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INTRODUCAO

A carie dentaria estid entre as mais importan-
tes doengas da populacdo brasileira. E uma doenga localiza-
da, progressiva, que se inicia pela desmineralizag¢ido da su-
perficie externa do dente, devida a dcidos organicos produ-
zidos localmente por bactérias que fermentam depositos  de
carboidratos da dieta. Dessa forma, a cdrie resulta de wuma

complexa interagao entre hospedeiro, dieta e microrganismo.

Uma série de experimentos preliminares levados
a efeito por KEYES (1960), o qual estabeleceu que a carie
dentaria & uma doencga infecciosa e transmissivel, -abriram
muitas perspectivas em pesquisas sobre o assuntc. Experimen
tos posteriores levados a efeitc por FITZGERALD e KEYES
(1960), demonstraram que certos estreptococos isolados de
placas dentdrias. podem induzir cdrie em animais de labora-
torio. Essas observacoes deram origem a extensives estudos
com "estreptococos indutores de cdarie'. Nos Ultimos anos as
pesquisas tem demonstrado a presenga de estreptococes espe-
cificos como fatores bacterianos na complexa etiologia da

carie dentaria.



Desde que as bactérias estido envolvidas no apa
recimento da cirie, parece claro que seu inicio e evolugao
devem ser determinados por uma interrelagao parasita-hospe-
deiro. Dessa forma, o conhecimento dos principais . fatores
relacionados ao bindmio parasita-hospedeiro devem ser preli
minarmente determinados antes de se iniciar experimentagoOes
de natureza cliinica. '

A determinacao dos principais componentes como
fatores bacterianos na complexa etiologia da carie dentaria
e assunto fascinante e de interesse tedrico e prdtico. Nos
Gltimos anos tem-se observado a publicagdo de resultados de
pesquisas que ampliaram o conhecimento sobre a classifica-
cdo, ecologia e significado bioldgico de estreptococos de
placa dentaria. Para se determinar a presenca desses compo-
nentes associados ao desenvolvimento da carie dentaria, par
ticularmente a classificacgao, identificagdoc e caracteriza-
cao desses microrganismos, métodos serolbgicos tem sido de
grande valia (BRATHALL, 1970, 1972; COYKENDALL, 1974; DODD,
1949).

Neste trabalho nos procuramos analisar algumas
especies de estreptococos de placa dentiaria do ponto de vis
ta seroldgico com ) objetivo de contribuir nos estudos de
identificagao, caracterizagao e classificagao de microrga-
nismos orais, partigularmente associados ao mecanismo de ca

rie dentaria.

A andlise de antissoros obtidos contra Strepte
coccus sanguis em reagde com antigenos obtidos das espécies
S, sanguds, S. mutans, S. faecalis, S. mitis e S. salivari-
us, foi efetuada através de reagdes serologicas, com enfase
a um estudo das relagdes de afinidade seroldogica entre es-

sas espécies.
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REVISAO DA LITERATURA

A flora microbiana da boca se apresenta extre-
mamente complexa e variada na sua composigao, dependendo de
sua localizagdo (SOCRANSKY § MANGANIELLO, 1971; HARDIE &
BOWDEN, 1974a). Os estreptococos compreendem proporgoes sig
nificantes da microflora apresentando 45% do total da super
ficie dorsal da lingua, 46% da saliva, 28% da placa -dentd-
ria ¢ 29% da fenda gengival (SOCRANSKY & MANGANIELLO,1971).
Eles estao entre os primeiros colonizadores da cavidade o-
ral apds o nascimento, porém, algumas espécies como S. san-
guis e S. mutans somente fazem parte dessa flora apés a e-
rupcdo dos primeiros dentes deciduos (MCCCARTHY et al,1865;
CARLSSON et al, 1970a, b, 1975}.

A composigao microbiana da placa dentdaria tem
sido amplamente estudada por ser considerada o principal fa
tor etioldgico nas duas maiores doengas, a carie dentaria e
a doenca periodontal (HARDIE & BOWDEN, 1975; THEILADE & THEI
LADE, 1976). Os estreptococos tem chamado a atengdo dos pes
quisadores como um patdgeno especifico na cdrie dentaria.Os
estheptococos mutans mostram-se indutores de carie em ani-



mais e hi também bastante evidéncias dessa espécie estar as
sociada a cdrie dentdria em humanos, o que se pode observar
na exaustiva literatura a respeito. Outras espécies de es-
treptococos presentes na bdca tem recebido menor atengao
nos recentes anos, embora, muitas dessas especies tem sido
vistas presentes em sérias infecgOes sisteémicas como a endo
cardite.

A maioria dos estreptococos isolados da  boca
pertencem aos tipos viridescentes (viridans) e ndo-hemoliti
cos (indiferente) baseados na placa de agar-sangue & podem
ser considerados como encontrados entre o grupo ‘''viridans"
(SHERMAN, 1937). Segundo COLMAN (1976), entretanto, o feno-
meno de hemdlise parece ndo ser uma propriedade particular
desses microrganismos que possa ser utilizada com seguran-
ca, j& que todos os tipos de hemolise (n,/BeY ) ocorre em
isolados orais.

