de carie ativa,

KRASSE (1954¢) condensando os achados de uma serie de
trabalhos (XKRASSE 1953, 1854a e 1854b), refere que:

a} A flora oral varia de uma parte para ouira na boca
e a propor¢ac de organismos na saliva difere largamente., Conse-
gentemente, a flora da saliva estimulada nem sempre e represen-
tativa da flora da placa. Assim no uso de material de prova:

1. A saliva estimulada pela parafina pode ser usada na
correlacdo de lactobacilos e Candida e a carie dental;

2, A fiora da placa dental permite correlacionar, es--
treptococos e outroes germes.acidog%ﬁices a carie dentalj

3. 0 material de placa dental e nao da saliva pode ser
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usado quando a inter-afinidade de varios organlsmos e a carle es
tao sendo 1nveat1gadoa mutuamente.

PIGMAN e colab, (1954), com experiéncias.firmadas em
trabalhos anteriéres, empregando um aparelho que denominaram de
"Boca artificial®, observaram que o ataque'ao.esmalte dental so-
mente ocorria guande a gliceose estava presente no meio, e gquande
participavam os estreptococos, lactobacileos, ou ambos. Obsér#cn
também, nas mesmas condigoes, destruicdo da dentina,

ORLAND ¢ colab. {(1955), demonstraram que ratos sem flo
ra {"germ-free") nio desenvolviam caries, guando mantidos em digl
tas cariogenicas, para animais convencionais, ORLAND e colab,
(1954) observaram que caries podiam ser induzidas nestes animais
sem flora, com uma amostra especifica de enterococos, obtida de
- lesoes cariecsas de ratos convencionais., Para provar isto, utili-
zaram dois grupos de animais: um, sem flora, e outro, convencio-
nal, acs quais administraram dieta cariogenica. Verificaram que:

1. Animais sem flora, ou apenas com bacteérias pleomor-
ficas, nao desenvolveram. caries; |
| 2, Animais convencionais, apresentaram caries;

3. Animais sem flora, inoculados (via oral) com entero
cocos ¢ bacile Gram-negative altamente pfoteoiitico, ou inocula-
dos com enterocoCos e mais uma bacteria plebmérfiéa, desenvolve~
ram caries. As bactérias proteoliticas ndo aumentaram a severida
de das lesoes descritas, Para ftodos os grupos experimentais, 0
tempo minimo de observacdo, foi de cince meses,

BIBBY {1956) destacou que, na realidade, nao - existem
provas de gue um $0 organismo seja responsavel no processo de ca
rie; qualgquer germe produtor de acido pode comtribuir para a des
caleificacdo, Os sstreptococos, dada sua atividade acidogénica e
seu elevado numers na flora oral, séo de importancia evidente., -
Teceu comentirio em torno da matriz organica em que fenomenos fi
sicos podem participar.

MAHLER & MANLY (1956), trabalhando com placas dentais

- B



naturais e experimentais {(estas preparadas com amostras puras
de microrganismos orais), procuraram determinar a variacio do
pH em certas condicoes, Atraves dos resultados, puderam veri-
ficar que os estreptococos tém papel significative na forma-
cao de écida; quanto acs lactobacilos, eos consideraram de sig
nificaghio inferior devido 4 sua baixa freqﬁ%ncié de ocorren-
cia,

PIGMAN (1957) testou a acdoe cariogenica de determi-

+ = £ B 3
nados germes na "Boca artificial’, entre outres, os Str. sali

varius e Str, faecalis foram testados. Surgiram descalcifica~

¢oes que nio os eximiram da responsabilidade de agentes parti
cipantes no processo CArioso,

WINKLER & BACKER-DIRKS (1958} fizeram detalhade es-
tudo em torne da placa dental; analisaram seu mecanismo de
formagho, sua composigan, as variagdes guanto a espessura, -
composicao quimica e flora bacteriana, segundo sua localiza-
¢ao na cavidade oral, e no dente, Estabeleceram gue, pelo me-
nes 70% do volume total da placa & constituide por bacterias.
0s estreptococos sao mais numeroses, ccorrendc na  pProporgac

de 70% da flora; Neisseria e Veillonela, juntamente com as

formas filamentosss, guase interam os 100%. Lactobacilos, dif
terfides, leveduras e actinomicetos estas presentez em quanti
dades diminutas, Easea, mesmos autores evidenclaram que a que
da do pH depende da toncentracio de aciicares, do nimero de -
bacterias acidogenicas e da espécie bacteriana,

YARDENI & colab, {1959) fizeram raspagens em dentes
higiéas e em torne de cavidades cariosmas de pequena extensao;
inacularam o material assim obtido em infﬁsawaérebrmwaaragﬁoa
Dentre os microrganismos, os mais freqlientemente cbtides fo-
raum ns estreptococos micro-aercfilos, tendo sido isolados em
culturas puras a partir de Areas com tendéncia de tornarem-se
cariades. Em lesoes cariosas de alguma severidade isalar&m.né

mero proporcicnalmente grande de estreptotocos, gue evidencia
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va seu poder invasoer, 0s sstreptocecoes observados pertenciam ae
grupo viridans,

FITZGERALD e colab. (1980} procuraram reproduzir os
achados de ORLAND (1955), atraves de estudos mais acurades, Eme-
pregaram amostras de estreptococos isolados do trato oral de ra
tos portaderes de atividade cariogenica elevada; essas amostras,
entretants, nac se identificaram a nenhum dos principais grupos
conhecidos, Todes ps animais foram alimentados com a mesma die-
ta cariegenica, Caries nao foram observadas em penhum dos ani-
mais conmtrole; os moncinfectados desenvelveram, em seus molares,
extensas céries? gue svidenciavam ¢ poder cariog%nice dos estrep
tococos empregados,

FITZGERALD & KEYES {1960), com o objetivo de demons--
trar o papel etiologico dos esireptococos em caries experimen-
tais de "hamefers", izsoclaram e testaram 5 amosirasz de estreplo-
cocos, 6 de diftersides ¢ 6 de lactobacilos obtidos de  "hams-
ters' carie-ativos; foram tambem testadas, cutras 8 amostras de
estreptococos obtidas de animais da mesma especie, sem ativida-
de cariosa, Nenhuma destas amostras mosirou-se prntealitica. (g
animgis usados na experignaia eram de linhagem resistente & ca-
rie {(KEYES, 1860), sendo infectados com todos os germes isola~
dos, e alimentados com dieta caviogenica; as observagoes se pro
longaram por periode de 35 a 70 dias., Caries foram observadas
somente nos animais ingeulades, com gqualguer uma das 5 amostras
de estreptococos isoladas dos animais com atividade caricesa. As
putras bactérias foram incapazes de produsir carie. Neste mesmo
trabalho provaram a tran&mi&sibi&idhde da carie em rosdores, ob
tiveram estrepioceces resistentes & estreptomicina gue, tcontuds,
nao perderam suas propriedades cariogenicas. Colocaram numa mes
ma gaiola "hamsters" com caries desenvolvidas por esses estrep-
tococos e "hamsters" da mesma linbagem cirie-inatives, Ao fim -
de algum tempo puderam recolber das fezes e das lestes cariosas
desenvolvidas nestes ﬁltimasﬁ'estréptacaaas esireptomicinarresis

tentes.
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Tal ndo ocorria, porém, se os animais fossem mantidos em gaio-
las separadas na mesma sala, Nesia trabalhe evidenciaram tam-
bem a relativa especificidade, entre os proprios estreptococos,
em determinarem carie, vista.que.gstreptacecaa cariogenicos pa
ra o rato (FITZGERALD e colab., 1960), apesar de serem recolki
dog das cavidades orais dos "hamsters", nao determinarasm carie
a0 fim da experigncia, |

KEYES (1982) apresentou uma revisae dos entdo recen-
tes progressos microbiologicos ligados a carie dental, Desta-
cou que a atividade de carie dental 2 determinada pela interfe
rencia de trés fatores essenciais: hogpedeiro, flora micrp-

biana e regime alimentar;

Heire

Hospe,
:.=':

. Subsirato /
\, (ﬁieta)Mf

Fig, 1 - A cemplexa'eﬁiﬁlcgia da carie dental; fats-

res eassncials determinantes,

Normalmente a femea convencionar de “"hamster" trans-
mite sua flora microbiana aos seus descendentes; contude, se
alimentarmos & més com uma dieta padronizada e que contenha pe
nicilina, os filhos nascem livres de alguns germes e permane-

s L + " ¥
cem livres de caries, embora alimentados com dieta rica em car
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boidratos ¢ pobre em gorduras. Nestes animais, caries podem ser
induzidas desde que se utilize dieta cariogenica, me&ianﬁeﬁ

a) Contato com animais convencionais)

b) Inoculagdo de sstreptocoecoes indigenas dos Qaﬁvaneig
nais;

¢} Inaculaqgc de amostras de estreptococos carjogéniw
cos estrepiomicinarresisientes; _

d} A transferéncia de placas dentais de hospedeires in
fectados. :

GIBBONS & SOCRANSKY {(1962) aventaram a possibilidade -
dg sintese de polissacarideo bacteriano intracelular, tipo glice
genio~amilopectina, desempenhar papel importante na etiplogia da
carie, Numerosos microrganismos da placa dental produzem este ti
po de polissacarideo: os estreptococes, difterdides ¢ f&sohactég
rias sao os principaia-raapans&veis@ Culturas puras de estrepio-
cocos tem-se apresentado como metabolizmadores do polissacarides
armazenado, determinando a producac de acido latico., Comparagoes
entre placas dentais de pacientes carie-atives e inatives revela
ram que os primeiros contém proporc¢oes mais altas de micf&rganﬁg
mes produtores destes polissacarideasg que o8 segundos,

FITZGERALD (1963) fez consideragoes evidenciande  os
estudes realizados em animais sem microbies ("germ free") e em
gnotobiotos:

a) Estd estabelecido gue caries ndo podem ocorrer nes-
ses animais na ausencia completa de germes, mesmo gue mantidos ~
em dietas cariogenicas;

b} Monoinfecgoes vom certos estreptococos podem deter-
minar carie em ratos, desde que sejam alimentados com dieta ca-
riegénica;

¢} 0s microrganismes ate entds conhecidos como produtg
res de céries nac sao proteoliticos.

Conclue seu relato afirmade que estudos bioquimi@as -

dos estrepliocpcos cariogenicos revelaram sua grande capacidade a



cidogenica, ressaltando contudo, que & produgis de acide "ner
se" nio e um fator determinante, visto que lactobaciles ¢ oy
tros estreptococes, igualmente acidﬁgénieog, testados, nac fo-
ram indutores de aéfies* Destaca o autor ser prematura gualquer
transposicae de.aituégéu para ¢ ser humanc; contudo, estas in-
vestigacoes nao podem ser ignoradas, pois poderas servir de
apoio a futuros estudos no homem,

ZINNER e colab, (1964), com o objetive de produzirem
chries "in vitro" em denmtes humanos, e “in viwo" usando animal
de laboratdric, isolaram de chries iniciais humanas de 6 indivi
duos, 6 amostras de esireptococos, Iaoiar&m_também, de caries
de "hamster® ¢ de ratos, eﬁtreptOQQcas'que foram utilizados pa-
ra produzir anticorpos sspecificos, e gue foram conjugados ao 3
sotiocianato de fiuoxescefna, Das 6 amostrés, 4 reacionaram’ po-
sitivamente com o conjugade anticorpos-fluoresceina de  "hams-
ter™, ¢ uma, com o conjugads anticargas»fluorésceina de rato, -
D= séis isvlados humanos agraaentaraMwsé fluorescentes com am-
bos os anticorpos, porem, somente "hemisféricamente” {sic). Uma
das amestras, reacionante com os anticorpos marcades de “hams-
ter', fol c¢olocada em um tubo de cultura com dente humano . {este
rilizade ¢ aparentemente integro}. Apos 8 semanas foi constata
da chrie. Por outro lade, tubes de controle com dentes nac ino-
culados, ou inoculades com germes de reagoes aberrantes, ou aipm
da com amostra de reacsc poesitiva para anticorpes de ratos, nac
deram carie, Numa terceira série de estudos, verificaram que ca
ries em.dentea humanos podiam tambem ser produzidas com  amose
tras oriundas de "hamster" ou de ratos. Em nenhuma fase da ex-
periencia o pH descen abaixo de 6,0. Na segunda parte do traba~
iho, Thamsters' foram infectados atraves de zaragatoss gengi-
vais ou por agua infectada com cada uma das 6 amostras, ¢ com
amostras do proprio "hamster”. Foram observadas caries gquando
o estreptococo de origem humana era de reacac positiva ‘o8 an-

. ) . .
ticorpos de "hamsters” ou oriunde . déles proprics., As amostras
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cujas reagses foram aberrantes e a amostra pasitiva para anti-
corpos de rato, falharam - determinar carie, Estas ohsﬁbva-
goes sugerem gue certos astrepteeacns podem ter um papel etio-
légica em caries humanas e podem exibir reatividade crusada -
nos hospedeiros,

KRASSE (1965b), estudando as variagées da dieta e a ~
implantagao de estreptococos cariogénicos estreptomicinaresis-
tentes em dois grupos de "hamsters”, observeu que, guande se
dava uma dieta contendo 56% de sacarcse, os estreptococos eram
recuperados em large nﬁmeru, sendo Que os animais apresentavam
grande namers de céries; substituindo-se & sacarose por quanti
dade equivalente de glicose, poucos microrganismos puderam ser
recuperades, sendo ¢ numero de caries raduzidé, ou nulo.

SIMS {1965) propos-se a estudar as médias da produ-
¢ho de Gcide de &gregadea auperfihiais de lactobaciles, esirep
tocotos & outras bactérias orais., Observeu que variavam grande
mente, dependendo da inerente capacidade de producds de acide
do germe, bem como de sua concentragic numa superficie, Pelos
dados obtidos somente os eﬁtreytécacos alcan§a¢§mcancéntragﬁes
elevadas, o que féz acreditar serem sles os responsiveis pelos
primeiros ataques ac esmalte,

CARLSSON & EGELBERG (1965}, apresentands um  estuds
gue relacionava o efeito da dieta na formagae de placas  den-
tais em seres humancs, chservaram gque elas se avolumavam Quan=-
do & sacarcse era consumida em grande sscala. Se o consumo f&g
se de glicose, nac se ohservava este fato. Sugeriram gue beacw
térias formadoras de polissacarideos extra-celulares, guanido

em presenga de sacarcse, como acontece com o Str, salivarius,

poderiam estar implicadas no processoc,

CARLSSON (1965a) encontrou um nimero alte de Str. sa
livarius tanto em placas dentais como em saliva, quando era da
do ao paciente uma dieta com alte teor de sacarose; tal aac a-
contecia se & sacarcse fosse retirada da dieta, ou substitulda

pela glicose, Ubservou, entretanto, que as quantidades'dgaaes



estreptococes eram semelhantes, quer na saliva, quer nas pla-
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cas, durante o pericdo de eXperiencia com os acucares. Isto su

gere gue o Str, salivarius nas placas dentais, deveria ser con
u . P % » N

taminante a partir da lingua, seu “habitat" habitual, ¢ que -

- n#o cresciam em graus apreciaveis nas superficies dentais, nao

parecende que o str, aailvariua tivesse papel prepooderante na

formacac de placas nos yacxentes eﬂtadadusa

CARLSSON {1965h}, com bases em observagoes anteriores,
cultivou ﬁlacas dentais de trés e sete dias em Agar "Mitis-sa-
livarius", CGbservou que, pelo menos 50% das bacterias cultiva-
das formavam "zeoogléias” de firme consisténcia. Atraves de es-
tudos bioguimicos e comparacdes com culturas-padras, concluiu
gue grande numero de eatraptacacas_das placas eram semelhantes
ao Sir. sanguis,

ZINKER e vol, {1965a) confirmaram os trabalhos de
FITZGEHALD & KEVES {1960), produzindo carie em ”hémﬁter” com

amosira HS-1 de estreptococos; evidenciaram tambem que egirepe

tococos similares {amostra AHT) estac presentes em caries den-
tarias huménas, ¢ que eles podem reproduzir estas doencas no
" Phamster®, Salientaram que a técnica de usar anticorpos especi
ficos marcades com fluoresceina, facilita o reconhecimente dés
tes microrganismos. A amostira BHT, aigumas amosiras de lactoba
cilos ¢ o terceiro e ultimo grupc de reagdo positiva ass anti-
cnrpo& marcados {amostra CﬁT}, nae foram capazes de produzir -
garie nos "hamsters". Os achados permxtem gue se levante g hi-
potese de que as amostras designadas AHT possam estar relacio-
nadas eticlogicamente & cirie no homem, Culiuras obtides de 11
bocas, sem cé&iﬁg foram negativas quantc & presencga de estrep-
tococos similares sos trés grupes anteriormente descritos. E
interessante salisntar que amostra BHT & morfologica e antige-
nicaﬁente semelhante a amostra de egtreptacacas cariegenicos ~
para ¢ ratp {(FiA-l) (FITZGERALB e colab., 1969) ¢ que ZINNER ¢

colab., {lgﬁab) induzirem ciries em ratos com essa amostra,
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ERASSE (1868), no estudo de 2 {dois) pacientés alta-
mente cérieugtivas ohservou que, quande placas dentais désses
pacientes eram cultivadas em Agar "Mitis-salivarius”, as colf-
nias de estreptecocos observadas eram merfoldgica e bioquimieﬁ
mente ssmelhantes aquelas das amostras indutaras de caries em
Thamsters”, 4 intrsducas destas amostras em cavidade oral de -
"hamsters™, desde gue alimentados com dieta cariogenica, deter
minavamcarie, '