A classificacao dos estreptococos  viridantes
tem sido tradicionalmente dificil, mas nos recentes anos foi
bastante incrementada, gragas aos estudos de COLMAN § WIL-
LIAMS (1972); CARLSSON (1968); COLMAN (1976); HARDIE & BOW-
DEN {1976a) e outros.

As espécies de estreptococos mais comumente en
contradas na cavidade oral sao 8. mutans, S. sangudis, S. mi
Lior, S. milleni e S. salivarius. Essa nomenclatura parece
nao ser utilizada por todos os pesquisadores, dessa forma,
algumas classificagles alternativas sao propostas (Tabela 1).
Qutras espécies podem ser isoladas em alguns casos, mas ob-
servadas em nimeros muito pequenos. Enterococos como S.
faeccalis, S. paecium e S, durans podem ser encontrados e sua
distribuigao na boca tem sido mencionada (GOLD et al,1975).
Strneptococeus bovis nao tem sido isclado com certeza da ca-
vidade oral humana, embora ele tem sido isolado da placaden
taria de alguns animais herbivoros. As espécies mencionadas



na Tabela 1 dizem respeito a maioria dos estreptococos iso-
lados da cavidade oral, embora outros "stralns' sio encon-

trados 0s guais nao se enquadram entre as taxas existentes.

+ Alguns dos estreptococos orais, especialmente
certos ''strains' de S. mufans requerem dioxido de carbono
para o crescimento em meio sdlido. Relativamente poucas in-
formacbes sdo disponiveis acerca da prevaléncia, distribui
cdo e propriedades de espécies anaerdbicas na cavidade oral.
Cocos Gram positivos anaerdbicos tem sido mencionados em es
tudos de cultura de placa dentaria (SOCRANSKY et al, 1977)e
também tem side isolado de lesdes cariosas profundas da den
tina (EDWARDSSON, 1974), infectando a camara pulpal e as
raizes do canal (BERG & NORD, 1973; KANTZ & HENRY, 1974 WIT
TGOW & SABISTON, 1975; SUNDQUIST, 1976) e abcessos dentari-
os (SABISTON & GOLD, 1974). Parece necessario que técnicas
de isolamento de anaerdbios mais elaborados sdo indispensa-
veis para o reconhecimento de estreptococos anaerdbicos de
material oral., Estudos realizados por HARDIE § MARSH (1978)
em placa supragengival, utilizando-se o sistema anaerdbico
convencional (Jarra anaerdobica) demonstraram grande dificul
dade no isolamento de estreptococos anaerdbicos. Isso suge-
re a necessidade de maiores estudos nessa area.



TABELA 1

NOMENCLARURA DOS ESTREPTOCOCOS COMUNENTE ENCONTRADGCS

NA BOCA.
COLMAN & CARLSSON FACKLAM PARKER
WILLIAMS (1968) (1977) & BALL
(1872) (1976)
S.mutans S.mutans S.mutans S.mufans
(Grupo 1I)
S.sanguds S.sanguis S.sangudas S.sangudis
(Grupo I:B)
S.mitilon S.sanguis S.sangudis 11 S. mition
(Grupo T1:A) Dx + mitior
S, mitia S, mitia ""viridans"
{(Grupo IV.,V)
S.miblends 7 S.MG-intermedius S.miliend
S.anginocus
constrellotres
S . salivanius S.salivarnius S. salivarniis S.sablivaniits
(Grupo IIT)

Dx + mitior,

mitior dextrana pesitivo



Streptococceus mutans

Esta espécie & geralmente reconhecida como aes
pécié mais bem definida, com uma série de caracteristicas
distintas (CLARKE, 1924, EDWARDSON, 1968; FACKLAM, 1974 ;
“PERCH et al, 1974; HARDIE § BOWDEN, 1976a). As cepas de S,
mutans fermentam manitol e sorbitol, produzindo glucanos ex
tracelulares (dextrana) a partir da sacarose, hidrolizam es
culina, mas ndo arginina (com excegdo do serotipo b} ou ami
do, produzem também acetoina de glicose, ndo produzindo usu
almente perbxido de hidrogénio, tolerando 6,5% cloreto de
sédio, e crescendo a 45°C. Estudos taxondmicos com estrepto
cocos orais tem demonstrado aglomerados distintos de varie-
dades correspondendo a S. mufans (CARLSSON, 1968; COLMAN ,
1968, DRUCKER & MELVILLE, 1971).

Varios serotipds de 8, mutans ja foram descri
tos (BRATTHAL, 1970, PERCH et al, 1974) os quais tem sido
correlacionados com a composigdo de carboidratos da parede
‘celular (HARDIE & BOWDEN, 1974b). Estudos levados a efeito
com o contelldo basico do DNA e hibridos de DNA entre as di-
versas cepas de S. mutans associados com dados bioquimicos
e seroldgicos, sugeriram a proposigdo de sub especies (COY-
KENDALL, 1874). Mais recentemente COYKENDALL {1977} sugeriu
que as sub espécies propostas fossem consideradas espécies,
denominadas S. mutans, S. raftus, S. cndlcettus, S. sobrinus
e S, ferus. Ndo esta claro, até o momento, como estas espe-
cies poderdo ter um sentide pratico. Parece ter mais senti-
do se todos os laboratorios e livros de referencia reconhe-
cessem as diversas cepas de S. mutaﬂé {(coletivamente) antes
de introduzir cinco diferentes nomes para as diversas varie
dades genéticas. Algumas caracteristicas bioquimicas se cor
relacionam muito bem com as diferentes sub divisdes de  S.
mutans, tal como a produgdo de amonia da arginina pelo sero
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tipo b (S. rattus) e tais observagdes levaram ao desenvolvi
mento de um esquema bioquimico para o reconhecimento dos di
ferentes serotipos (SHKLAIR & KEENE, 1974). Esse esquema
foi originalmente formulado com base nas reagdes de um pe-
queno numero de variedades de referencia, o que torna-se di
ficil ampliar tais fatos para as demais cepas de estreptoco
cos.

Essas subdivisdes de S. mutans podem ser Qteis
em estudos epidemiolOgicos em populagSes humanas € a divi-
sdo por produgdo de bactériocinas ou substancias tipo bacte
riocinas tem sido descritas por muitos pesquisadores.

Stheptococeus sanguds

Essa espécie foi originalmente isolada do san-
gue de pacientes com endocardite bacteriana mas atualmente
e reconhecida como uma das espécies mais numercsas da cavi-
dade oral (CARLSSON, 1965, 1967). Observagoes anteriores da
literatura demonstrando uma relagaoc do S. sangudis com o gru
po H de Lancefield tém sido discutidos por varios autores
(COLMAN & WILLTAMS, 1972; COLMAN, 1976; HARDIE § BOWDEN
1976a) .

O aparecimento do 8. sangusis na cavidade oral
humana se da apos 6 meses de nascimento, o que corresponde
com o aparecimento dos primeiros dentes (CARLSSON et al.
1970b). Assim, essa espécie constitui uma proporgio signifj
cante dos estreptococos de placa dentdria e parece ser um
dos primeiros colonizadores da superficie dos dentes limpos
(TINANOFF et al., 1976; SOCRANSKY et al., 1977). Por compa-
racdo, somente pequeno nimero de $. sangudls tem sido encon-
trado em material fecal humanc (VAN HOUTE et al.. 1871}, as
sim, tudec indica que a cavidade oral & o lugar preferido -
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desse microrganismo quando ele esta presente em casos de en
docardite. Cepas de S. sanguis também ji foram isolados de
solo (GLEDHILL & CASIDA, 1969).

Variedades de S. sangudis hidrolizam arginina e
esculina, produzem Hz e formam glucano extracelular (dextrg
na) quando crescem em presenca de sacarose.

Estudos serologicos dessa espécie, indicaram
que ha serotipos diferentes designados I, IT e I/I1T (WASH-
BURN et al., 1946) representadc pelas variedades NCTC 7863
{ATCC 18556), NCTC 7864 (ATCC 10557) e NCTC 7865 (ATCC
10558), Variedades lembrando a NCTC 7864 (tipo II)  formam
grupos separados do tipo I nos estudos taxondmicos feitos
por COLMAN (1968) e CARLSSON (1968), e essa evidéncia, asso
ciada com a parede celular e diferencgas seroldgicas e gene-
ticas, fornecem um forte argumento para a separagao dessa
espécie (S. mitior). Nos recentes relatos de PARKER § BALL
(1976) os nomes de S, sanguis e S. mitior sao usados para
descrever esses dois grupos de organismos, enquanto FACKLAM
(1877) e os laboratorios de referencias, preferem manter os
termos S. sangudis, biotipos I e II. Muitos autores, éncon-
traram ocasionalmente variedades "intermediarias" que nao
se posicionam claramente dentro dessas duas espécies ou bio
tipos. Estudos levados a efeito por PARKER & BALL (1876).de
monstraram que 37% das cepas de S, adngudi4 reagem com O an-
tissoro do grupo H de Lancefield.

Streptococeus mition

0 nome S. mitior originou-se de SCHOTTMULLER
(1903) e como mencionado anteriormente, proposto por COLMAN
§ WILLIAMS (1972) para o grupe de cepas as quais formam um
aglomerado homogéneo em estudos taxonomicos numericos de
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COLMAN (1868). Essas cépas demonstraram serem genéticamente
relacionadas em testes de transformacdo (COLMAN, 1969).Elas
possuem uma constituigao de aglcar da parede celular distin
ta, da qual raminose estd ausente, mas o acido teicdico ri-
bitol presente (COLMAN § WILLIAMS, 1965). As cepas dessas
espécies produzem Hjp, ndo hidrolizam arginina ou esculina e
dao reagdes variadas nos testes de Voges-Proskauer. Algumas
cepas produzem glucano extracelular e frequentemente produ-
zem colonias agar sacarose, os quais sdo indistinguiveis dos
demais estreptococos.