GIBBONS e colab. (1966) isclaram de lesoes cariosas
humanas, estreptocoCos que provaram ser cariogenicos guande =
testados, em culturas puras, em.ratos gnotobiotos,. Observaram
tambem, que; nem todos os estreptococos presentés em NUMerys @
levado nas lesoes caripsas humanas, sdo cariogénicos em culiu-
ras puras; as caracteristicas biequimicas e sorologicas dos es
tréptocacgs cariogenicos humanes, indicam que sao similares -
aps estraptotocos ﬁéa raedofea§ farmam'grandes guantidades de
polissacaridess intracelulares que sio catabolizados guande o
contefido do meio em carboidratos ¢ escassog gintetizam ainda -
paiiss&carideas extra~celulares (cépsuias); de material some-
ibhante & carboidratos, & partir da sacarose, A0 passe que as
amostras nag-cariogenicas formam guantidades menores, sugerine
do pois, que, a formacdic de capsula seria de gramde importan~
cia no processy cariogenico, Constataram ainda que os microrga
nismos carisgenices, quando cultivados em calde hipersacarosa-
do, sho observados aderén&%sés paredes do tubo, formando massa
gelatinosa; bem como que, as caries produzidas pelas diferen
tes amostrasz, determinam lesces cariosas em locais diferentes
do dente,

JORDAN & KEYES (1966) investigaram um metods para es
tudar "in vitro” a formacioc de placas e de lesdes carivsas. Es.
treptococos reconhecidos como cariag%micas formaram placas vo-
lumosas em: dentes higidos, dentes de porcelama ou acrilice, =
rolha de vidro e fio de ago inoxidavel esterilisados (120°C-20
min.}, sendo expostos para o crescimento de microrganismos, as
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diferentes &uperficies foram mergulhadas sucessivamente: al} duw
‘rante 3 horas em caldo contende 0,1% de sacarose e previamente
incculade com uma culiura recente de estreptacocos;'h} durante

1 hora em $qlu§§0 de Bacaross 5% @ RgﬁPﬁ4 {(0,1%) de pH final
7,0; ¢) durante 3 horas em solugao de saliva sintetica (meio 1i
guide contendo mucinal). Apos 3 dias verificaram-se Formacao de
pequencs ﬂédulas de aumento progressivo, ac fim de 2 semanas ob
servaram-se grandes deposicoes. Estrepitococos nao cariogenicos
néo formaram placas, A sacarose foi requerida para a producioc
de placas nze pedendo ser substituida., A mucina sintética foi
considerada essencial para a produgic de placas neste sistema,
Organismos filamentiosos formaram placas maderaéaé. Dentes huma-
nos higidos apaﬁ 3 semanas exibiram grandes acumulos de placa e
lesbes cariosas incipientes,

GIBBONS & BAGHART (1967) propuzeram-se¢ a fazer um mi-
nucieso estudo sobre as propriedades quimicas e sorolégicas do
polissacarideo extra-celular, sintetizado pelas bacterias carip
g%nicas, bem como procuraram demonstrar sua  presenca ng matriz
da placa dental humana. Observaram inicialmente gue estes polis,.
SacarideQS'eram sintetizados por estreptococes cariogenicos de
roedores e do homem, e podiam ser descritos como semelhanites a
dextranas, As melhores condigoes para se conseguir a  sintese
dos polissacariﬂéda foram as do calde sacarssado a 10%, Observa
ram ainda exigtir similaridade entre as dextranas sintetizadas
por amostras cariogenicas de estreptococos humanos e de roedo-

res, bem como de uma amostra cariag@nica de Lactobacillus aci-

dophilus, A dextrana cobservada e relativamente resistente ac a-
tague da flora microbiana oral e forma precipitadoes insoluveis

guandoe, em contais com s%re, com saliva passada por filtro cla~
rificante, e com varias solugoes proteicas, tendo ainda o po-
der de aderir-se a hidroxiapatita pulverizada; iste sugere que
ela possa também aderir-se as superficies dentais na boca, Con~

cluiram gue a p?oéugéa de dextranas torna habeis os micrarganiﬁ
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mos formadores a constituir a placa dental que & pré-requisito
para a producis de carie dental,

JUORGENSEN & ARAUJO (1967) reproduziram os trabalhos
de JORDAN & KEYES (1966}, sendo empregado um esquema de traba-
tho mais simplificado} a formagac de placas se ded "in vitro"
na superficie de um bastio e laminula de vidro, A amostra uti-
lizada, 8L 1 cariag%nica para "hamsters", foi incubada em cal-
do com 5% de spcarose (égar Mitis-~malivarius mcdifinadb, BBL}.
A incubagao foi em microaersfilia e a transferencia da laminu-
la e bastio se deu com intervalos de 48 horas por 15 dias. Apds
3 dias peqaenas.nédulos foram observadosy com 15 dias verifica
ram-ge grandes actmulos. Nao ocorreu placa quando a glicose
foi utilizada e a deposigac ocorren na ausencia de mucina.

' KRASSE e colab, (1867) estudaram a pessibilidade de
se implantar estreptococos cariogénicos na cavidade oral huma-
na, Observaram gque tanto os estreptacacas caringénicos do ho-
mem po&xam ser 1mp1antadaa, Como tambem¥ com malores dificulda
ﬂes,_as de "hamsters”. Observaram ainda que, a _1ngeatao fre=
q&ente'de agucar comum favorece a implantagioc e que, a restri-
gao deste hidratu de carbané n%& elimina o8 estrepiococos -
marcados, porem, reduz bastante o nimers de colonias recupera-
das guandoe se faz contagem de unidades viaveis, Estabeleceram
fundamentos para a hipdétese de que carie dental em seres huma-
nos, pode ser doenga transmissivel.

CARLSSON {1967a) se propoes a estudar a distribuicas
de varios tipog de sstreptococos ndo hemoliticos em placa den-
tal e em outros lorais da cavidade oral do homem. As eXperi&Q
cias foram realizadas com 4 (gquatro) pacientes durante dois pe
ricdos de trés dias; num dos pericdas & dieta basica sra suple
mentada com freglientes ingestoes de sacarese e, no outro, simi
larmente, com a glicose, A& guantidade, em volume, de placa den
tal obtida quanda a dieta haaxca era auplem&ntada cCOom SACATOSE,

f01 signlflcantam&nte sapericr a de guando a glicose foi consy
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mida. Observou gue, das placas dentais, estrepioccocos produto~
res de ﬂextranaa, come acontece com o Str. sanguis, foram as
bacteérias dumlnantes, sendo sua prevaienci& baixa nas éemais -
partes da cavidade gral, A placa dental se mostrou tambem o

mais favoravel Phabitat" para o Sir. mutans , "indutores de ch-

rie” segundo KRASSE (1986}, Do dorse da 1ingua isolou com fre-

gliencia o Str. salivarius, mas sste estreptoceco ¢ o consti-

tuinte menos freqliente da flora da placa. Nao registrou a O
corréncia de enterococos,

DE STOPPELAAR & colab. (1967} procuraram detectar a
presen@a, em 24 (vinte ¢ quatrs) §1aeas dentais bumanas, de -
bactérias formadoras de dextrana num meio hipersacarosédu {esw~
ﬁecialmente confeccionado & base de Trypticase, extracto de le

vedo e cistina}y isclaram germes gue descreveram como semelhan

tes aos Str, bovis e Str. sanguis. Para ésses autgres, as BmOS
tras de estreptococos HS-1 {cariaggnicaa para o "hamsier®, w
FITZGERALD & KEYES, 1980}, e a amostra de estreptococs GS-5 -
(cariag%nica para ratos gnotobiotos) sao semelhantes as  Str.
bovis, 0s estreptococos "indutores de cérie" descritos por
KRASSE (1966), bem come o8 estreptococos dos Grupes I {sub-Gru
po Ii} e II de GARLSSON {1967a), este correspondente ac 8tr. mu
tans de CLARKE (1924), possuem caracteristicas comuns com o
8tr. bovis, |

CARLSSON (1967h}, tom o objetivo de tarnar mais segu
ras elmals praticas as novas pesquisas em tornc do Str.mutans,
proygs wn meic de cultura quase seletive para esses estreptoco
éaa gue permite reconhecxmentc de sua pIresenca mesSme Quse G--
Corram em pequencs nimeros (*},

MeCABE ¢ colab. (1%6?) ldeallzaram uma simplificacasc
de produgio de placa&.microbx&nas Bin vitro" (JORDAN &  KEYES

1866}, O potencial de formag8e de placas foi avaliado por com-

(*) Bese trabalho, de puhlxcagaa muito recente (dezembro de
16679, &b ehegou ap nossoe conhecimento quanﬁa j& estavam -
prontas guase todas as nossas observacoes experimentais.
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paragbes em sua habilidade de crescimento em fio de niocrémic
suspensos em calde sacarcsade (5%, giicusaﬁaé{ﬁ%) By Com émg
do {5%)}. A participacado da mucina foi testaéa'pela adigie de
0,4% de wmucina gastrica de clo a cada cultura fluida, As amos
tras indutoras de cérie em "hamsters" (E 48, origem de "hams-
tersh; SL 1, origem humana; BF 1, origem humana), formaram vi
siveis depositos em sacarcse} a guentidade obtida em BF 1 fo-
ram menores., As amostras humanas BF 1 e CHT foram as  unicas
gque formaram algum d&pésita em glicose, Organismos Tilamento-
soa foram também testados, sendo encontrado que amido tambem
favorece a ?raduggo de placasz, como a glicose e a aaéaroae,
ou mais. Mucina ndo foi requerida porem em algumds ocasides,-
melhorou a formacae de placas,
FITZGERALD e colab. (1968) com dextranages obtidas

do Penicillium funiculosum, estudaram um pas&ivel metodo  de

controle de caris, pela degradacas da dextrana formada, A U
céptihilidade ahaérvad& em placas artificiais de  conhecidos
estreptococos céricggnicaa variafam em funcdc da  dextranase
empregada (diferengas no peso molecular). Entretanto o  fato
gque pele menos alguﬁas placas bem estabelecidas foram suscep-
tiveis a desintegracho, evidencia qué este snzimo merece me-
lhores estudes "in vive",

TANZER e colab, {1968) na tentativa de determinarem,
se a formacao de plaéas dentais Yin vive" poderia ter-se ori-
ginade de wutacoes e selecoes naturais de tipos  preéviamente
nao formadores de placas na cavidade oral, selecionaram "in
vitro" estreptococos formadores de placas por uma serie de -
paésagens de Tios 6e niocromioc em caldoe sacarosads. A técnica
usada para a determinac¢ho de producas de placas foi de McCABE
{(1867); foram empregados 8 estreptococos ndo indutores de caw
rie em “hamstera" & 8 1ndut0res¢ Verlfacaram que das 8 amos~
tras naa 1ndutoras, 3 adqulr;ram a hab111éade de praduzxr pla

tas e 3 Hao. Bez amostras praduzxram placas amplam&nte. ds ex
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periencias revelam que a formagdo de placas "in vitro" & proprie
dade hereditaria, resultante de indugio enzimitica na presenca -
da sacarcse. Esta experiencia sugere uma possivel maneira pela
qual amostras formadoras de placys desenvolvem-se a partir de ou
tras nao formadoras com a capacidade de sob a influbncia da saca
rose tornarem-se mesmo mais adesivas 2 superficie do dente.
GIBBONS & BANGHART (1968) observaram formagao de pla~
cas e pstenciai cariogenico de duas amostras adicionais de estrep
tococos, tambem produtores de polissacarides extra celular a par
tir da sacarose. Caries dentasis foram induzidas com a amoatra -
552, produtora de levana, isolada da cavidade oral humana e com
a amostra SBEL, produtora de dextrana isolada do sangue de um
paciente com endocardite sub-aguda bacteriana. Observaram a neces
sidade da interacic da dieta para a producac de lesdes. A4 amos-
tra 582 formou mencores guaniidades de placas e lesses de fissu-
rasg, em ratos gnotobiotos, quando estes foram alimentados com a
dieta cariogénica 585, Com a dieta 2,000 induziram lesBes cario-
sas proximoe da raiz com perdas osseas. A amostra SBEL, com a die
ta 2.000, indugziu caries nas fissuras, faces lisas e alteracoes
osseas, Estas duas amostras nao relembram nenhuma das espécigs -
descritas no MANUAL DE BERGEY (1957), diferindo inclusive das ou
tras amostras de estreptococos indutores de carie descrites, -
pois nenhuma fermentou o manitol e o sorbitol, caracteristicas
préviamente associadag ac potencial cariogenico (FITZGERALD &
JORDAN, 1868). Por outre lado, houve falta de reatividade de al~
gumas amostras indutoras de carie, preéviemente descritas, com oz
anticorpos marcades com & fluoresceina AHT e¢ BHT descritos  por
ZINNER & JABLON (1968). Existinde heterogenidade bisquimica den-
tro de um mesmo grupo soralégica, por ex, FA 1, £ 49 & 552 soro-~
1&gicamente semelhante a BHT. Assim, 08 estrepiococos com polen-
cial cariogenico parecem ser um grupo um tanto heterogenec de or
ganismos., Contudo, os estrepiococos cariogeénicos formadores de

) ) n 1 . . - .
placa possuem algumas caracteristicas comuns, Sintetizam polissa
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caridess extra celulares a partir da sacarose (WOOD & CRITCHLEY,
1966, GUGGENHEIM ¢ colab., 1966; GIBBONS & BANGHART, 1966 FITZ
GERALD & JORDAN, 1968), Sac altamente acidogenicos (ZINNER & J3
BLON, 1968; FITZGERALD & JORDAN, 1968} sintetizam tambem carboi
dratos de reserva {intré»celulares) que podem aumentar s dura-
gao da producdo de acido (BERMAN & GIBBONS, 1965; FITZGERALD &
JORDAN, 1968). h

CAMARGO e colab. {1968} baseados nos sstudos de JOR-
DAN & KEYES (1966} investigaram a ocorrencia de microrganismos
formadores de placa "in vitroe™ com material colhide diretamente
de placas dentais, semeando-os em caldo tamponado com 5% de sa-
carose (Mitis-salivarius liquiﬁa)* empregando tubsp capilar come
superficie de deposigio do material mucilaginoso. A amostra SL
1 foi utilizada como comtirole. Placas dentais de 64 pacientes -
foram examinadas e os tubos incubados a 37°C em microaserofiliag
de cada 48 horas os capilares eram transferidos para nove caldo
hipersacarosads nao inoculado, passados antes, em salina eate- |
ril para remover o crescimento nao aderente ao capilar, Dos caw-
sos examinados:

13 apresentaram~ss negativos {-)

15 pesitivos sem crescimento saliente {+)

23 poaitivoes e saliente {++)}

13 & SL 1 positive, saliente e abundante (+++)

Esfregacos revelaram esireptococos como predominantes.
As colonias de sstreptococos formadoras de placa "in vitre" -
cresceram fortemente aderentes as paredes do tubo & do capilar,
resistinde a agitagho vigoroesa em salina.

CARLSSON {1268}, apos estudes realizados em superfi-
cigs limpas de dentes em gque analisou ns estagios iniciais na -~
formacio da agregacao microbiana da placa dental, pode concluir:

4) Existe um padric morfogenstice na formacio da pla-
ca dental. Uma pelicula, inicialmente sem microrganismes, & for
mada, Az agregacoes microbianas aparecem nos defeitos das super

ficies dentais e colonias isoladas se distribuem pela superfi-



chiey

B) A ingestao de umg dieta com alimentos de consis-
téncia branda suplementada com sacarose, resulta em placas -
dentais abundantes; '

e} Str, sanguis e 5tr. mutans estio eatre os scolo-

gicamente dominantes em placas primarias., Possuem estes ger-
mes a caracteristica de formar polissacarideos extra~celula--
res {(dextranas) a partir da sacarese, o que e de imporiancia
fundamental na formagio da placa;

\ 4} Apes a ingestdo fregliente de sacarose, uwm apre--
ciavel volume de placa dental & scupado ﬁela matriz intermi-
crobiana, composta principalmente de carboidrates.