Se ambas as cepas {(dextrana positiva e negati-
va) sdo aceitas entre a definigdo de S. mitdion, essas espé-

cies correspondem as cepas designadas [:A (S. sanguds) e
V:A nos estudos de CARLSSON (1968). Os termos S. mitiox e
mitior dextrana positivo tem sido utilizado por PARKER §

BALL (1976), mas outros pesquisadores preferem nomes alter-
nativos para descrever cepas semelhantes. Segundo o esquema
usade por FACKLAM (1977), S. sanguds II se refere as cepas
que fermentam rafinose, sendo as rafinoses negativas desig-
nadas como S. mitis. A formacac de dextrana & considerada

uma caracteristica variavel em ambas as espécies.

O Streptococcus mition € amplamente distribui-
do na cavidade oral humana e de animais, sendo comumente i-
solado do sangue em bacteremia dentaria e de casos de endo-
cardite bacteriana. Essas espécies provavelmente correspon-
dem a muitas daquelas espécies isoladase descritas na litera
tura como S, viaddans ou S, mitis. Tais fatos demonstram a
necessidade de estudos taxondmicos e seroldgicos mais acura
dos com cepas consideradas S, mifica, no sentido de que se
possa definir se tal especie deve ser reconhecida como uma
espécie individual. um tanto quanto heterogenea, ou subdivi

di-la em duas ou mais espécies.
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Sthepitococeus salivarius

Cepas de S. salivarius (SHERMAN et al., 1943),
normalmente produzem levano extracelular quando crescidas
em sacarose (NIVEN et al., 1941la, b). Esta propriedade re-
sulta na producdo de amplas caracteristicas, tais como cold
nias mucoides em agar sacarose. Parece nao haver discrepan-
cia entre os diferentes pesquisadores com relagido as pro-
priedades fisioldgicas e a nomenclatura dessa espécie ja que
os estudos taxonomicos tem confirmado sua homogeneidade (COL
MAN, 1968; CARLSSON, 1968).

Apesar das caracteristicas fisiologicas do .
salivarius serem bem descritas (COWAN , 1974), certa difi-
culdade na sua identificagao tem sido verificada, quando a
caracteristica de colonias mucdides ndo sdo observadas no
crescimento em agar sacarose. A habilidade de algumas cepas
em hidrolizar uréia (COLMAN, 1976) tem demonstrado ser uma
importante prova adicional,

Streptococcus millend

Essa espécie, primeiramente descrita por  GU-
THOF (1956), & um outro exemplo de diferentes opinides com
relagao a correta terminologia. O nome S. miflend teh sido
usado por muitos pesquisadores recentemente, onde descri
¢b6es mais detalhadas de suas caracteristicas tém sido publi
cadas (COLMAN & WILLIAMS. 1972, MEJARE § EDWARDSSON, 1975 ;
HARDTE & BOWDEN, 1576a, PARKER § BALL, 1876). As espécies
descritas por esses autores incluem cepas designadas ante-
riormente como Streptococcus MG (MIRICK et al., 1944). Pe-
quenas formagoes coloniais de estreptococos hemoliticos per
tencentes ao grupo F ou G de Lancefield estdoc também inclul
das nessa classificagao. FACKLAM (1977) relatou as proprie-
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dades de cepas semelhantes a S. millerd mas prefere dividi-
las em S.MG - intermedius (lactose+) e 8. anginocsus-constel
Latus (lactose -}.

Cepas de S. miflernd usualmente hidrolizam argi
nina e esculina e produzem acetoina a partir da glicose. E-
las ndo produzem polissacarideos extracelulares da sacaro-
se, fermentam manitol ou sorbitol e produzem Hy. Os Strepto
coceus millernd isolados sao normalmente resistentes a sulfo
namidas e podem crescer em meios seletivos designados  por
CARLSSON (1967) para o isolamento de S. mutfans (MEJARE &
EDWARDSSON, 1975). |

Comoc mencionou COLMAN (1976}, o 8. miffend &
uma espécie razoavelmente homogénea do ponto de vista de su
as propriedades morfoldgicas, mas se mostra bastante hetero
génea serologicamente.

Comparativamente, poucos estudos taxonomicos
tem sido realizados sobre estreptococos viridantes e nao he
moliticos (COLMAN, 1968; CARLSSON, 1968 DRUCKER § MELVIL-
LE, 1971). Esses estudos permitiram classificar os estrepto
cocos orais em diversas taxas, como podemos verificar na Ta
bela 1, mas nac resolve os problemas de nomenclatura rela-
cionados com as cepas de S. mitiorn e S. milleni. Estudos e-
fetuados com um grande numero de estreptococos orais, inclu
indo testes fisiolOgicos, analise da parede celular .e sero-
logia, estao sendo efetuados (HARDIE § MARSH, 1978), com a
esperanca de que tails estudos venham elucidar a classifica-
¢ao de variedades "intermediarias' que ndo se encaixam nas

presentes espécies reconhecidas.