Conclui estabelecendo que, 08 ﬁédns obtidos em uma
gserie de trabalhos permitenm indicar que os esirepilococes tem
um importante papel no estabelecimento da flora microbiana do
dente. Quando sacarose e incluida na dieta, uma alta propor--
cae destes estreptococes porduzen palissacarideas extra~cely-
lares que podem servir de mairiz na placa, prendenda as bacté
rias, e ancorande-as ac dente, o gue favorece a formagde de

placas dentais de grandes proporcoes.

1.3 - Proposicoes da pesquisa

Sendos alguns estreptococos isvlades de lesces cario
BB &e dentes humanos, capazes de produsir caries "in anima
vili® {em dentes de "hamsters” e ratos; ZINNER e colab., 1964,
19685a ¢ 19685b; KRASSE, 1966; GIBBONS e colab,, 1868), ocorren
nos verificar, "inm anima nobili%, o possivel significado etio
1ogico a longoe prazo de estreptococos daquelas especies (*),

em placas dentais humanas de dentes ainda sem carie,

{*) A nocéo de especxe em bacteriolopia corresponde
apenas a um conceifo, & nas a uma realxdade (LWOFF e  colab,
1658}, & rigor deveria chamar-se bistipo. B  particularmente
oportunc lembrar esiss limitagoes quandoe se trata, como no ca
so, de um grupo bacterianc ainda insuficientemente estudadﬁ,
aparentemente ligado ao fator microbiano da complexa etioclo--
gia da carie dental, Conservamos, entreﬁanto, & densminacao
de especie por motivos de ordem pratica, querends referir-nos
a certas culturgs puras, com cerias caracterisiicas.
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Para tal nos propusemcs:

aj Isclar estreptococos de raspades dentaia, localiza
dos em terceiros molares integros, faces vestibular e distal;

b) Determinar & quaniificacao (culturas quantitativas)
dos grupos de estreptocscos em égar "Mitis-salivarius™;

¢} Verificar a classificagao bacterioclogica destes es
treptococes atraves de metodos bioquimice-fisiologicoes, tomando
por base os trabalhss recentes a respeito;

d} Relacionar a presenca e a quantificacao destes es-
treptococas, ou sua aus%ncia, em pacientes com difsrentes in@é
ces CPO-S;

e} Relacionar a presenca de estrepiscocos "indutores
de carie" (KRASSE 1966), e dos demais estreptococes, a  exames
clinicos executades & meses apos a colheita do material (ativi-~

dade cariogénical,
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Capitule 2

MATERIAL E METODOS

Normas para a selegao -
dos pacientes. Colheiia e pe
sagem dos raspados dentais,-
Meios de cultura, Contagem
de colonias, isclamento & -
conservagac dos estreptoco--
cos. Normag para a identifi~
cagao dos Grupes de estrepto
cocos de CARLSSON. Descrigas
das provas de identificacaon,
Ensaio prévia dos meics  de
cultura e das provas de iden
tificacgao.,

2,1 - Normas para a selecao dos pacientes

0s pacientes incluldos neste estude sde oriundes  de
nivel sdcin-econémico de médio a elevado, constituids, na sua
maioria, de alunos que, em 1967, se encontravam nas 18 e 22 gé-
ries do tursoc de Odontologia desta Faculdade,

Como norma para a selecio dos mesSmMOS USATam-S€ 08 Se-
guintes criterios: |

a) Que p@ssuissem pelo menos dois dos seus terceiros
molares totalmenie erupcionados e em estado de higides,

b) Que apresentassem satde oral satisfatbria, princi-
palmente dos tecidos de suporte dos dentes, como tamhém das por

goes anatomicas proximas, {Ausencia de gengivite, amidalite, ~-
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etCo,aly

¢} Que nao tivessem tomado nenhum antibiotico nos -
dois uliimos MOBER

d) Que n3o tivessem o habite de usar culutdrios;

e} Que tivessem idade entrﬁ 18 ¢ 22 anos,

Foram também selecionados trés clientes de nossa eli
nica particular por preencherem os guesitos écimé menc ionadoes
¢ por oferecerem indices baixes de incidencia de carie {(CPO-S).

O numeroe total de pacientes selecionados para o estu
dc foi de 15, com que iniciamos o8 nossos irabalbos, Entretan-
to, pudemos completar as observacoes de 12 deles, dos quais se
estudaram 27 superficies dentais, tendo-se isolado 81 amaséras
de estreptococes al existentes. Estas amostras foram identifi=
ea&as sendo submetxdasg cada tma delas, & 17 pruvas ﬁe identi-
flaagaa§ e como houve repetigac de pravas§ o numere total de
provas feitas para a identificacl@s final ascendsuy a mais de
2000,

2,2 ~ Colheita e pesagem dos raspados dentais

Para a colheiia do material dental, foi feito isola~-
mento do dente, para o que se wtilizaram roles de algodas este
rilizados, que foram colecades junioc ao mesmo, eviiando-se con
tato direto com a saliva; pérgéea remanescentés deat&, foram
removidas com o auxilio de mechas de algodde esterilizados, -
conseguindo~se ¢ que se chama de isolamento relativo, (PARULA
e colab., 1984}, - |

Tomando~-se todos os cuidades de assepsia, os raspa--
dos dentais foram obtidos dos tercos medioc e inferior da por-
gao corgnaria das faces vestibulares e distais dos  terceiros
molares, por meic de curstas de McCall, numerss 13 e 14, evi-
tands~se o sulco gengival; depositados em retangulos de pa-
pel aluminic "Rochedo! de 2 x' 3 c¢m, no interior de placas de
Petri, ao lado de pequena porgae de algoddo que, sendc molhado

com agua no momento da ceolheita, evitava dessecacgfio e  conse-
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gilentes alteracoes do p%so do material, Estas colheitas foram

realizadas com os paciegtes'em Jejum, ou apos duas heras da ﬁg
tima ingestdo de alimentos (THE TENNESSEE DEPARTMENT OF PUBLIC
HEALTH, 1861).

0 conjunio raspado-dental-e-papel-de-aluminio, foi -
pesado em balangas elétricas Mettler tipe H-15%, de sensibilida
de de 0,0001g, Com ¢ auxilic de sonda exploradora nimere cinco
e pinca hemostatica, o raspado dental foi transferido para o
tubo de homogeneizagao que continha péralas de vidre de lmwm de
didmetro onde, posteriormente, era colocada a quantidade de di
luente necessaria {HOWELL e colab., 1962; LITTLETON e colab.,,
1967). 0 papel de aluminio era novamente pesado, e da diferen-
ga das pesagens, determinava-se o peso exato de placa dental,

Quando o material foi colhide em nossa clinica parti
cular, naoc seéda possivel pesa-lo imediatamente, usou-se, con=-
forme indicagho em RIGATTO & SOLE-VERNIN (1967), uma gota de
glicerina pura e esterilizada na superficie do papel de alumi-
nioy & pesagem deste conjunto era realizada antes ¢ depois da
colheita da placa dental. Tal procedimente se revelou eficienw
te para evitar dessecagoes com alteragdes do péso, e um endure

cimente do raspado que o tornaria dificilmente homogenmeizavel,

2.3 « Melos de cultura

As formulas sao dadas em gramas por litre de meio de

cultura,

a. Agar "Mitis-salivarius" (CHAPMAN, 1948), adaptado.

Trypticase (BBL) 10,0
Polypeptone {(BBL} 10,0
Glicose {(Carlo Erba) 1,0
Sacarose {(Comercial} 50,0
Kaﬂpﬁé {Merck) 4,0
Azul de Tripan {Harleco)} - 0,075
Cristal Violeta (Merck) 0,0008
Agar-agar (Oxoid nt 3) 16,0

pH fipal 7,3
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Bsterilizacdo: 121°C por 15 minutes.

Adicionar, quande o meic atingir a temperatura de 45
a 50°C, 1ml de uma solucho aquosa de telurito de potéssio a 1%
ssterilizada pelo vapor fluente por trinta minutes. Nao reaque
cer o meio apos a adicao de telurito. Posteriormente, a esteri
lizagaoe do teluritos foi efetuada por filtracio e os resultados
Bos pareceram bem melhores.

Distribuir derca de 25ml de meio por placa de Petri,

Scm de diametre,

b, Caldo Triptose-fosfatoe
("Tryptose phosphate broth", Difcol.

Bacto~Tryptose 20,0
Bacto-Dextrose 2,0
Clereto de sodio 5,0
K, HPO, 2,5
Agar-agar {(Oxoid n2 3) 1,0

pH final 7,3
Bissolver e distribuir cBrea de Sml por tube de
150 x 10mm.
' Esterilizacac 121%¢ por 15 minutos,
Se o meio nide {Br usado imediatamente apos a prepara
¢cio, devera ser reaguecido em banho-maria fervente, momentos

antes de sua imoculacdo,

¢, Caldo hipercloretado & 4,0 e a 6,5% { CARLSBON,

1965h)
Extrate de carne {Armour 1,0
Proteose-Peptone ne¢ 3 {(Difce) 10,0
Glicose (Carlo Erba} 16,0

Clorets de sodio {Baker)
{segundo concentragae desejadal
Vermelho fenol 4,018
p# final 7,4
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)
Digselver os componentes, distribuir cerca de  Sml
em tubos de 130 x 10om,

Esterilizacdo: 121% por 15 minutes,

4, Leite-asul-de-metilens a 0,1 e a 0,01% (BUTTIAUX
e colab,, 1968}
' ._Melieo {leite em po desna-—
tado Nestle) . 105,0
pH final 7,0
Seguir a indicacas do fabricante para & diluicas. -
Distribuir crca de Sml em tubos de 160 x 16mm.
Esterilizagdo 113°C-115°C durante 20 minutos.
No momento do empr?go juntar 1ml da solugao:
Azul de Metileno (Merck) 0,1 ou 1,0
{de acordo com a concentracac desejada)
Agua destilada 100, 0ml
Esta solugdo deve ser esterilizada a 121°C por 20
minutes,
4 adigdo do corante apos esterilizacis tem a vanta-
gem de nos permitir comprovar gue nac houve carameligzacho du

. 3 * il -
rante o aguecimento, Ccomo € necessario.

e, Meio para se verificar a hidrolise do amide {DU-
NICAN & SEELEY, 1962)

Fryptone {Difco 10,0
Extrato de levede {Difeco) 5,0
KL HPO,  {(Merck) 2,0
 Amido (Merck) 3,0
Glicose (Carlo Erba} 0,5
Agar-dgar {(Oxoid a8 3) 15,0

pH final 7,0-7,2
Dissolver os componentes, esterilizar a 121°%¢ por

15 minuteos, distribuir em placas,
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f. Caldo sacarosado a 5% (CARLSSON, 1965b)

Tryptose (Difco) 10,0
Extrato de levede (Difes) = 5,0
K HPO, (Difco) 3,0
Sacarcse (Comercial} 30,0

pH final 7,3
Dissolver os componentes, distribuir cerca de 5ml em
tubos de 150 x 10mm, |

Esterilizacao: 121°C por 15 minutos.

g: Meio basico para a verificagio de hemolise,

1} Infuse de coragac de boi. A cada 500g de cora-
gao fresco (matanca recente, nao congelado), livre de tecidos
conjuntivo e adiposo, moide, juntar 1.000ml de agua destilada,
em recipiente de vidro, Deixar em infusbo a 4°C até o dia se-
guinte, Expor ao vapor fluente durante 80 minutes. Filtrar em
pane & depois em papel,

2} Agar-infuso-de-coragiio-de~boi

Infuse de coracac de boi 1.000 ml
Polypeptone {(BBL}) 10,0
NaCl {Baker} 5,0
Extrate de levedo {Difco) 1,0
Agar-agar (Difco) i,5

Bissolver, fundir. Auteclavar a 11538, 20 minutos,
3} Agar-sangue
Adicionar de 2,5 a 3% de sangue desfibrinado -
esteril de coelho normal ao agar-infuso-de-coragls-de-boi, fun

dido, resiriadoe a 45%¢,

h, Caldo para se verificar a hidrolise da arginina -

(NIVEK e colab., 1942)
Extrate de levede {(Difce) 5,0

Tryptone (Difco) 5,0
'K25P04 {Merck) 2,0
Glicose {Carlc Erha) 0,5
L (+) Arginina (Merck) 3,0

pH final 7,0
40



Digsolver os componentes, distribuir cerca de Sml em
tubos de 150 x 10pum,

Esterilizaciio: 121°C por 15 minutos.

Reativo de Neésler»ﬁissoiver 30g de KI em cerca de
35ce de agua destilada, Adicionar, gota a gota, uma solugho de
HgCl, ate que persista leve precipitads. Ajuntar 400ce de uma
solugac a 50% de KOH (dissolver a potassa, deixar em repouso
ate clarear, decantar), Completar o volume total a 1 litro com
agua destilada, deixar repousar uma semana e decantar. Conser-

var em vidro escuro com rolha esmerilhada, (BIER, 1957).

@ * * ol 4
i, Meio basico para a fermentagac de carboidratos

CTa {("Cystin trypticase agar", BBL)

Cistina {Merck)} 0,5
Trypticase (BBL) 20,0
Agar-agar {Oxoid ng 3) 3,5

Clorete de sodio {Baker) = 5,0

Sulfito de sodio (Merck) 0,5

Yermelho fencol {He_rr:k) 0,017
pH finall?,a _

Foi empregado o mesmo melo basico, para as provas de
fermentacas dos seguintes carboidratos:

Manitol {Carle Erba)
Bafinose (Merck}
Inulina (Merck)
Sorbitel (Merck)

Para todes os “acucares' a concentragac final foi de
1%,

Dissclver inicialmente 0,5g de cistina, em solugéo -
de 0,53z de carbonato de sédic em Scc de agua destilada a quen~
te; completar o volume a S50cc com agua destilada,

Bissolver conjuniamente os demails componentes, dis-
tribuir em tuboes de 100 x Bmm cerca de 3ml de meio.

Esterilizacho: 115-118°C (nfio mais gque 12 libras de

&
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pressdo) durante 15 minutos. Resfriar o tubs em posicaoc verti-
cal,

Se o meic nao for usade imediatamente apes a prepara
¢ao devera ser aquecido em bapho-maria fervente, e a seguir -

resfriado, momentos antes de sua inoculacao,

Bl “ . -
2.4 -~ Contagem de coloniss, isclamento e conservacag

doa sstreptococos

40 tube de homogeneizagao foi adicicnada, guantida«-
des proporcionais ao p@sc do raspade dental, de solugao tampao
fosfato 0,067M de pH 7,2 com 0,05% de extrato de levedo  (HO-
WELL e colab., 1982; LITTLETON e colab,., 1967).

0s tubos de homogeneizagao foram submetidos acs se~
guintes procedimentos: agitacac por 15 minutos, em agitador ro-
tatbrio (Walser Automatic Timer Corp. N.Y., N.Y.}, logo a se-
guir submetidos ac vibrador-para-vazar-modelo-de-gesse (Sgail,
acignado no ponto "forte”, por 5 minutos, tempo que se moastirou
suficiente para promover a homogeneizacho das substancias do -
material dental,

A primeira diluicao correspondia sempre a 1:4,000, =
sendo realizadas ainda mais trés diluigdes decimais, tendo co-
mo diluente a referida molucadc tampao, 4 seguir ¢,1ml da Glti-
ma dijuicao era semeada na superficie do agar "Mitis-salivari-
us", espalhado o "inoculum" com alca de vidro; correspondendo
o8 nimercs dos resultados gue referimos (Quadres 3), a unidades
viaveis por 1 {um) décime de miligrams de raspado da placa den
tal.

As placas de Petri foram incubadas em jarra de fecho
hermetico {dessecadores de vidro com capacidade para dez  li-
tros), sendo o oxigeénio de seu interior consumide guase total-
mente por alcool incandescente gue umedecia uma peca de §apel
de filtre grbsaag tipo xarope (Kablin) de aproximadamente Jom
de diametro (BURROWS, 1963).