Métodos quemotaxonomicos ndo tem sido  usados
frequentemente em estudos sobre estreptococos orais. COLMAN
& WILLIAMS (1965) demonstraram gue ocorre uma variedade de
padroes de carboidratoc da parede celular entre os estrepto-
cocos, sendo que, alguns fatos, como por exemplo a ausencia
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de raminose em S. miticr possa ser correlacionada com deter
minadas espécies em particular. Nas cepas dé S. muftans, fo;
observado que diferengas na composigao de carboidratos da
parede celular estao relacionados com o serotipo (HARDIE §
BOWDEN, 1974b). A presenca de acidos graxos em S. mutans tenm
sido examinados por DRUCKER e outros, demonstrando que a
presenga de tais acidos estdo vinculados &s condigdes cultu
rais, tais como temperatura, idade da cultura, substrato,di
luicao (em cultura continua), aeragao, pH e concentracgao de
micronutrientes (DRUCKER et al., 1976; DRUCKER & VEAZEY
1977). A caracterizacgdo de células totais em cromatografia,

tem sido tentada como um possivel método de identificacdode
estreptococos orais, mas os resultados sdo ainda  bastante
limitados, ndo resultando em um esquema que possa ser usado
amplamente (STACK et al., 1973). Outras técnicas, tais como
eletroforese e isoeletrofocos de células totais lisadas, po
dem ser de valor complementar na classificacgdo de estrepto-
cocos. Tais técnicas permitem uma andlise dos padrdes pro-
teicos, que quando utilizadas em cepas representativas de
S. mutans, demonstram que existem subdivisdes entre  essas
espécies (RUSSEL, 1976).

A anilise da composigao de 1ipides nos estrep-
tococos podera ser de valor complementar em futuros estudos
taxondmicos. Esse tipo de analise tem demonstrado ser extre
mamente valiosa na classificacgdo de corinebacterias: (GOOD-
FELLOCO et al., 1976; MINNIKIN et al., 1977).

Métodos apropriados para o isolamento e identi
ficacado a serem usados na coleta de amostras da boca, depen
dem muito do lugar ou "‘habitat' sob investigacao (HARDIE §
BOWDEN, 1974a. 1976b). A escolha de um método para a inocu~
lagcdo de amostras nas placas em estudos quantitativos, tor-
na-se um problema, ja que ha o perigo de destruigdo de cer-
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tas bactérias, mas a maioria dos estreptococos sobreviven
aos métodos comumente utilizados, incluindo Sonificagdc, e
sio geralmente sensiveis i exposigdo pelo oxigénio. Para es
treptococos estritamente anaerobicos, entretanto,precaugdes
devem ser tomadas para impedir as amostras de serem expos-
tas ao oxigenio atmosférico durante o processo.

Estreptococos orais podem ser isoladosem meios
nao seletivos, como agar-sangue, mas a selecdo de colonias
de estreptococos quando na presenca de demais outros micror
ganismos, torna-se dificil. O mesmo acontece, -quando na dis
tingcao de estreptococos de vdrias espécies, apenas pela ob-
servagdo das coldnias nesse meio. Varios meios seletivos fo
ram desenvolvidos para o isolamento de estreptococos da ca-
vidade oral ¢ garganta. Desde que alguns estreptococos pro-
duzem polissacarideos extracelulares a partir da sacarose,
os meios em geral incluem concentragbes adequadas de sacaro
se, Em tais meios, cepas de S. mufans, S. sangudls, S.mition
e S. salivarius apresentam formas coloniais caracteristicas,
e tais fatos tem sido utilizados como base em investigagoOes
epidemiologicas. Entretanto, estudos da morfologia colonial

devem ser acompanhados de outros estudos,

Os estreptococos normalmente presentes na cavi
dade oral, podem geralmente serem identificados a nivel de
espécie através de testes bioquimicos e fisioldgicos conven
cionais {COWAN, 1974). HARDIE § BOWDEN (1976a) de-
senvolveram um pequeno nﬁmero de sete testes, na investiga-
c3o rotineira de isolados recentes. As reacdes usuais nor-
malmente utilizadas em testes fisioldgicos para as espécies
de estreptococos podem ser cbservadas na Tabela 2,sende que
os dados obtidos e utilizados para essa tabela derivaram de
observacoes feitas por HARDIE § MARSH (1978) associados &
inUmeras outras publicagles (CARLSSON, 1967, 1968; COLMAN §
WILLIAMS, 1972; MEJARE & EDWARDSSON, 1975; PARKER § BALL ,



1976; FACKLAM, '1977).

Os primeiros sete testes mencionados na Tabela
2 dizem respeito &queles testes ji mencionados anteriormen-
te, como identificagdo de rotina., Esse esquema tem sido uti
lizado para o exame de 2.808 isolados de estreptococos  de
placa dentaria durante o curso de estudos epidemioldgicos
em escolares de 12-14 anos (BOWDEN et al., 1975, 1976; HAR-
DIE et al., 1977). Cerca de 85% das cepas examinadas, pude-
ram ser identificadas como pelo menos uma das cinco espéci-
es mencionadas nesse sistema. Cepas dextrana positiva e ne-
gativa de $. mitior nao puderam'ser distinguidas. Ocasional
mente a presenga de enterococos (Lancefield-Grupo D)puderam
ser detectados.