As contagens de colonias e simultanea observacas dos
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tipos de colonias eram efetuadas com o auxilio de microscépie
estereoscopico (E, Leitz) aumento de 1 x 12,5 difmetros. A iden
tificagho de origem de cada colfnia transplantada foi feita -
por um nﬂmero, {correspondends ao paciente}, outro nimero com
uma chave (correspondendo & formula dental para a indicacao do
dente, e uma letra que correspondia ao fipo de colénia), Por
X,

1 [8 a significa:

paciente numers i, terceiro molar inferior esquerdo,
colonia ae '

4fim de ser realizada cobertura tetal da superficie
da placa de Petri na contagem das colonias, foram efetuades -
circulos concentricos na parte externa a partir do centre da
placa de Petri, com distancia de 2 a 3 cm uns dos outros, e um
trage ligando o centro da placa ass lade externc: desta forma -
foi evitade, tamhém, contar-se mais de uma vez & mesma col3niam

Transferia-se wma colonia de cada tipo para tubs de

caldo triptose-fosfato, adicionade de 0,1% de agar-agar, incu-
bando~se por 24 horas,

A conservagdo das amostras foi feita apos homogenei-
zagio do tube de cultura, itrassferindo-se¢ duas algadas para in
bos de 100 x Bmm gue cvontinham Iml de sangue desfibrinado es«
téril de coelho nermal (ZINSSER & BAYNE-JONES, 1947; SOLE-VER-
NIN, 1960). As culturas foram estocadas & temperatura ambiente,
recebendo o tubo uma tampa de borracha esterilizada qae,-caloé

cada sobre o tampao de algodﬁ&, tapava hermeticemente o tubo,

2.5 - Normas para a identificacas dos Grupos de eg--
treptococas de CARLSSON

Para a identificacic bactericlogicm, foi transferida

: - . -
uma alcada do tubo de conservagao para a superficie do agar -
"Mitis-salivarius¥, em estrias, obedecendo as mesmas condigoes
de incubacdo deseritas para o isolamente inicial dos pgermes, -

k3 I o 3 #
bem como feito reconhecimenio do tipo de colenia, com microscg
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pio estersoscopice Uma colonia fei transplantada para o caldeo
tripiose~fosfate; & seguir, incubado por 24 horas,

A partir destes tubos de cultura eram feltas laminas
gue, coradas pelo Gram, forneciam informacdes a respeito da
morfologia, agrupamenios bacterianos; ¢ tambem da presenga de
contaminantes,

' Para a identificacdo das espécies foram realizadag -
provas bioguimicas e também provas de resistencia aos agentes
inibidores, assim chamados por WAHL & MEYER (1956 a e.b)*

0 "incculum" que era levado aos meios de provas, foi
padronizado, sempre a partir de culturas recentes {24 horas) -
que eram previamente bem homogenecizadas por agitagde. 0 diame-
tro da alca invariavelmente foi de 4mm,

As 17 diferentes provas de identificagac adotadas, -
tiveram sua recomendagao em irabalhos sobre a identificagdo de
esireptococos alfa e gamawhemaliticns por diversos autores: -
{SHERKAN, 1937; SHERMAN e colab., 1843; MIRICH ¢ colab,, 1844,
GRINI, 1948; WILLIANS & BIRCH, 1950; SWIFT, 1952; WILSON & MI-
LES, 1955; WAHL & MEYER, 1956a,b; SOLE - VERNIN & ARAUJO, 1957
BREED ¢ colab., 18373 WELLIANS 1858, PA?AVASSiLGU, 1962; DEI-
BEL, 1964; WILSON & MILES, 1964; CARLSSON, 1965b e 1967a).

‘Blas feoram as seguintes:

1. Colonias mucdides ou ndg, em agar hipersacarcsadoy

2, Bile sclubilidade;

3. Catalase;

4, Hemolise, por plantio em profundidade {"pour pla-
te")

5. Viscosidade ou ndeo, em caldo sacarosado a 5%;

6. Precipitagho densa ou nio, com a adigdo de 1 par-
te, ¢ de 3 partes de etanol (99,5%), ac caldo sa-
carcsado a 5¥%;

7. Crescimento ou nao, em 4,0 e a 8,5% de NaCl;

8, Crescimento ou nao, em 0,01 e 0,1% de leite~azul-~
de~metileno; '

9, Hidrolise ou ndo, da arginina;
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- 10. Hidrolise ou nao, do amide (realizada para os dex
trana-positivos),

11. Fermentacac ou nao, da Inulina;

12, Fermentacie ou nao, da Rafinose;

13, Fermentacao ou nao, do Manitoel;

14, Fermentacao ou nas, do Sorbitel.

A rigor, os estreptococes encontrados em placas denw
tais nao requerem numerc elevado de provas para sua identifica-
gas, como pode ser apreciade nos trabalhos de KRASSE (1966}, -
GIBBONS e colah, (1966}, CARLSSON (1561a) e STOPPELAAR (1967).

Como norma geral para a resalizacan das provgs de iden
tificacao {bioquimicas e de resisténcia aos agentes inibidores)
foram seguidos os seguintes pontos:

a) Meios de cultura de prepare recents;

b) Leituras Yinais nunca antes de dois dias, ou apos
cince, para os resultados negativos;

¢) Quando o crescimento fazia supor contaminacac, fo-
ram realizadas coloragoes de Gram e replantio em agar "Mitis-za
livarius”™,

Como norma para a realizacac das provas de fermentgwm-
¢ap foram aeguidés o8 seguintes pontos: '

a) Temps de incubagao prolongado ate tres semanas, no
caso de reagoes negativas:

b} Para evitar dessecacas dos meios de cultura, tole-
cou~se, no interior da estufsn, uma bandeja de 30 x 30cm conten-
do égua, fornecendo pois, ampla superficie de evaparagéu e saty
rendo de umidade o interior.

¢} Quando a amostra, por caracteristicas previamente
conhecidas, era suspeita de fermentacio de substratse com valor
diferencial, mas nag a apresentava {Por ex.: sorbita ou mapita}
repicavamos desse tubo negative para sutre de igual substratoe,
na hipéteae de gus enzimas adaptativas viessem, eatao, se reve-

lar pelo contato com o substrato-prova, como acontece Com Ot
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tras_bactérias logo apos o isolamento (por ex. o meningoteCo, =
com relacas ac manitol).

d} A pureza final das culturas foi sistematicamente -
verificada em todos os casos de fermentacdo, quer através do plm

tio em agar "Mitis-salivarius", quer por lamina ao Gram,

2.6 - Descricdo das provas de identificacae

1. Colonias mucoides em agar hipersacarcsado.

0 meio utilizado foi o proprio agar "Mitis-salivarius",

0s tipos de colonias observadas sac descritos no Capl
tulo 4, RESULTADOS. Para uma observagao mais minucicsa das colg
nias foram ¢las examinadas ao microscopio estereoscopics, e com

toques de uma alca de platina de ponta afilada,

2, Bile-splubilidade,

Foi feita iransferindowge Iml de cultura do calde -
triptose~-fosfato com 0,1% de agar-agar para cada um de dois tu-
bos de 100 x Smm, estereis; um d8les recebeu duas gotas de bile
de hoi estéril e outro ficou para o controle. As leituras foram

efetuadas apos 1 e 24 horas.

3. Hemolise, frente a hemacias de coelho,

Planﬁia em profundidade {"pour plate™): Distribuir a-
proximadamente 8ml de Agar-sangus (V. acima), enguanto fluido,-
a pequenas placas de Petri {5,5cm de diametro) nas quais, res-
pectivamente, s¢ colocaram peguencs inoculos das culturas em -
caldo. Misturar com movimentos rotatorios horizontais da placs
sobre a mesa. Incubar a 37°C durante 24 horas, Deixar eafriar &
temperatura ambiente, antes de examinar ac microscopis {aumente,

por ex,, Ge cerca de 45 diametros).

4, Catalase
® M £ #
Esta prova foi remlizada colocando~se 2 gotas de agua
+ e ~ . . *
oxigenada, a 10 volumes, sobre as colonias direiamente no agar
"Mitig~galivarius”"; o desprendimento ds oxigenioc evidenciava a

presenca de catalase,
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5. Viscosidade sm meio hipersacarcsado.

0 meio empregado foi o de Ni?Eﬁ e colab,, (1946} com
ligeiras modificagoes de CARLSSON, (1965b). Os resultados foram
lidos apos uma semana, A viscosidade do meio inoculade foi com=
parada com um controle esteril através de ligeiras agitacoes de
ambos. A gelificacio, ds vezes, chegou a atingir o sstado semi-

L
galido,

6. Precipitagho com a adigdo de 1, e de 3 partes de

etancl, ao ecalde hipersacarosado.

Cerca de Iml da cultura em calde hipersacarosado era
transferide a um tubo de 100 x 8mm sendo adicionade de Iml  de
alcool etilice (99,5%}; apés agitagao, o tubo era colocado num
supsrte, e 4 precipitacas flecular observada alguns minutos de-
poeis, '

Para a precipitacie, com 3 partes de etanol, o mesmo

procedimento foi adotado {3cc de etancl + lcc da cultura),.

7, Meios hipercloretados

A prova de crescimento com a percentagem de 4% foi
efetuada para todos os germes; na percentagem de 6,3% somente
pars os casos positives na prova anterior, Leituras apos tres,

¢ cinco dias.

8. Cresgciments em leite com azul de metilemo

De modo similar ao anterior, foram usadas duas percen
tagens 0,01% e 0,1% de azul de metilenoc em leite. Foi utilizada
inicialmente a menor conceniraciAc, e nos casos positivos para -
esta, foi feita a prova com 0,1%, As leituras foram efetuadas -

apos dois dias de incubachc come propoem WAHL & MEYER (1956a),

9, Produchc de amonia a partir da arginina

0 metodo utilizado foi o de NIVEN e colab., {1942}, -
Apos 3 dias de incubacdo, quando razoavel turvagao deve scorrer,
citrea de 0,0ml da cultura eram trapsferidos a um peguens tubo -

de 100 x Bum, a que se adicionavam duas ou trés gotas do reati-
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vo de Nessler. 0 aparecimento de coloracée marren {tijolo} indi
cava a presenca de amonia na cultura. Tende ocorrido, pois, hi-
drolise da arginina,

10. Hidrolise do amido

As bacterias sao semeadss em determinado ponto da pla
ca de agar, que & incubada por trés dias., A hidrolise do amido
e revelada colocando pegquena quanfidaée de Lugol.

Prova realizada apenas para os produtores de dextrana,

11, Provas de fermentacao de carboidratos

0 meio basico utilizade foi o Agar-cistina-tripticase
{CTA, "Cystin trypticase agar", BBL)., Sendo os iubom, onde ocor
reram viragens do indicador de pH de vermelho para amarelo, con
siderados como positives, As normas seguidas para estas provas
ja foram descritas anteriormente, Nenhuma destas provas foli con
siderada negativa senao quando havia bom crescimente da amostra,
£ interessante registrar gue, quando o carboidrato nac era fer-
mentado, o meioc se mostrava adequado para a conservagao dos es-

treptococos por mais de um mes,

2.7 - Ensaioc previc dos meios de cultura e das provas

de identificacae

Todas as provas realizadas na identificacao das amos-
tras isocladas foram previamente ensaiadas e paéronizadas com o
emprege de germea de resultados conhecides {culturas-padraoe).

Essas culturas-padrao foram as seguintes:

Recebidas por cortesia do Dr. ZINNER (ART, BHT e CHT).

Recebidas do Instituto Zimetecnico da Escola Superioer
de Agronomia "Luiz de Queiroz™.

Streptococcus salivarius

Streptococcus faecalis, var, liguefaciens

Todos os meics basicos, confeccionades, foram ensaia--
dos préviamente para se saber de sua adequabilidade ao cresci--

ments das nossas amostras.
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Capitulo 3

RESULTAROS

Descrigac dos tipos de
colonias, Comentarios ans re-
sultados em si proprios. Yden
tificagao dos Grupos de es-
treptococos de CARLSSON,

Examinaram-se 27 superficies dentais dos 12 pacientes
em observagio, por meio de raspagens com cureta, ocbtende-se ma
terial de 28 que, sendo semeados, deram culturas de esirepiscg
cos ew todos, num total de 8L amestras {1 a 5 para cada raspa-
do} por se ter transplantade uma colonia de cada tipo ne agar

"Mitis-salivariua®" de contagem.

3.1 ~ Descrigfio dos tipos de colanias

Grupo I - (Str. sanguis) (Fig. 2). Colonias lisas ou

TUgosSas com tamanhe variavel entre 0,5 a 1,5mm, que tendem a for
mar "zoogléias" de firme consistencia e gue apresentam, na su-~
perficie do agar "Mitis-salivarius®, certa aderencia gue chega
a deforma~lo. Freqilentemente se tornam tao endurecidas & pre-
sas a superficie do meio que 2 impossivel remeve-las dai com a
alca de platina, havends necessidade de se retirar {ragmentes
déste, Ocasionalmente, a existencia de material mucoide deter-
ming o acoplamento que pode ser cbservado em colonias préxima&;

as colonias, entretanto, gquando bem separadas, perdem esta ca-
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Fig, 2 - Colonxaa de estreptococos do Grupo I, (Str.
ganguis) cultivadas em agar "Mitis-salivarius' por 36 horas a
37°C. Aumento de 42 diametros {Fotos do A.).

a.b, Colanias lisa {a) e rugoesa (b) demonstrando de~
formaqao da superficie do meic de cultura e sugerindo aderen-
cia a ele o que de fato se verifica,

c. Colonias apresentando acoplamento entre as mais -
proxlmas, enquanto as outras mais separadas sac totalmente s~
cas. Amostra (11 8] b),

d.e, Grande quantidade de polissacarideo acoplando
as colonias gue se apresentam como se estivessem no interior -
de uma piscina. Amostra {d. 12 8le). (e. 5 8] ¢).
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racteristica. Em outras ocasioces a existencia deéste material mu~
coide persistia, dando a impressdo que & colonia estava no cen~-
tro de uma piscina, identicamente as observagoes &é ZINNER e co-
lab, (1965 a,b) com amostras AHT.

Ne caldo sataresado a 3%, apresentam crescimento homo-
geneo, raramente com sedimentacao de germes e, de modo invaria-
vel, viscosidade que se manifesta de maneira similar a adicao de
pequenas quantidades de agar-agar que torna o meio semi-solido.
A adicao de uma parte de etanol a essa cultura, determina forma-
gao de denso precipitade flocular; com trés partes de etanol, ti

vemos precipitado somente em alguns Casos.

Grupo II - {(Str, mutans) {*} (Fig, 3). Colonias fina-~
mente granulares, de aspecto rugoso come peguenas morulas; tama-
nho intermediario entre 0,5 a 1,0mm de diametro, altamente conve
xas com bordos irregulares. A coloracic na luz refletida & cinza
clarc azulade e opaco. Com freqliencia as colonias apresentavam u
ma goticula cintilante de polissacarideo no topo; entretanto, em
algumas delas, somente os primeiros caracteres foram notados, o-
correndo, 45 vezes, na parte central da colonia, leve depressao{(*’

Estas colonias deram, em sua totalidade, frente as pro
vas de identificaclo, as mesmas caracteristicas.

No caldo hipersacarosado apresentaram, apos tres dias,
viscosidade moderada gue originou precipitado dense com a adigac
de uma parte de etanol. Com tres partes de etanol, o precipitado

fol discreto.

(*) A Gltima edicac do MANUAL DE BERGEY (BREED e colab
1957) ja naoc menciona mais esta espécie, Mantemos ¢ nome a exem-
ple do gue fazem investigadores atuais (CARLSSON, 19687a & 1967b)

(**) Cumo se sabe, oma cultura mesmo que pura s¢ semea
da em placa, nao 44 necessariamente, todas as colonias idénticas
em aspecto. Haja visto, por eX., o que pcorre com o8 estrepioco-
cos beta-hemoliticos e os bacilos diftericos dos tipos gravis, -
mitis e intermedius,; sendo considerado tipico o aspecto dominan~
te.
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Fig, 3 = Colon;as de estreptococoes do Grupc II, (Str,
mutans} cultivadas em agar "Mitis~salivarius" por 24 horas a
37°C. Aumento de 42 dla-etros. {Fotos do A.}.

a, Demonstraqaa de gota de pollssacarldea no topo da
colonia, Projecac vertical, amostra(l0{8 b).

b, Demonstragao da presenca da gota de pallssacarldeo
no topo da colonia, pro;egao lateral, verlfxcando -se, ainda, re
flexo quase perfeito da colonia na superficie lisa especular doe
meio de cultura. Amostra (10 [8 b).

¢. Colonias sem goticula de polissacarideo. Projecaoc
vertical. Amostra(5 8{ d).

d, Idem, progegao bem lateral. &mostra (5 8} d4).

e. Projecac semi-lateral, sem goticula de pol1ssacar1
deo. Amostra (4 8] d).
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Grupe III ~{Str. salivarius) (Fig. 4). Colonias caracg

terizadas pelo seu grande tamanho, chegando ate 7mm de diametro,
altamente convexas, azuis claras, A principio sao lisas e bri--
lhantes; apos alguns dias perdem o brilho: e a rugosidade, que
se inicia pela base, generaliza-se, Determinam um erescimento -
no caldo hipersacarosado com formacoes de floculos; a precipita
gaoc apos a adigdo de etanol se verifica, principalmente, com -

tres partes.

Grupe IV - (8tr. sp) (Fig. 5). Colonias lisas, circu-
lares, com diametro entre 1 a 3mm, coloracae proxima ao marron
e ao preto, consisténcia butirosa, convexa, mas ocasionalmente,
com centro saliente, bordos inteiros, ou levemente ondulados.

Em calde sacarosado a 5% apresentam crescimento homo-
g%nea, sem precipitacces. Ausencia total de viscosidade, bem co

mo a de precipitade com uma, ou tres partes de etanocl.

Grupo V (*} - {(Str.mitis, etc.) (Fig., 6)}. Colonias -
cujas caracteristicas culturais no agar "Mitis-salivarius" po-
dem possibilitar confusces com as dos Grupos II e IV, Coloraqﬁﬂ
variavel em torno do azul escuro. Seu pequeno porte & um dos fg
tores de evitar confusoes.

No calde sacarosade a 5%, nao e cbservada viscogidade

nem precipitados com a adigao de etanol,

3.2 - Comentarios aos resultados em si proprios

Antes de estabelecermos um confronto entre nossos re-
sultados e os de outros investigadores, acreditamos ser conve-
niente tecer algumas consideracoes em torns da metodologia em-
pregada, devido a algumas modificacoes de tecnica adetadas no
presente trabalho.

Apesar de KRASSE (1986), CARLSSON (1967a) e DE STOPPE

LAAR (1967) cultivarem as bacterias em condigoes anaerdbicas -~

{*} £ interessante notar que neste Grupo sao inclui--
das amostras semelhantes ao que se entende por Str. mitis -
{CARLSSON, 1967a).
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Fig, 4 - Colouia de estreptococos do Grupo III {Str. sa
livarius) cultivadas em agar "Mitis.salivarius" por 48 horas Ta
37°C. Aumento de 42 didmetros, Cbserva-se o reflexc da lampada na
superficie da colonia. Amostra (13 85 a) (Foto do A.).
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Fig., 5 - Colanias de estreptococos do Grupe IV, {(Str,
8p.) cultivadas em agar "Mitis~salivarius" por 24 horas a 37°C.
Aumento de 42 diémetros. Amostras (a 9 |B a) {Fotos do A.)}.

a.b. Colonias cujas superficies se apresentam lisas
e brilhantes, nela refletindo~se tres orificios das objetivas -

que foram retiradas para melhor ilumingio, e tambem a objetiva
utilizada na fotografia,

Fig, 6 « Colcnlas de estreptococos do Grupe V, (Str.
mitis, etc) cultivadas em Agar "Mitis-salivarius" por 36 horas
a 37 C. Aumento de 42 didmetros. Amostra(7 8] c¢) (Foto do A.).
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(95% de N e 5% de €0,), obtivemos resultados satisfatorios empre
gando a té?nica descrita em Material e Metodos,

Para a conservagio das amostras, como ja exposto, foram
elas semeadas em sangue esteril desfibrinado de coelho normal, -
o5 tubos tépados com rolha de borracha {hermeticamente) e guarda
dos & temperatura ambiente, Embora alguns autores recomendem gque
sejam guardadas a -20 a -30°C (temos mais de 30 amosiras guarda-
das nessas condigoes), o processo por nos adotado, mostrou-se su
ficiente para manter as amostras (alfa-gama-hemoliticas) com vi-
da por 6 meses, o que estd de acordo com os achados de SOLE-VER-
NIN (1960}. E pertinente registrar que, varias das amostras ex-
tintas no §eriodo de conservagac, o foram de tubos em que havia
contaminacdo com fungos (acho antibidtica ?), infelizmente fre-
gllente em ﬁosso laboratorio,

Por outro lado, numeroses sao os irabalhos que eviden~
ciam a incdnstﬁncia das reacoes fisiologicas dos estreptococos,
mais especficamente dos alfa—gama«hemoliticas, apesar de padroni
zacao de técnicaa; obviamente originande uma serie de dificulda-
des,

Salienta MIRANDA (1965} "Apesar de terem sido descri--
tas, amostras que foram consideradas como representativas de es-
pécies pelos seus autores, as duvidas, quanto a possibilidade de
se classificarem os esireptococos do grupo Alfa-gama de modo pre
ciso, persistem ate hoje, a ponto de WILSON & MELLES, (1964), -
nio considerarem aceitaveis as denominacoes que se poderiam im-
por as amostras submetidas as conhecidas provas biogquimicas’,

Qom base estabelecida em 17 diferentes provas de iden-
tificagdo, recomendadas por CARLSSON, (1965b e 1967a), {(Capitulo
2 Material;e Metodos), procuramos enquadrar nossas amostras num
dos ecinco Grupos estabelecidos por CARLSSON (1967a), que permite
moderadas v&riaqaes de comportamento dos estreptococos dentro de
W mesmo grhpo {sub~grupos)., _

-Péra a identificacdo inicial o agar YMitis-salivarius"
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foi utilizado, a exemplo de KRASSE {1953, 1954); FITZGERALD &
KEYES (1860); KRASSE (1966)_e'CARLSSON {1965b e 1967a}, Fornece

resultados claros que nos permitem, com seguranga, estabelecer u
ma contagem bacteriana dos diferentes Grupos, pelos tipos de co-
lonias que produzem, mesmo antes de completamente identificados.

Efetivamente, e interessante ressaltar, gue MIRANDA -
(1965), dentre 27 provas diferentes empregadas, apenas a liquefa
¢cao ou nio da gelatina, a producac ou néo de colonias mucoides -
em agar com 5% de sacarose, mostram_invariével reprodutibilidade.
Esta constancia quanto ao agar hipersacarosado, ou mais especifi
camente quanto ao agar "Mitis-salivarius", que e um meio hipersa
carosado especial, foi comprovada inimeras vezes durante a reali
zacao deste trabalho,

Encontramos tambeém grandes dificuldades na leitura de
crescimento ou ndc em Agar-sangue-bileado a 10 ou 40%; se minu-
ciosamente examinadas, a totalidade das amostras cresciam em am-
bas as concentracoes. As diuvidas foram pcentuadas em marcar um
limite para as que seriam negativas; apesar de realizadas para -
todos os germes estas provas ndc foram incluidas nas nossas cons
gideracoes.,

Foi salientado ainda (V.Material e Metodos) que, quan-
do ocorria que certas amostras, por caracteristicas previas, de
viam atacar certes substratos mas se mostravam negativas, fize--
mes repiques sucessivos para o mesmo substrato na esperanga de -
fazer agir os enzimos adaptatives, o que de fato ocorreu algumas
vezes. Com 35 amostiras sobreviventes, fizemos a verificacao da
hemolise frente a hemacias de coelho, tendo verificado que, em -
geral, produzem'hemélise ~plfa muito discreta, as vezes, alfa +h
tambem discretos, ou gama.

Por fim, chamamos a aten¢ao para o fato de que 0s re--
sultados da contagem de particulas 6uunidades viaveis, quando se
aplica a estreptacncas, dependem multu, entre outros fatnre&, do
método de homogeneizagao empregado, que dara pumerc maior ou me-

nor, de acordo com sua maior ou mencr capacidade de desintegra--
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cao das cadeias,

3.3 -~ Identificacao dos Grupos de estreptococos de
CARLSS0ON

A identificacdo dos Grupos I e II, ndoc apresentou difi

culdades, pois a propria identificaclo inicial no Agar "Mitis-sa
livarius', nao raramente, fornecia evidéncias claras e definiti~-
vas destes grupos.

Segunde CARLSSON (1967a), os estreptococes do Grupo I

podem ser considerados como semelhantes ao Sir. sanguis.

Os estreptococos do Grupo 1Y sao os de identificacao -
mais segura, nic somente pela morfologia facilmente reconhecida,
encontrada nas provas fisiologicas de identificacls. Sao seme-
lhantes aos "indutores de carie" descritos por KRASSE (1966}, as
sim confirmados por CARLSSON {1967a) que tambem os chama de Str.
mutans {CLARKE, 1924},

0s estreptococos do Grupo III, embora ocorrendo somente
em um dos nossos pacientes, (cuja observacac nao se pode comple-
tar} nao apresentou dificuldades de identificacao, pela formagao
de colonias mucoides de grande porte em agar "Mitis~salivarius",
como descrito por CHAPMAN (1946) confirmade por KRASSE (1953 -
19548 e h) e CARLSS0ON {(1965a e 1967a) sendo tidas come Str.sali-
VArius.

0 Grupo IV e facilmente reconhecido no Agar "Mitis~sa~-
livarius', e apresenta propriedades bioquimicas bem caracteristi
cas; Pela falta de habilidade em fermentar os carboidratos usa--
dos, estas amostras nao puderam ser consideradas como representa

tivas de nenhuma especie.
a2 # 2
0 Grupe V, dado o tamanho e caracteristicas morfologi-

cas de suas colonias e variabilidade nas reagoes bioquimicaﬁ, -
mestra-se muito heterogeéneo. Segundo CARLSSON (1967a) algumas a-

mosiras podem ser consideradas como Str.mitis.
Os enterococos nao foram observados em menhuma ocasiao,

pois nenhuma amostra cresceu em 6,5% de NalCl,
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0s estreptococos do Grupo lactis tambem ndo foram encon
trados, pois nenhuma amostira tresceu em leite com 0Q,1% de azul de
metilenc.

Por outro lado, os nossos dados nao permitem estabele--
cer similaridade entre qualquer dos dois grupes produtores de dex
tranas (GR. I e II} e ¢ Str, bovis, como propuseram DE STOPPELAAR
e colab, (1967), para os estreptococos do Grupo II {(Str. mutans).

Submetemos a prova da hemolise mais de 30 amostras que
sobreviveram a conservacio na forma descrita em Material e Méto--
dos.,

Obt ivemos resultado alfa geralmente pouco,ou mesmo tao
pouco, que Se perguntaria se nao & gama. As vezes, obtivemos o que
os franceses chamam de alfa + h, isto e, alem da hemdlise parcial
esverdeada junto & colonia, um halo de hemolise total por fora, -~
estreito, circundando ¢ halo esverdeado. Nao encontramos nenhum -
beta. Os sub~Grupes Ve, Ve e VI nao puderam ser examinados  por

falta de amostira sobrevivente.
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Quadro 1 - Legenda geral para os Quadro

Cel. Colonias

MSA Agar "Mitis~-salivarius"

R Colonia Rugosa

L. Colonia Lisa

Pp, Precipitado

Cfeéc. Crescimento

Az,;met. Azul de Metileno

. Provas nao feitas

+ Provas positivas

+ Provas na maioria positivas

Provas negativas

Provas na maioria negativas

Formula dental, 3%molar supe
rior direito

[o5 +¢

Idem, Ibidem esguerdo
Idem, Ibidem direito

Idem, Ibidem esquerdo

wl ol
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Quadre 2 - Criterios taxonomicos na classificacao de estreptococos nos Grupos de CARLSSON

Grupos Grupo I Grupo IX Grupo IIX Grupo IV Grupo V
Especies provaveis (Str.sanguis) iCSir.mutans) ((Str.salivarius) (Str.sp) | (Btr.mitig, etc) |
Variedades Ia_ Ib 14 If Ig Ig ii_ . Va_ Vb Ve Ve Vf
Provas realizadas | | k
Tipo de col.no MSA, L.R. L,R. L.R. L.R. IR, L.R. L.R. | R, _ Lo L. L. L. L.R.L. L4
Bile solubilidade . - - - - e e
Hemblise de modo geral, alfa-hemoliticas
Catalase - - - - - - - - - - - - - - -
Viscosidade em caldo
com 5% de sacarose + + + ¥ + + + + - - - - - .=
Pp.densa apos adicdo
de etanol {(99,5%)
a. Uma parte + + + + + + + + + - - - - - -
b. Trés partes - - - s - + + + + - - - - - -
Cresc.em 4% de NaCl - - - - - + + + - - - - - e -
Cresc.em 6,5% de NaCl | - - - - - - - - -~ - - - - -
Cresc.em 0,01% Az.Met, | - - - - - - - - - - - - - e -
Cresc.em 0,1% Az.Met, | - - - - - - - - - - - - - e -
Hidrélise da arginina |- - + + + = =~ - - - - e - e
Hidrolise do amido (**} + + + + + - - - . . . . e e .
Fermentacao:
a, Inulina - - + + - + + + ' - - - + - - -
b, Rafinose - + + - + + + : + 4 - - - + - +
¢, ‘Manitol - - - - - - + + . - - - - - - -
d. Sorbitoel - - - - - + + g + - 1~ - - - -

(*) Seguimos, na organlzagﬁo geral desta tabela, as diretrizes da simllar de C&RLSSON {1967a). Legenda Quadro 1.
Foram emitidos os subgrupos Ic ¢ Ie; Vd, Vg e Vi porque nio ocorreram em nossos achados,
{**) Prova realizada somente para os Grupos I ¢ II {produtores de dextranal.
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Quadro 3 - Distribuicho da frequencia, nos Grupos de
CARLSS50N, de 81 amostras de estreptococos isoladas de 27 pla

cag dentais.

f Grupos de CARLSSON (1967a) N ; % g
i&rupa I {Sir. sanguis)....... 38 % 47%%
| Grupe II (Str. mutans).se..o.. 9 | 311% |
;Grupa 11T (Sir. salivarius).... % Q%%
| Grupo IV (Str. 8Pe)eivsosverse 23 | 28% |
}Grupci vV {Str. mitis, etec.)... 11 i[ 14%%
| i )
| | 200% |

TOTAL 81
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Quadro 4 - Enguadramento, nos Grupos de CARLSSON, das 81 amos-
tras de estreptococos isocladas de 27 placas dentais de 12 pacientes, se-

gunde comportamento nas provas de identificacac bacteriologica. {*)

I 11 IV ¥
{Str.sanguis) (§tr.mutans)(Str.sp.) (Str.mitis,
ete, )
Pravas 38 9 23 11
Col,Lisa no MSA. 18/38 0/9 23/23 4/11
Col.Rugosa no MSA, 20/38 89/9 0/23 7/11
Bile solubilidade O/37{**) o/6(**) 0/23 0/11
Hemolise V., texto
Catalase : 0/37 0/6 0/23 0/11
Viscosidade em calde
com 5% de sacarose - 37/37 6/6 0/23 0/11
Pp.densa apoés adigao
de etancl (99,5%)
a. Uma parte 37/37 6/6 /23 0/11
b. Tres partes 11/37 5/6 0/23 0/11
Cresc.em 4% de NaCl 2/37 8/6 0/23 0/11
Cresc.em 6,5% de NaCl 0/37 0/6 S 0/23 0/11
Cresc.em 0,01% Az Met, 1/37 o/ 0/23  o/1it
Cresc,em 0,1% Az.Met., 0/37 0/6 0/23 0/11
Hidrolise da arginina 18/37 0/8 6/23 4/11
Hidrolise do amido 33/37 0/6 . .
Fermentacao:
a. Inulina 18/37 6/6 0/23 2/11
b, Rafinose 25/37 6/6 0/23 6/11
c. Manitol 3/57 6/8 0/23 0/11
d. Sorbitel 9/37 6/6 0/23 0/11

{*) Legenda no Quadre I
Fragoes:n2 de amostras positivas/nQ de amostras submetidas a
prova.. :
{(**) Devido a extingdo de culturas nos tubos de conservac@o nao
pudemos realizar as provas bioquimicas de 4 (quatro) amos--
tras.
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Quadreo 5 - Bistribuigan da freqﬁéncig.dos Grupos de estrepiococoes de CARLBSON
com contagens de suas unidades viévgis, em 27.?1&0&8 dentais de 12 pacientes: indice -

£pPo~8 na ocasiaoe; e exame clinico desses locais 6 meses apos o exame bacterioldgico (*)

Pacientes GRUPOS DE ESTREPTOCOCOS (**) ! tndice| Exame c1i
Grupe 1 ] Grupo II Grupo IV Grupe ¥ CPO~8 Inice apos
{Str.sanguig) | {(Str.mutans) {8tr.sp.) {Str,mitis, [{nicial| 6 meses
L ) gte, )
07 7 _ ¢
B8 8Ox10 88x10 B antegro
g 8x10° 24%10° 8 integro
2 g 140107 12x10° | | 20 |chrie
2 i8 168x10° 340x10° - 20 |CARIE
3 8§ 4x10" 16x107 5 |integro
3 |8 16x10° 12x107 3 intagm
4 g 596x10° 64x10° 05x10° aax10’ 40 DESCOLORACAO
4 B |osoxio’ s&6x10” 20x10° 56x10° 40  |DESCOLORACAQ
5 8 T$¢1§!x107 ,zspn;;,m? 36x10° 35  |CARIE
5 |8 68x1@? S ' 40x107 35 integro
5 8 |issxio’ 124x10" 35 DESCOLORACAO
5 [B 2&31&3 I R ' 35 integro
6 I8 _16;;1_0? _ g {ntegro
6 8 Jax107 ¢ 9 |integro
—— '7 ] - !? ] I? R
7 8} 440x10.° . 8x10 4%10 36 integro
7 18 1280x107 4 -.z32x$ﬁ? - 36 integro
8 [§ |492x10” 12x107 (***) 416x1€) 26  |integro
8 8 72x10° (##**)  28x10° (***) | 36x10° 16x10° 26 integro
3 | 328x10” 48x10" 21 |integro
|8 803;10? 12x10" 21 |integro
18 | 300x10° 104x10° 21 |integro
10 8 28x10" 4x107 28  |DESCOLORAGZO
10 8 4x107 4x10° 1 28 integro
11 8 | 120x10° 20x10° 580x10" 38 |integro
i1 8§ | 140x107 20%107 800x107 38 |integro
12 8 Nao foi passiyel obter material 26 integro
12 8 | 3zax10” 304x10° (***) | 52x10° 26 CARIE
{*} Legenda no Quadro I, Unidade ou particulas viaveis per 0,06013 de ras-
pade,
{**} O Grupo IlI (Str.salivarius)nac foi encontrade em nemhum  dos 27 ras-
padﬁsa

(***} Nao realizadasprovas blaquzmlcas por extingde da ecultura no periodo
de cunservagau.