Pequenas variagOes das reagoes mencionadas na
Tabela 2 foram observadas entre os estreptococos isolados
em repetidas ocasides. Esses incluem cepas que assemelham-
se a S. sanguds, os quais fermentam sorbitol e cepas de S.
mutans manitol negativa. Entre S. mufans €& conhecido que al
guns serotipos ddo reagdes bioquimicas diferentes (SHKLAIR
& KEENE, 1974; PERCH et al., 1974). Segundo HARDIE § MARSH
(1978), nao foi isolado exemplos de S. mufans - serotipo b
arginina positivo.

Apesar do S. mutans possuirem caracteristicas
gque o distinguem dos demais estreptococos comumente isola-
dos da cavidade oral humana, éle pode ser confundido com ou
tros tipos de estreptococos como S. bovds, S. faecaldis S.
ubendis. '

A seroclogia & uma técnica que foi introduzida
nos laboratdorios de pesquisa para auxiliar o trabalho do pa
tologista. Fazendo-se uma leitura dos trabalhos publicados
no inicio desse século, verifica-se que o desenvolvimento
de tal técnica parece ter-se originado da necessidade de se

ter uma ferramenta auxiliar no trabalho de identificagao e
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Algumas reagdes fisioldgicas de estreptococos encontra-

dos na boca.

Testes

S.mutans

S. sanguds

S.mitlon S.mifleni

S. salivarniins

Fermentacao de

manitol
sorbitol

Hidrolise de
~arginina
esculina

Producao de
acetoina
H202
Polissacarideo

Fermentacdo de
rafinose
insulina
lactose
treatose
melibiose
salicin

Crescimento- em
6,5% NaCl
10% bile
40% bile

v
V*

V*
V*

_* &*
- _V*

v
-/V*

+, 85-100% positivo; -,

0-15% positivo, V, 16-84% positivo.

* Variacdes relatadas por diferentes autores.

+ FACKLAM (1877) divide as cepas em S, danguds I e 8. mitior
com base na rafinose.

++FACKLAM (1977) divide as cepas em S.MG.{inteamedius e S. an-
ginosus-constellatus com base na lactose.,
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caracterizagao de agentes patogenicos (DIERNHOFER, 1930; MI
NETT, 1931; SEELEMANN, 1830), que do pdnto Ae vista pratico
tem a funcao de identificar tais agentes coordenando em gru
pos as variadas e complexas formas microbianas observadas
na flora oral humana (SOCRANSKY § MANGANIELLO, 1971; SOLO-~
WAY, 1972) classificando essas formas de maneira a permitir
o reconhecimento de suas miltiplas relagdes de afinidade.

A ideia de desenvolver e aplicar tais técnicas
seroiﬁgicas com o objetivo de contribuir na identificagao
e caracterizacao de microrganismos orais,particularmente es
treptococos hemoliticos, parece ter-se concretizado com o0s
trabalhos levados a efeito por LANCEFIELD ({1925, 1933), cu-
jos resultados demonstraram ser um sistema {itil para a iden
tificagao de estreptococos hemoliticos patogénicos no homem
e animais, baseados na presenca de antigenos especificos
desses estreptococos. A técnica desse autor, a qual divide
as bacterias em 17 grupos (A, H, K e S), tem sido visto co-
mo, sem divida nenhuma, ser um excelente ¢ realizdvel méto-
do de identificagao de que se dispoe {COLMAN § WILLIAMS .
1967). Para o grupo viridans do qual muitos dos estreptoco-
cos orais pertencem, nao foi detectado ainda um sistema e-
quivalente. Tal aspecto, parece estar relacionado com o fa-
to de que tais microrganismos, quando injetadcs em animals
experimentais nao sao capazes de induzir a formagao de quan
tidades adequadas de anticorpos, ou se o fazem, dao- origem
a2 formagdo de anticorpos inespecificos incapazes de se esta
belecer relagdes de afinidade (LANCEFIELD, 1925;GUGGEMHEIM,
1968, PORTIFIELD, 1950; SELBIE et al., 1949; SHERMAN, et
al.. 1943; SOLOWAY, 1942). '

Tais resultados iniciais, sugerem que os es-
treptococos viridantes e os nao hemoliticos s@o antigenica-
mente heterogeneocs. Esses estudos preliminares resultaram
ineficazes, provavelmente pela auséncia de uma base taxono-
mica clara, da qual se iniciam as investigacOes serologicas,
A medida que aumenta o conhecimento de . novas'espécies benm



definidas, tem sido demonstrada a possibilidade de um conhe
cimento maior inter e intra especifico, do ‘ponto de vista
serologico.

A atencgao de diversos pesquisadores ligados a
area de Biologia Oral, particularmente os serologistas, tem
sido a de desenvolver e aplicar técnicas serolégicas com o
intuito de contribuir na identificagdo e caracterizagido des
ses microrganismos orals. Assim a existéncia de diferencas
seroldgicas entre "strains' de S. mutans foi primeiramente
observada por ZINNER & JABLON (1968) e CROUSAZ § GUGGENHEIM
(1966). Posteriormente BRATTALL (1970) relatou a presenca
de 5 tipos seroldgicos distintos (originalmente denominados
grupos) entre as espécies. Esses serotipos, designados de
{a - e), foram demonstrados por imunoeletroforese e imunodi
fusao com extratos antigénicos. As cepas determinadas
serotipo (e} reagiram positivamente com o grupo E de Lance-
field, da mesma forma que cepas de S. ubends (CULLEN,1967).
Ficou demonstrade que o S. mutans tipo antigenico (e) ndo &
identico ao grupo antigenico E de Lancefield (LINZER, 1976,
PERCH et al., 1974).