(****} Deate total, 12x10 do subGrupc nao foram examinadas, pelo mesmo mo
tive anterior, :



Capituls 4

DISCUSSA0

A flora da bgc Daxtrana
e Facarose. IBQuerit' sobre a
causalidade, a patogenicidade
e o saprofitismg, com vistas -
as amostras de estreptococos,~
isoladas de locais em gue se -
pradu21u carie, Lactobacilos e
carie dental, Prevengaa da ca-
rie,

4,1 - A flora da boca
Ha trabalhes mostrande gune a flera da cavidade oral -~

- b . - £ ~ -~ -
nap e homeogeneamente distribulda per todas as porgoes anatomicas.
Assim, na placy dental e na lesac cariosa, enconiram-se estrepto
cocos produtores de dextrana, mas nao na saliva; ja ma saliva, a

freqiigncia maior &, incontestavelmente, a do Sir., salivarius (as

sim como tambem dos lactobacilos)., A verificagao de estireptoce--
cos da cavidade oral tem sido objeto de estudo de investigadores
patricios (SOLE-VERNIN & ARAUJO, 1957; LOURD FILHO, 1957; MIRAN-
DA, 1965; BARBOSA & ARAUJO, 1968), '
Nossos exames bacteriologicos de raspados dentais reve
laram a existencia dos quatro Grupos de estreptococos de CARLS~
S08 que habitualmente se encontram nas superficiés dentais; 4]

Grupoe III (Str. salivarius) apareceu apenas numa ocasiao, num ca

so que eliminamos de nogsa casuistica por termos perdide contac-
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to com & paciente {Quadre 3},

4,2 ~ Dextrana e Sacarose _
0s estreptecocos do Grupo I {Str. sanguis), pelos da-

dos obtidos em nossos estudos, se revelaram importantes consti-
tuintes das placas dentais. O Quadro 6 (coluna 5) evidencia que,
de fato eles estéc presentes em 70% dos raspados dentais exami~
nades (19 dos 27), Bstes dades coincidem com os de CARLSSON -
{1965b, 1967a); a capacidade desses estreptococos ¢ dos do Gru-

pe II (Str., mutans) de produzirem dextirana {polissacaridep ex—-

tra-celular) a partir de sacarose, esclarece porque a fregliente
ingestio desse agucar determina um auments da quantidade de pla
cas.dentais (CARLSSON & EGELBERG, 1965).

Atualmente, ja existem muitos trabalhos que evidenciam
a importancia da sacarose em relagho a placa e & cArie dental,-
porém & classico citar que KRASSE (1965a, 1965b) demonstrou gque
era impossivel produzir placas e induzir cAries em "hamsters” i
noculados com estreptococos cariogenicos, sem que na dieta fign
rasse a sacarose,

A esse respeito nac podemes ter uma estimativa siste-
matizada por trabalharmos com pacientes dentro de uma normalida
de dietética geral, respeitandc seus habitos e costumes, Pude--
mos, porem, constatar em dois casos (Quadro 4, pacientes ns 3
e 6} onde havia baixa ingestac de sacarpse, principalmente en-~
tre as refeigdes, fato interessantet como nao obtivemos materi-
al dos raspados dentais nas primeiras tentativas, recomendamo -
lhes que ficassem dem escovar seus dentes por alguns dias, quan
do entao, obtivemos grande quantidade de material, Os exames -
bacteriologicas revelaram, entretanto, baixo nimero de estrepto
cocos e quase isencao de amostras formadoras de dextrana, demons
trande pois, que o aclmulo era devido & materia alba,

£ possivel que a capacidade de sintetizar dextrana s
ja a caracteristica comum entre as amostras de estreptococos ¢a

L) bl * » . ] x
riogenicos, Este polissacarideo tem side detectado em meios hi-
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Quadro 6 ~ Prognostico da placa: Distribuigao da freqiiemcia dos Grupos de estreptococos de CARLSSON em 27

placas dentais de 12 pacientes, e sua correlacao, a Iongo prazo (6 meses) com relacao a carie (4 caries e a descolo

racao do esmalte (4 descoloragoes).

i
i

wfq' Causalidade ? Patogenicidade 7 Saprcfitismoi' -
ESPECIES il _ OBSERVACOES
¥ oo - . . . ~ 1(5) Carie + des|}{6) Presenca
(1} carie (2)‘descolnraggo (3} ecarie [{4) descalqragao cgloragﬁa has placas
Grupo 1 Participante co
(Str.sanguis) 2/4 ( 50%), 3/4 ( 75%) {]19/2 ( 11%) 19/3 { 18%) | 19/2+3 ( 27%) {9/27 { 70%) ||mo acidogeénico ?
A mais provavel
Grupo II q patogenecidade,
474 (100%) 3/4 ( 75%) }| 9/4 ( 44%) 9/3 ( 33%) 8/4+3  77%) 1} 9727 ( 33%) |{|Indice de patoge
{Str.mutans) _ . 2
Rur e : nicidade tofal,-
dlstlntamente su
perior as demais,
Grupo 1V Participante co~
(Str.sp.) 4/4 (100%) 3/4 ( 75%)\ 23/4 ( 17%) 2373 { 13%) 237443 ( 30%) |23/27 ( 85%) tnumacldogenlco ?
Grupo V Nao Participante,
{(Str.mitis, etc)ij0/4 ( 0%) 3/4 ( 75%) |10/0 ( ©O%) 1073 ( 30%) | 23/3+4 ( 30%) [{ro/27 ( 37%) |Ina cérie.
Colunas:
{1) N2 de caries em que esteve presente/N¢ total de caries observadas. .
(2) N2 de descoloragdes em que esteve presente/Ne total de descoloragoes observadas,
(3) N¢ de placas em que esteve presente/N¢ de caries em que esteve presente,
{4) N¢ de placas em que esteve presente/Ne de descoloracoes em que esteve presente,
(5) No de placas em que esteve presente/NQ total de caries + descoloracoes em que esteve presente,
(6) N2 de placas em que esteve presente/N2 total de placas examinadas. '
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persacarosados, solidos ou liquidos, por diversos autores, FITZ-
GERALD e colab, {1960} descreveram colonias consistentes, de coé
sisténcia semelhante & da borracha (amostra FA-1, em Agar-sacarg
se}. ZINNER e colab. (1965a) descreveram contorne gelatinoso nas
coldnias da amostra AHT, GIBBONS ¢ colab, (1966) observaram em
caldo hipersacarosado o crescimento de estreptococos cariogeni--
tos para ratos gnotobliotos, como aderentes aos tubos de culiura
e que tendiam a formar massas gelatinosas. KRASSE (1966} obserw
vou gota de polissacarideo no tépo das colonias, CARLSSON (1965b,
1967&) observou acoplamento entre as colonias, com tendéncia a
tornarem-ge “"zoogleicas", a custa de material gelatinoso. CARLS-
SON (1967a) comprovou as observagoes de KRASSE {1966), DE STOPPE
LAAR & colab. {(1967) descreveram cclonias formadoras de dextrana
em placas dentais humanas,

GIBBONS & BANGHART (1967) comprovaram que a  dextrana
era um dos principais constituintes da matriz da placa dental,
Observacoes interessantes foram realizadas nesse estudo:

a) constataram a aderéncia da dextrana a hidroxiapati~
ta, mesmo quando recoberta por proteinas salivares, o que sugere
& capacidade de ela aderir aos dentes mesmo quando banhados pela
saliva na cavidade oral;

b) a dextrana forma um complexo insoluvel quando incu-
bada com saliva, o que vem impedir que as placas dentais se des-
manchem e desaparecam quando lavadas;

¢} a dextrana & relativamente resistente a hidrolise -
produzida pele crescimento bacteriano, em cuhtraste com a levana,

produzida pelo Str. salivarius, grandemente éusceptivel a esse

atagque,

Em nosso estudo, germes produtores de dextrana (Grupos
I e II) manifestaram-se por colonias "zoogléicas! em Agar hiper-
sacarosado, colonias com contorno de aspecto gelatinoso, no Gru-
poe I; e no Grupo II, foi verificada gota désse polissacarides no
tépo da colonia. Em caldo hipersacarosade, viscosidade e precipi
tacdo flocular foram invariavelmente verificadas nos dois  Gru~

pos, essa ultima principalmente com a adigao de uma parte'de etg
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nol,
Como ja vimos, os estreptococos do Grupo I, semelhantes

an Str. sanguis, ocorreram com muita freqiiencia nos nossos raspe-

» v ] . .
dos dentais, Convem salientar que foram verificados, em algumas o

cagioes, numa mesma placa dental, dois ou treés sub-Grupos désse
Grupo I; nestas condigbes, o nimers total de amostras obtidas foi
de 38, correspondendo a 47% do nimers total de amostras isoladas
{38 de 81 amostras, Quadro 3).

4,3 - Inguerito sGbre a causalidade, a patogenicidade e

o_saprofitisme com vistas as amostras de estrepto

cocos isoladas de locais em.que sé prodﬁziu céfi;

(Quadro 6]. |
Causalidade. Pelo 12 postulado de Henle-Koch, o agente

etiologico microbiane, sendo essencial, deve encontrar-se em to-
dos os casos, sem excegao. L tambem certo, entretanto, que a reci
proca nao e verdadeira.

Patogenicidade. A patogenicidade de certa espécie bacte
riana ndo se revela por um esquema simples, ja que sua virulencia
pode apresentar diferentes graus e S0 se manifesta quando eutros
fatores, igualmente essenciais para que o casge se fealize, estao
presentes (susceptibilidade do hospedeirs e dieta cariogénica). Da
patogenicidade da especie decorre gue sua presenga deva conduzir,
com ceérta freqiiéncia, as alteragoes patologicas; conmseqlientemente,
essa presenca & relativamente restrita, contrastando com a uhiqﬁi
dade de regra do saprofita.

Saprofitismo. A presenca do saprofita deve ser muito -
mais fregllente na auseéncia, do que na presenga de alteragao pato-
légica; neste ultimo caso, entretanto, como decorrencia casual de
sua ubigliidade,

E no contexto dessas generalidades que procuraremos in-
terpretar os nossos achados,

f interessante ressaliar que as amostiras da Grupo I fo-

ram encontradas comumente associadas a amosiras dos Grupos IV -
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(8tr. sp.)e V (Str, mitis, etc.) em individuos com indice CPO-5
baixos e altos (Quadro 4), ndo se registrando alteragbes dentais
apos 6 meses; e também associadas a amostras do Grupe IT {8tr,
mutaps), ocasifio em que algumas alteragoes foram observadas. Os
dades obtidos indicam que os estreptococos do Grupo I nic devem
apresentar relagoes causais diretas com carie, ja que (Quadro 6,
coluna 1) ha caries que se produzem na ausencia deles, sem que,
desse mode, possa se preehcher a exigencia do 1% postulado de
Henle~Kooh,

Oz estreptococes do Grupe II (Str. mutans), occorrsram

em individuos com CPO-5 elevadp e, pelos resultades observadoes

6 meses depﬁls do exame bacterlalngzco, aparentemente,guardam -
..relagoes dlretas com o problema da carleg De fato (Quadre 8, co
Lluna 1),_tod§s as 4 caries o apresentavam. Por outro lado, no
mesmo Quadro, a sua indicacgao de paﬁogenicidade total {carie e
descoloragaoe do esmalte) e distintamente superior a atribuivel

aos demais'Gruposa No Quadro 7 observamos, nao o destino da pla
ca, mas o destino do padiente que tem, ou nao, o agente eliolo-
gico em alguma placa de sua boca: esse Quadre evidencia que, sd

quando ha Str. mutans na bhoca (seja nesta ou naquela superficie)

2 que pode aparecer carie ou descoloracdo do esmalte. Uma das -

descoloracoes do esmalte, que nao apresentavam Str. mutans noe

local 6 meses antes, poderia ter-se contaminado com Str, mutans

no correr do prazo porque o paciente tinha esse estreptococo -
noutro local da béca. fsses dados confirmam o preenchimento do
19 postulado de Hemle-Koch (seria uma descoloragao a caminho de
carie). '

No paciente nf 2 {Quadro 4) tivemos o Str, mutans cow

mo o unico produtor de dextrama, o gue mostra gue @ capaz de se
estabelecer a custa propria e formar placas.

No paciente n2 5 {Quadre 4) fato interessante oCorreu.
Foram examinados os raspados de todos os seus quatro terceiros

molares. No terceiro molar superior direito (8) foi verificada
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a presenca de Str, mutans, apenas; outros estreptecscos foram ob
servados no material dos outros dentes examinados; significante-

mente, foi o dente que apresentava o Sir. mutans aquele gue dew-

2 w
senvolveu carie.
Como se verifica no Quadre 6 {colunas 3, 4 ¢ 5) as in-

dicacoes de patogenicidade para Str. mutans sac distintamente ~

mais elevadas do que as das cuiras espécies; por outro lade, &
ela a 35pécie menos espalhada na boca {mencr indicagde, ou indi-
cagao negativa de saprofitisme) (Quadro 6, coluna 6). Alem dis-
s6, a unica alteracio das 8 havidas (4 caries e 4 desceloracoes)

em que ndo se verificou previamente o Str, mutans na placa foi

uma alteracao do esmalte (Quadro 4, paciente n2 5), mas esse pa~-

ciente estava contaminade com Sir. mutans noutra placa gue termi

- N # £ x
nouw &m carie e, ¢ possivel gue tenha havide durante o prazo de §

= L . - &
meses, contaminacic com Str, mutans {contaminagao autogena) na -

&, ~ -~
superficie que s¢ apresentou com descoloracao do esmalte, prova-
velmente a caminhe de carie, De modo gue, observando, nao o des-
tino da placa isoladamente, mas o destine do paciente, verifica-

mos que {(Quadro 7}, quando hé Str. mutans na boca do paciente e

L Ll ) -
que podem aparecer carie ou descoloracac do esmalte; o paciente
e . . g ’ ~ ¢,
gue nag o apresente fica destituido dessas alleracoes patelogiw-
o~ r
cas: dentre os quatre Grupes enconirades, esta correlagac so se

verifica com o Str. mutans,

Comprovamos fatos que vem demonsirar como 0 problema
da carie & complexo, No caso do paciente n2 4 (Quadro 4}, em que,

curiosamente, fol registrada a maior contagem de Str, mutans de

nossa investigacao, ocorreu apenas descoloracac de esmalte; se a
deacoloracac & a primeira fase para o desenvolvimento da carie
{como & de regra), este fato sugere a atuagao de fatores adicio-
nais, no caso entravando, para o estabelecimente da lesao cario-
sa, fatores gue sabemos serem os outros deo esquema de KEYES -

{1962) (Fig. 1}.
Nessa linha de argumentacae, outro fato interessante ~
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Quadro 7 - Prognostice do paciente: Alteragoes patola-
gicas (4 caries e 4 descoloracoes do esmalte) em 8 placas denw
tais de 12 pacientes nos quais se tinha verificado, 6 meses an-
tes, a presenca ou a ausencia dos Grupos de estreptococos de -
CARLSSON,

|

{‘ Grupo% Grupo I | Grupe 11 { Grupo IV % Grﬁpo v '.i

| |{8tr.sanguis) | (Str.mutans) | (Str.sp.) (Str.mitis,

| Verifi { & i ete,) |

%cagic | | ! !

‘ | - | I 3 |

} ! ‘ Co2 C.4 i i 0,4 1 | C.0

|Presen§a | P9 frsmmeed DB frmmmemmne] P, 12 | P et

| ; : D.3 | I p.g I L p.3 l { 0,3 |

| i - i I

l l { C.2 i | €0 E €.0 ' Ct |

f Auseéncia f Pu3 ] P ] PO e} P8 e

| | ; p.1 } g 9.0 § L pa % % D.1 {

| Tl ea | T ea | leal sl

f TOTAIS ; P, 12 [ P 12 it P, 12 | P, 12 pmennend

| | { D4 % % D.4 { % D.4 ‘L % .4 {
Legendas:

c. - Cé!‘ie&i (DQ de soﬂ}
. - Descoloragac {(n® de ..,.)

P, - Pacientes {(n® de ...)
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foi o que aconteceu com o paciente n2 8 (Quadro 4); nele o Str, mu-~

tans foi detectado, nao se registrando nem carie nem descoloragao;
E P ~

mas nele € que se verificaram as menores contagens para esse estrep

tococo, em nossa investigacdo. A presenca do Str, mutans, sem cag--

sar alteracoes, (Quadros 4, 6 e 7) foi verificada em duas de suas
nove localizacoes, porem, ambas as localizagoes em um mesme pacien~
te {Quadro 8), De acordo com o estado atual dos conhecimentos algu-
mas hipoteses racionais podem ser feitas para explicar o fato:

a) Maior resistencia do hospedeiro {que podemos tomar co-
mo resultado da agao de deis fatores em conjunto: constituicdo e -
dieta, ou "nature and purture"), cuja importancia e tdo grande que
se mostra essencial; |

b) O prazo de 6 meses para a instalacio da lesae que con-
sideramos como boa margem inclusiva; sera ele suficiente para cada
c#so, em particular?

¢) Menor patogenicidade da amostra (e fato comum em bacte
ricloegia gue as ampsiras de uma espécie possam variar em sua virug--
lencia), |

d) Estariamos diante de um portador sas? Se o portador -
nao se verifica em tantas doencas infecciosas, nao poderia verifi--
car-se também na carie e na descoloracho?

Fato assaz interessante, em que nos permitimos insistir,-
(Quadro 8) e o que se verificou com relaglo as 12 bocas, com presen

¢ca {6 pacientes) e com ausencia (6 pacientes) de Str. mutans, pois,

8 meses apés§ foi 86 nas primeiras que s8¢ encontraram alteragoes P
. 4 - £ .
tologicas (carie e/ou descoloragao). Este fato & consistente com as

hipoteses:
a) de patogenicidade 50 de Str. mutans e saprofitismo -

das demais;

b) de transmissibilidade dessa doenca infecciosa dentro ~
de uma mesma boca {(auto-infeccao}: caso do paciente'nﬂ 5 (Quadro 4),
considerando~se a descoloragide como primeior passc & carie, cabendo

apenas notar que ha descoloracdes de origens outras.

- F



Quadro 8 ~ Exame clinico em 27 placas dentais de 12 pacientes, 6 meses apos a

‘verificacao de presenca, ou ausencia nelas de estreptococos dos Grupos de CARLSSON.

Grupo I Grupe II Grupo IV Grupo V
($tr.sanguis) (Str.mutans) (str.sp.) (Str.mitis,
ete.)
NQ o Ne % No % No 9%
Nao 8 30 18 67 4 15 17 62
Qcorreu _ |
gcorreu
S 1- i4 52 2 7 16 59 7 26
A t:?aa" {7 pa- (1 pa- {8 pa~— {5 pa-
soes cientes) ciente) cientes) cientes)
h. Com al-
teracoes 3. 1 3 i1 3 11 3 11
Descolora- >5 | 18 >7 >26 >7 - >26_ >'3 >-11
coes 5 = 4 157 4 15 Q o
Carie
TOTAIS 27 100% 27 160% 27 100% a7 100%
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Enfim, todos estes fatos apontam, de modo uniforme e
sem contradicoes, para a responsabilidade patugénica s do Str.
mutans, com exclusao das demais encontradas (Quadres 6, 7 e 8),
o que nao obsta a que as demais especies, sendo acidogenicas, -
quande presentes, possam agir agravande a situacac (adjuvantes -
ou cooperantes),

Quanto a ocorréncia dos estreptoceces dos sub-Grupos -
do Grupo I, Ih e Ii (que guardam relagoes bioquimico-fisioldgi--

cag com Str. mutans, somente variande quanto as tipo de colonia

no agar "Mitis-salivarius™, sendo similares as amostras AHT  de
ZINNER (1965a}, isoladas de caries incipiente do homem e carioge
nicas para o "hamster'") nao temos dados que nos permitam contlu--
sac, Mag ocorreram em um mesmo paciente (n® 5, Quadre 4), em Ch-

rie (em gue houve comprovacao de Str. mutans) e em descoloracac

(em que nao houve comprovagdo de Sir. mutans). Supomos que as fu

turas investigagcoes desta questlo se encaminhem, ou para reconhe

cer que alguns sub-Grupos do Str. sanguis sao também essencial-
mente patog%nibas, ou que uma reclassificacao bacteriologica os
permitiria incluir no Grupe II (Str. mutans).

Seja come for, os atributos biogquimico-fisiologicos do

n . L3
Str. mutans centinuam, desse modo, a reforgar o seu corrglacie-

namento a patogenicidade.

0s estreptococos do Grupoc 111 ocorreram apenas em um -~
caso GQue examinamos inicialmente e gue foi retirado da caguisti-~
ca aqui apresentada por termos perdido o contato com o paciente,
Acreditamos que essa ocorréncia na placa tenha sido ocasional, -
concordands com KRASSE (1954a e b) e com CARLSSON (1963a, 1967a)

gue o Str, salivarius nac tenha o seu "habitat' natural vas fa-

ces dentais e sim na saliva.

Ainda como decorreéncia das conclusoes que chegamos pro
pomos & inclusaoc de um 4@ fator aos 3 essenciais propostos  por
KEYES (1962), ou seja, a decorrencia de um certo prazo de tempo

" . # .
entre a formacao de placa e o aparecimento de carie.
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L 7 .
Nestas condigoes complementariamos a figura proposta na

 pagina 21 da seguinte maneira:

_ CARIE

Fig. 7 ~ Fatores essenciais de carie. Adaptado de KEYES

(1962) com a inclusao de wn 492 fator (prazo de tempo).

Por fim, cumpre reconhecer gue os nossos achados, se de
um lade tendem, sem nenhuma dﬁvida, a valorizar os exames bactg--
riologicos qualitatives (diagnostice diferencial das espécies da
placa dental), de outro aparentemente, estariam a indicar, nas -
condicoes de nosso trabalho, a limitada significagac da aplicacgao
da técnica da contagem de particulas viaveis, que tanto tempo con

some,

4.4 - Lactobacilos e cArie dental

A contagem de lactobacilos tem sido empregada como indi
ce de atividade cariogenica desde 1930, mas o afastamente defini-
tive do lactobacilo como causa de carie vem esclarecer que a si-
multaneidade daqueles achados e mera coincidencia; ambos esses a-
chados estdo na dependencia do mesmo regime dietetico (GOLDSWOR-
THY, 1958; FEATHERSTONE, 186¢).

4,5 - Prevengao da carie

Ao encerrar a discussdoc de nossps resultados cumpre lem

7 G



brar algumas sugestoes de prevencds a carie, conseguintes com -
nossos achados:
’ . _ - N . #
1. Jda que a dextrana pao se solubiliza na agua {como o

faz a levana do Str. salivarius) e ja que ela & formada por Sir,

sanguis e Sir. mutans, que constituem a matriz da placa dental,

conviria, nas formulas de dentifricios ou de colutdrios desviar
a atencao exclusiva para n®les incorporar antisseptices, e  in-
cluir elemento que solubilizasse a dextrana {talvez algum deter-
gente), desfazendo a matriz da placa para trazer, talvesz, validez
ao antige ditade, infelizmente ilusive: "um dente limpo (escova-
do) nunca se estraga {apresenta carie)";

2, Ja que a carie ¢ doenca infecciosa em hospedeiro =
susceptivel1 & preciso levar em conta a sua transmissibilidade -
{copos, xicaras, talhares, beijos, doces compartilbados, etc.);

3. Seria cabivel ensaiar vacinagao com o agente etiolo
gico bacteriano, caso este ficasse rigorosamente reconhecido co-
mo tal;

4, Todas estas sugestoes ndo obstariam, evidentemente,
a que fossem prosseguidos os esforcos por uma alimentacao corre-
ta {inclusive em oligo-elementos, como o fllior) gue promove ou-
tras vantagens, aléem de uma denticic melhor;

$. Ja que a formacho de dextrana se faz a partir de sa
carose, e nao de glicose, seria exequgvel substituir aguele in-
grediente basico da alimentagio por outre "acucar" que, comprova
damente, ndo servisse de substrato a formagho de dextrana (*) co

mo a glicose?

{*) 0 "Pulso" {Jornal medico publicado sob a responsa=
bllldade do Dr, R. de Souza Coelho & do Prof. Lauru Soliero}, em
seu nimero 293, de 3 de agosto de 1968, refere noticias provin--
das de Copenha ve (Dinamarca) em que se da conta de que cientis-
tas daguele palgs estaoc observando 08 regultados do consume de a-
¢liicar fabricado por processo enzimatico, com QJV de glicose e 5%
de formas inferijiores de aqucar, em substituicao a sacarose, com
& esperanca de, entre outras vantagens, diminuir a prevalencia
da carie dental,

L%



Capitulo 5

CONCLUSOES

1, De todos os 26 casos em que foi comseguide, por ~-
meio de raspagens dentéis, material a ser examinado, foram iso-
ladas 81 ﬁmostras de.estreptocacos.
| | 2, Pela ordem decrescente de ocorréncia de amostras -
dos Grupos de CARLSSON (1867a), tivemos:
Grupe I  {S8ir. sanguis) ,...0.... 38 amostras
Grupe IV (Str. sp.) viecvseesness 23 amostras
Grupo V (§i£. mitis, etc. ) sssee 11 amostiras
Grﬁpo I3 {S{r. MULANE) cassvsncsn 9 amqstrﬁs
Grupo 11X (Str. salivarius) ...... 0 amostras

3. 0s estreptococos do Grupo I (Str. sanguis), apesar

de forwadores de dextrana e importantes constituintes da placa
dental, nao se mostraram correlacionados come indutores essen-

cials de carxe dental,
4, 0 Grupo II (Str, mutans), pelos dados obtides, de

diferentes modos apresentam-se uniformes como agentes etiologi-

camente correlacionados a carie.
5, 08 estreptococos do Grupo III (Str, salivarius), -

parecem nao ter seu Yhabitat" patural nas faces dentais.
6. Os estreptococos do Grupo IV (Str, sp.) e V (Str.~

mltxs, etc }, pelos dados obtidos, nio mostraram guardar rela--
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goes diretas como indutores de carie, o que naoc obsta a QUe pos
sam ser adjuvantes, quando presentes, por serem acidogenicos,

7. Nao foram encontrados nas placas dentais nem ente-
rococos, nem estrepiococes de Grupo lactiis.

8. A identificacéc bacteriologica das espécies per -
provas bioguimico-fisiologicas {exame qualitative) tem signifi-
vagao definitiva bem maior do que as contagens de particulas -
vidveis por especie {exame qualitative); com estas contagens -
nio se conseguiram grandes esclarecimentos,

9. 0 aspecto das colonias no agar "Mitis-salivarius'-
e a reacao no caldo hipersacarosado (gelificagao e precipitagao
pelo etanol) sao duas tecnicas de importancia fundamental no en
caminhamento do diagnostico bacteriolagico; as demais provas =~
biogquimico~fisiologicas tém importancia secundaria.

10, A reducdo da metodologia ao emprego:

a) de exames somente gqualitatives (diagnéstico bacte~
rioldgico das especies sem contagens de particulas viaveis que
consomem muito tempo);

b} das duas provas fundamentais acima referidas, se-~
guidas por outras oportunas, conforme esteja indicade, tornaria
exeqiiivel a observacdo de um numero maior de pacientes, com van
tagem para a documentacao. experimental, num estudo que se apre-

senta como altamente promissor.
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APENDICE

FICHAS DA CASUISTICA




Paciente.: M,A,R, Idade:]9 angs Naturalidade: Sao Paulo-SP

Profissao: Estudante Saude Oral

Normal

ingestao de alimentos acucarados: Ingere-os com fregliencia

Habitos: (ndg possue)

CPp-5: € 0 ; 0 8

Escovagio dental: 4 veges ao dia
i B_Q

Ei_ 0

CPO-S_ 6 i DP_30

Amostras

o]
.
o

Provas

Tipo de col.
Bile-splubhilidade
Hemolise
Catalage

Viscosidade em caldo
com 5% de sacarose

Pp.densa apos adicao
de etanol {99,5%)

a. Uma parte

b. Tres partes
Cresc.em 4% de NaCl
Cresc.em 6,5% de NaCl
Cresc.em 0,08 Az . Met.
Cresc.em 0,1% Az.Met.
Hidrolise de Arginina
Hidrolise do Amido
Fermentagas

a, Inulina

b, Rafincse

c. Manitol

d, Sorhitel

H

Classificagao em

Grupos e sub-Grupos

Grupe IV

ﬁﬂrupa Ig

Grupo IV

Grupo Ig

t
o
>

i




Pacientes: J.R.C. Idade:_EG_anas Haturalid&de: Sée Paulo-5P

Profissao:_Estudante Saude Oral:__Normal

Ingestao de alimentos agucarades: Ingere-os com freqliencia

Habites: (nao possue) Escovacao dental: 4 vezes 2o dia

CPo~8: € 1 ; 0 28 + E o .y B0 ;CPO-S 29 5 DP 30

?

Amostras ' -

i oo | oew o
Provas
Tipo de col. L. {Re 1 L. | R,
Bile-solubilidade W N B
Hemolise . . . .
Catalase O D D

Viscosidade em caldo
com B% de sacarpse I

-t 4
Pp.densa apos adigac .
de etanol {99,5%)

a, Uma parte - + - +

b, Tres partes N AR U
Cresc.em 4% de NaCl I R T

Cresc.em 6,5% de NaCl S O T B
Cresc.em 0,01% Az.Met. | _ | .| .| -
Cresc.em 0,1% Az.Met, R N

Hidrolise de Arginina | -] - | -] =
Hidrolise do Amido N I R
Fermentacgaec
a, Inulina - + - +
b. Rafinose - 4 - +
£, Manitol - + - +

d. Sorbitel

i

.
1
+

Classificagao em

Grupés e sub~Grupes

Grupo IV
Grupe 11
Grupe 1V
Grupe I




Pacienter: R.G, Idade:la_anos Naturalidade: Piracicaba-Sp

Profissao: Estudante Saude Oral: Normal

Ingestao de alimentos agucarados: Raramenie ingere-os

Habitos: fumante Bscovacaoc dental: ocasionalmente
CPO-S: C_0 ;0 3 B O ;Ei_ O CPO-S_3 ; DP_30
8 | s | 8| &
Amostras 1B ke 1@ e |1
o] +
Provas
Tipo de col. L.| B. | R. | L. | R,
Bile-solubilidade - - - - -
Hemplise o | . jalgd o 1.
Catalase | - - | - - -
Viscosidade em calde
com 5% de sacarsse’ S S B TN B
Pp.densa apos adicac
de etanel (89,5%)}
a. Upa parte SR Tt B T B A
b. Tres partes - b= | ¥} - b=
Cresc.em 4% de NaCl SO R S B
Cresc.em 6,5% de NaCL | - |~ |- |~ |~
Cresc.em 0,01% Az Met. | - |~ [+ |~ |~
Cresc.em 0,1% Az Met. S B B B
ﬁidrﬁlise de Arginina + - + - +
Hidrolise do Amido N T
Fermentacao
a, Inulina - - + - -
b, Eafinose - + - - +
c., Manitol S R N P
d. Sorbitel - - - - -
fClassificacao em Sl I = =
ol @ ef o1 @
Grupes e sub-Grupes % % g‘ g‘ %
|16 | & 8 &

]
w
v



Pacientess R,1,8.V, Tdade: 20 anog Naturalidade:Sac Paulo-SP

Profisgao! Estudante

Saﬁde Oral: Normal

Ingestao de alimentos agucarados: Ingere-os com fregliencia

Habitos: (ndo possue)