Os serotipos relatados por BRATTHALL extenden
se agora até 7, através do reconhecimento dos tipos (f) e
(g) (PERCH et al., 1974). Atraves de aglutinagdo, utilizan-
do-se antigenos de parede celular, demonstrou-se apossibili
dade de se fazer um estudo do relacionamento com tais sero-
tipos, baseados em testes de precipitacgao (HARDIE & BOWDEN.
1974b). Varios grupos de pesquisadores tem desenvolvido téc
nicas de imunoflucrescéncia na identificacgao de serotipos
de S. mufawns (JABLON & ZINNER, 1966; BRATTHALL, 1972, GRE-
NIER et al., 1973: JABLON et al.. 1876; McKINNEY & THACKER.
1976; THOMSON et al.. 1976; HAMADA et al., 1976).

Estudos detalhados da composigdo antigénica e

o relacionamento seroldgico entre os estreptococosorais (HAR
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DIE & MARSH, 1978) tem sido realizados com o objetivo de se
desenvolver e padronizar técnicas seroldgicas de precipita-
Gao, Esses estudos, feitos em S. mufans, tem sido baseados
em: 1) confirmagdo da natureza antigénica de carboidratos
de parede celular dos serotipos, n@o somente entre  poucas:
cepas, mas também as demais, apds isoladas; 2) estandartiza
cao do método para a produgdo de antissoros contra esses an
tigenos de carboidratos; 3) comparacao de varias técnicas
de extragao desses antigenos e 4) estudo e analise das rea-
goes cruzadas com antigenos resultantes das varias técnicas
de extragao empregadas. Estudos preliminares demonstraram
que extratos em autoclave de células total promovem reacles
especificas com antigenos de carboidratos de S. mutans (ho-
mdlogos) reagem com demais serotipos de S. mutans e outras
espécies (MARSH et al., 1975, 1977). '

A ocorréncia de reagdes seroldgicas cruzadas
entre cepas de S. mutans e outros estreptococos devide a an
tigenos de parede celular (acido teicoico) e de membrana ce
lular {acido lipoteicoico) tem sido observadae relatada por
virios autores (MARKHAM et al., 1975; CHORPENNING et al.
1975, KNOX et al., 1976; KNOX & WICKEN, 1976; HARDIE E BOW-
DEN, 1976b). |

Reagoes cruzadas foram observadas entre os se-
rotipos (a), {(d} e (g) de S. mutans e entre os tipos (c) e
(e) (BRATTHALL, 1972; PERCH et al., 1974). Nos ultimos anos
tem-se acumulado in{imeros dados imunoquimicos com represen-
tantes de S. mutans, demonstrando tipos de carboidratos es-
pecificos como antigenos. Os resultados desses estudos tem
sido revistos recentemente por LINZER (1976), LINZER et al.
(1976), IACONO et al. (1976).

Estudos epidemiologicos em varios grupos de po

pulagdes demonstraram variagdes na distribuigdo de seroti-

pos de §. muZans, porém. os tipos ¢ e d parecem ter uma pre
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valeéncia maior em varias comunidades examinadas (BRATTHALL,
1972; HAMADA et al., 1976; QUERESCHI et al., 1977).

Com relagao ao S. sangus,na original subdivi-
sao serologica feita por WASHBURN (1946}, tres tipos foram
descritos (I, II e I/I1} mas nao foi identificado nenhum
grupoc antigénico comum. AS cepas pertencentes ao tipo II,
sdo agora consideradas como pertencentes a uma espécie sepa
rada, S. mition. O relacionamento entre S. sanguis e o0s es-
treptococos do grupo H (HARE, 1935} tem sido visto por mui-
tos pesquisadores, mas muitas questoes estao ainda penden-
tes (COLMAN, 1970; COLMAN § WILLIAMS, 1972: HARDIE, 1975)
Estudos sobre a parede celular de cepas de S. sanguds - do
ponto de vista da composigdo polissacaridica através de rea
¢do de aglutinacgdo (excluindo aqueles agora mencionados co-
mo S. mition) indicaram a existéncia de pelo menos dois ou
tres tipos distintos, os quais nao podem ser distinguidos
do ponto de vista fisiologico (HARDIE, 1975).

ROSAN (1973), analisando antigenos presentes
nos extratos em auto-clave (RANTZ § RANDALL, 1955) de 45 ce
pas de S. sangudis e S. mitior através de teécnicas de ‘imuno-
difusio e imunofluorescencia regando antissoro contra cepa
M-S, pode detectar 5 tipos de antigenos (designados a - e)e
as cepas foram distribuidas entre os tipos I, II ou em um
"grupo heterogeneo' de acordo com a presenga desses antige-
nos. Tem sido proposto que 0 antigeno (possivelmente seja
um acido teicoico-glicerol)‘ seja considerado como antigeno
do grupo H (ROSAN. 1976). Antigenos tipo dcido lipoteicoi-
co, foram também detectados por CHIU et al. (1974) na pare-
de celular ¢ membrana citoplasmatica na cepa de ATCC 10556
de S. sanguds.