Escovagio dental: 4 vezes aps dia

CPO-85.C_0 ;0 35 ;E_1_ ; Bi ; CPO-S_40 3 DP_31
g loefolewlalalcecl ol o
Amostras CRER R R R N TN R R e
Rl B I I I
Prevas
Tipo de col. Lo| Lo | B| R} Lo Lo| Ro| R.| R.
Bile~golubilidade - - - - - - - - -
Hemolise S S R R
Catalase - - - - " - - - -
Viscosidade em caldo
com 5% de sacarose WU BV I T P B R R
Pp.densa apos adiche
de etanol (99,5%)
a., Uma parte - | - PR R D + PR
b. Tres partes - - - - - - - - -
Cresc.em 4% de NaCl S R RV SPUR R R S RO
Crese.em 6,8% de NaCl | - | « | o | o | - ]« |- 1<}~
Cresc.em 0,01% Az Met, | ~ | = | -~ |« |« |« } -]~ 1-
Cresc.em 0,1% Az .Met, | » | = | w | =« J =« | = | -} -]~
Hidrolise de Arginina | « | - 1 + 1« 1+ 1=+ (-1
Hidrolise do Amide N IR P RO [ R SV PR B
Fermentacas
a, Inulina - o= |+ + ) - PO O R
b, Rafinose - + - + - + - & -
¢, Manitol - - - " - - - - "
d. Sorbitol - - - - - - - - )
& a7 -
Classificacac em Zi 5; 2. 2 Z E 'z :‘1 ;
Grupos ¢ sub-Grupos g é é | g g. 5 5 g g

K ¥ o P




Paciente.: 8.8, Idade: 22 anos Naturalidade:Pendpolis-SP

-

Profissao: Estudante Satde Oral: Nemmplsissoos i . o

Ingestao de alimentos acucarados: Ingere-os com freqliencia

Habitos: (fumante) Escovagao dentals % vezes ao dia
CPO-5: C_ O : 0 20 1 B 3 s BE1 O ; CPO-8 35 ;Dp 29
® | A (3 L~ o o
Amostras | | @l W] o o | o
B ln |l ol | o
Provas |
Tipo de col. o Le fLe|Ls JRe [ L. j L. | R,
Bile-solubilidade - - - - - - -
Hemolise lalfalalfaalfa . | . | . @lfal
Catalase - |- - | - - |- fH '
Viscosidade em calde
com 5% de sacarose - |+ |+ 1+ [~ 1+ {4+
Pp.densa apos adigac
de etanol (99,5%)
a. Uma parte - + + - w |4 +
b. Tres partes O IR I R R I
Cresc.em 4% de NaCl - - + + 1= - -
Cresc.em 6,5% de Na€l |- |- |- |- |- |- |~
Cresc.em 0,01% Az Met, | - |~ [~ |- |~ {- |~
Cresc.em 0,1% Az.Met, |~ {~ |- |- = |« |-
Hidrolise de Arginina |- }J+ |- |- }= |= |«
Hidrolise do Amido e f+ b+ = te 1= 1-
Fermentagao
a. Inulina - - + + - * +
b, Rafinose - + + + - + +
¢, Manitel - - - + - - +
d., Serbitol - - + o + +
Classificacac em BN AIR RIS A
slalslslglss
Grupos e sub-Grupos § = = ] = - ]
S8 |8]88|8] &

P+ 7.



Continuacao .

Pacienter:__g,5, TIdnde:_22 anos Naturalidade:_ Penapolis-SP
Profissae:_Estudante Satide Oral: Normal

Ingestas de alimentes agucaradoes: Ingere-os com freg_ﬂéncia
Habitos: (fumante) Escovacao dental: 4 vezes ap dia

CPO-S: €_ g 3020 ;B _3 ; Bi_ 0 ; CPO~-S B8 DP 20
] el 3] s | o £
Amostras % |15 @ | & @ .
L 0 ! Tor i
Provas
Tipo de col, Le| Le| Le| R Lo| R.
Bile-solubilidadse - - - - - -
Hemolise . . . . .
Catalase ' U B B U R
Viscosidade em caldo
com 5% de sacarose S P D VI R
Pp.densa apos adicao
de etanol (99,5%)
a, Uma parte S ST B I +
b, Tres partes - - z ﬁ : b4
Cresc.em 4% de NaCl S I I T U
Cresceem 6,5% de NaCL | - | ~ | - [ - | - | ~
Cresc.em O,88% Az, Met, | « | -« | = | - | - | -
Cresc.em Q,i% Az Met., SO O R VR T e
Hidrolise de Arginina | - | + | = | - | = | =
Hidrolise do Amido R T VR P o
Fermentacao
&, Inulina - - + + + +
b, Rafinose - | + + + | =+ +
c. Manitol 0 R R R R S
i, e Sorbitol N N R O A
Classificacho em A I - N Bl I
@ S| o @ = @
Grupos € sub-—(irup__o-ﬁ g‘ g' g‘ g‘ §‘ %‘
Gl 3|88 85

et



Pacientes: C.M.C. Idade: 22 anos Naturalidade: Sio Paulo~SP

Profissac: Estudante Sande Oral: Normal

Ingestao de alimentos acucarados: Ingere-os ocasionalmente

Hibhitos: _ {nas possue) Escovagao dental: 4 vezes por dia

CPo-5: C O 1 0 9 s B O 3 Bi O . CPO-8 9 . Dp 32
« «

Amostras wi| @
w9

Provas

Tipe de col, Loy Lo

Bile~solubilidade - -

Hemolise . .

Catalage - | -

Viscosidade em galdo
com 5% de sacarose SO -

Pp.densa apos adigao
de etanol {(99,35%)

a. Uma parte -} -
b, Tres partes ‘| ~ | -
Cresc,em 4% de NaCl R -

Cresc.em 6,5% de NaCl - -
Cresc.em 0,01% Az.Met. | - | -
Cresc.em 0,1% Az Metl, -1 -
Hidrslise de Arginina | - | -
Hidrolise do Amide s |
Fermentacao
a, Inulina - -
b. Rafinose o -
¢, Manitol - -
d. 8Sorbitol - -

Classificacae em

Grupos e sub-Grupos

Grupo IV
Grupo IV




Paciente : A.M, _ Ydade: 20 anns Naturalidade:_Saracaba~§?

Profissao: _Estudante Saude Oral: Normal

Ingestao de alimentos acucarades: Ingere-os com freqiiencia

Habites:__ (mao possue) Escevacao dental: 4 vezes ao dia

CPo-S: C__ 0 ;0. 31 :E_1 ; Ei_ 0 ; CPO-S_ 36 ; DP29

wi 2] ol wi of sl 8! o =
Amostiras s B R @E|® |k
L ™ [ £~ B~ f~ [ . e
Provas
Tipe de col. Lo| Lei Re| Re| Ro| L] Loj Ra| La
Bile-splubilidade W R U - S B - | -
Hemplise kifal o | . hifaBifa < | o | o | .
Catalase - -] - - - - - _—
Viscosidade em caldo
com 5% de sacarose - |+ - | o+ | 4 + SN S B
Pp.densa apos adigac
de etancl (99,5%)
a, Uma parte w 1o - - + + - + +
b. Tres partes U I P I N T e
Cresc.em 4% de NaCl S RS R VR O B D
Cresc.em 6,3% de NaCl [N VU R S VRN R U S
Cresc.em 0,010 Az.Met, DA RV N R B DT PR S R
Cresc,em O,1% Az.Met. N R S VR A R R A
Hidrolise de Arginina | = | ~ | + [ + [+ | =] =] =~ | +
Hidrolise do Amido I O I B O B B I
Fermentacao
a, Imulina - - - - ¥ - - - "
h. Rafinose - + + - + + - - +
¢. Manitol - - | - - - - - - -
d, Sorbitol - - - - - - - - -
Classificacao em ol A R B S = I o N
irupes e sub-Grupos §‘ §" §* §f §* _ §* §4 & §
51505/5|5/5|5|8]3




Paciente : JuF, ~ Idade: 20 anos Naturalidade: Sac Caetano-gp

Profissac: Bstudante Saude Oral: Normal

Ingestac de alimentoes acucarados: QOcasionalmente

Habitos: {fgmante) .. ) E3cava§50 dentals 4 vezes ao dia
CPO-8: C o ;0 16 :;E_ 2 1 E1 o ; CPO-S 26 ; DP 28

ERE ol w] «l 2l o v o
Amostras o liw | ik ! i@ || @ | @
® | ® m ] i wi ow w | ®
Provas
Tipo de col. Le| Lo| Rof R.| L.| Lo| R.{ R.1 R,
Bile-solubilidade - - - g - - - g
... & &
Hemolise alfal . |[alfal g- . alfal . 18
Catalase - - - “ - - - “
] &
Viscosidade em caldo ﬁ =
com 5% de macarose PR N D R “ i - |5
p - -+ L]
Pp.densa apos adicao A M
de etancl {(99,5%) -9 2

a., Uma parte + - + - + -
b, Tres partes o - - -
Cresc.em 4% de NaCl - o= | - -1 - -

Cresc.som 6,5% de NaCl -] - -
Grescaem Q‘Ol% AﬁuMeta - - -
Cresc.em 0,1% Az.Met, -f -1 -

Fi

{caracteristicas do Grupo IIL}
i '
! |
isolada _nas subculturas a partir do sangue

Nao mais isoladas nas subculturas a
{caracteristicas do Grupo I}

Nao mais isolada Jas subculturas a
{caracteristicas do Grupo II)

Hidrolise de Arginina | + | = | + -1+ -
Hidrolise do Amide T PR .
Fermentacao
a,. Inulina e - - - = " -
b. Rafincse + - - - + g -
c. Manitol - - - - - 1o -
, ] v 3
d. Sorbitol - - - - -1 -

Classificacao em

Grupos e sub~Grupos

Grupo Ig
Grupo IV
Grupo Ia
Grupoe IV
Grupo Ig

Grupoe Ve

=98



Pacientes: X.K. Idade: 19 anss Naturalidade:

Profissio: Bstudante  Sadde Oral: Normal

Ingestao de alimentos acucarados:  Consumo mederado

Habitos: (nae possue)  Escovagho dental: 3 vézes ao dia
CPO-5: C__ 0 30 316 3 E 1 s Bi__g 5 CPO-3 21 ; DP 331
sla | |=wlaiolo]
Amostiras B | I“&'f ;kﬁ lﬂ o s
e |lo o ol leio | o
Provas
Tipo de col, L, L. 1B |Re {1 | L. | Be | Ra
Bile-solubilidade - - - N -t
Hemolise .| . Rifal .| . hlfapifalalfd
Catalase - - - - - - S

Viscosidade em caldo
com 5% de sacarsse - + + | - + + |+

Pp.densa apos adigae
de etanol (99,5%)

a, Uma Parte - + * o+ - + + |+

b. Tres Partes - - - - - + N
Cresc.em 4% de NaCl A R R P DT D I
Cresc.em 6,5% de NaCl U R B R RO S B
Cresc.em 0,01% Az.Met.s | . | o} - | ~ 0 o] | o« |-
Cresc, em O,1% Az.Met. | = | - | = | =] =} - = |-
Hidrolise de Arginina | - | - + | 4§ w | =« | = |«
Hidrolise do Amido N U R B R PO S
Fermentacaso

a. Inulina - - +* - - + - b

b. Rafinose - - - > - - + 14

c, Manitol . - - - - - - -

H

!

]

L

t

§

1

+

d, Serbitel

Classificacac em

Grupos e sub-Grupos

Grupe IV
Grupa Ia
Grupo Ig
Grupo, IV
Grupe If
Grupo Ib
Grupe Ih

Grupe Ef

}
ie)
w0

H



Y

Continuagao

Pacienter: K.K, I&ade: 19 anes Naturalidade: Zahle-Libane

Profissac: Estudante Saude Oral: Nermal

Ingestao de alimentos agucarados: Consumo moderado

Habitos: (nag possue) Bscovagas dental: 3 vezes ao dia

CPo-5: C_ g 50 _16 s E_1 s Ei_0 ; CPO-§_21 ; DP 31

Amostras @il Bt Dt &l

Provas

Tipo de col, Le{ Lo | Re | R,
Bile-solubilidade A DI B e
Hemolise . . gZamahifaalfa
Catalase - - w -

Vigcosidade em caldo
com 5% de sacarpse - + + +

Pp.densa apos adicas
de etanol (99,5%)

#. Uma parte - + - +

b, Tres partes - | - - -
Cresc.em 4% de NaCl - e | | -
Cresc.em 6,5% de NaC1 | - | - | -~ | -
Cresc.em 0,01% &z .Met. [ - | = | - | =

Cresc.em 0,1% Az.Mel. U DV R

Hidrolise de Argininas + = ] - o+

Hidrolise do Amide R B RO
Fermentacao
#, Inulina - - - -
h. Rafinose - e * +
¢. Manitel - U B -

d. Sorbitel

1
1
i
H

Classificacac em

Grupos ¢ sub-Grupos

Grups IV
Grupo 1a
Grupe Ib
Grupo Ig

i
-
<
i1




Paciente .M. T,B.C, Idade: 20 _anos Naturalidade! Amparo-SPp

Profissao: Estudante Sande Oral:  Normal

Ingestao de alimentos agucaradost: Ingere-os com frequencia

£ £} bl o .
Habitos: {nao possue) Escovagap dental: 4 vézes ao dia

CPo-5: C_3 ;3 0 28 L+ E_O y Ei O ;y CPO~-S8 28 . Dp 31

*

o L o £t G
Amostras wll wi] @ B i
213181818
Brovas
Tipo de cel. Lej Rej Lo Lo Re
Bile-solubilidade - O BRSO A P
Hemolise . it .| L} .
Catalase - - - - -
Viscosidade em caldo
com 5% de sacarose T R B
Fp.densa apos adicao
de etanol (98,5%)
a. Uma parte -+ i =]+ =
b, Tres partes U B T N
Cresc,em 4% de NaCl O T R B

Cresc.em 6,5% de NaCl O RV B P
Cresc.em 0,01% Az Met, | - | -« ] - | = | -
Cresc.em 0,1% Az.Met. | - -] =1 -

Hidrdlise de Arginina | - | - 1 + | = | «

Hidrolise do Amide A N B
Fermentacao
a, Inulina + + - + +
b. Rafinose -+ - + -
¢, Manitel - + - - -
d. Sorbitol -]+ | -7+ | -

Classificagao em

Grupos ¢ sub-~Grupos

Grupo I1h
Grupo Vb

Grupe Vb
Grupo I1




Paciente: ¢ F.A, _ fdade: 21 anos Naturalidade: Franca-8P

Profissac:_Estudante Sande Oral: Nermal

Ingestdo de alimentos agucarades: Consumo moderado

Habitos: {nao pessue) Escovacao dental: 4 vezes ac dia

CPO-8: €C: Q 1 0 33 JE 1 s Bi _O ; CPO-S5 38 s DP 30
g !.a o g |2 | @

Ampstras N R R
P O T I B
| ot | P} L] i i

Provas |

Tipo de col. RBs j Lo [ Lo } Be § Lo | Lis

Bile-solubilidade - — - - - -

Hemolise gamal o 0 .« talfal

Catalasge - - - - - -

Viscosidade em caldo

com 5% de sacarose w b = b= e |-

Pp.densa apos adigao
de etanol (99,5%)

a, Uma partie I A O
b. Tres partes -
Cresc,em 4% de NaCl A A I A D
Cresc.em 6,5% de NaCl | = | = |~ | = | = |~
Cresc.em 0,01% Az Met, | - |~ |- |~ |~ |~
Cresc.em 0,1% Az Met, w fom b e - -

Hidrdlise de Arginina | - !+ |+ }+ |+ |«

Hidrolise do Amide S IR U U R
Fermentacao '
a, jnulina - + - - + -
h. Rafinose - - - - = -
¢, Manitol - - w - - -

d, Sorbitel - - - - - -

Classificacac em

Grupos ¢ sub-Grupss

Grups Va
Grups If
Grupo Ve
Grupoc If
Grupo IV

{
i
bl
ba

L



Paciente:: J.C.V. ldade: 21 anss Naturalidade: Indiana-SP
Profissdo: Estudante Safide Oral: _ Normal

Ingestao de alimentos agucarados: Baixo consume

Habitos: (nao possue) Escovacan dental: 3 vezes ao dia
TCPO-S: €_1 ;02 ;E 1 ;Bi_0 3 CPO-826 ; DP 29
| tlalol o
Amosgtrag : ol L ["56 @
ot ey ||
p ) ek e
Provas g
Tipo de col. w L.j R.| L.
Bile-solubilidade i -
. o
Hemolise £ pifa hifa
<
{atalase g - _g -
Yiscosidade em calde 'g 5 _
com 5% de sacarose al- | +
Pp.densa apos adicao g ?{,‘_,ﬁ
de etanol (99,5%) g @ -
a, Uma parte "S - g § +
b Trés partes v .§ S
Cresc.em 4% de NaCl % - '5 g -
Cresc.em 6,5% de NaCl Bl w |5 gl -
o n o
Cresc.em 0,1% Az.Met, 'g - g:é .
Hidrolise de Arginina ’g + § § -
Hidrolise do Amido Bl || Sl
n o
Fermentacao g ‘; E
&, In;zlina :c i é g +
b. Rafinose - g} -
o &
¢. Manitol SE I U LR | .
d, Sorbitol - -
Classificacas em ot ha
_ e o
Grupos e sub-Grupos g g
w

~103~