Problemas de ordem pratica ainda persistem com
relacio a identificacdo de estreptococos do grupo H, levan-

do-se em conta que a escolha de cepas para imunizacgao nos



produtores de antissoros caomerciais nao tem sido padroniza
dos. Dessa forma, a caracterizacgao de estreptococes do gru-
po H (Iﬂglés) nao pode ser comparado'com pertencentes ao
mesmo grupo H (Americano). '

Varias referéncias tem sido feitas entre S. m&
tioh e S. sanguis, do ponto de vista fisioldgico, serologi-
co no que diz respeito a parede celular, mas ha poucas in-
formagoes dispon{veis com relacdo a estrutura antigeénica do
S. mitior. KALONAROS § BAHN (1965) descrevem dois grupos se
roldégicos entre cepas,identificados como S. mition, mas des
de que todas as cepas examinadas possuem glicose e raminose
na sua parede celular, elas sugerem nao serem as mesmas,por
tanto, denominadas como S. mifior, definido por COLMAN G
WILLIAMS (1872). Algumas cepas de S. mitior d3ao reagodes po-
sitivas em testes de precipitagdao com soro do grupo de Lan-
cefield 0, M e K e recentemente algumas reagoes cruzadas
com o soro do grupc B tem sido observadas isoladamente, com

alguns tipos de animais (COLMAN, 1976)..

Antigenos precipitantes comuns, a cepas de S.
sanguis e S, mition tem sido também mencionadas (WASHBURN -
et al., 1946; DODD, 1949; ROSAN, 1973; HARDIE & BOWDEN ,
1976b) .

Observagdes preliminares com S. mitior isola-
dos da cavidade oral, incluindo cepas dextrana positiva e
dextrana negativa, feitas por WOODS & HARDIE (ndo publica-
do), sugerem que elas sejam serologicamente heterogeneas (cf.
HARDIE § MARSH. 1978).

Embora a espécie Streptococcus miflerd seja fi
siologicamente heterogénea. parece possuir um grau conside-
ravel de heterogeneidade seroldogica e reac¢des cruzadas po-
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dem ocorrer com os sorcs dos grupos A, C, F, G e K de Lance
field, (COLMAN, 1976). Nos estudos realizados por PARKER §
BALL (1976), 81 cepas foram identificadas como S. millernd
das quais 5 reagiram com ¢ grupo A, 5 com o grupo C, 3 com
o grupo G e 7 com o grupo F. Estudes comparativos feitos
por FACKLAM (19??) demonstraram que de 231 cepas pertencen-
tes as espécies S.M.G. - intermedius, nove reagiram com o
grupo A, seis com o grupo C, 53 com o grupo F, tres com 0
grupo G, duas com o grupo K e seis com 0 soro do grupo A va
riante. Cepas de angdnous constellatus promoveram  reagoes
com o soro dos grupos A, C; F, e G.

Uma analise antigénica mais detalhada de uma
selecao de cepas de S. millerd sera extremamente valiosa.

Os Streptococcus salivardius se apresentam tam-
bém como outro exemplo de espécie que sdo fisiologicamente
homogeneas, mas serologicamente heterogeéneas (COLMAN,1976).
Cepas designadas como tipo I (SHERMAN et al., 1943) reagem
com o grupo K de Lancefield e podem dar reagdes com antisso
ro contra estreptococos MG (MIRICK et al., 1944; WILLIAMS |
1956; MONTAGUE § KNOX, 1968). Cepas tipo III de S. safiva-
rius nao apresentaram reag¢des positivas com nenhum  desses
antissoros (MONTAGUE & KNOX, 1968). De 81 cepas de S. sali-
varius examinados por FACKLAM (1977), 35 reagiram éom o gru
pc K e 3 com o grupo F, enquantc PARKER & BALL (1976) rela-
“taram 7/14 cepas grupo K positivas.

Do ponto de vista da distribuigao desses  es-
treptococos na flora oral, sabe-se gque essa distribuigao nao

possue uma localizagao especifica, mas sim que varia de re-
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giao para regido na boca. Dessa forma, por exemplo, o S. 4a
fivarius & encontrado em grande numero na superficie dorsal
da lingua e na saliva, enquanto que na placa dentaria se a-
presenta em pequenas proporgoes (KRASSE, 1854; SOCRANSKY §
MANGANIELLO, 1971). O "habitat" natural do S. mutans parece
ser a superficie dental, mas sao também normalmente encon-
trados fazendo parte da placa dentaria (GIBBONS et al., -
1974). Baseando-se em virios relatos de publicagdo a respei
to dessa distribuigao (GIBBONS § VAN HOUTE, 1975b; GOLD et
al., 1975; MEJARE & EDWARDSSON, 1975; CARLSSON, 1967; LILJE
WARK & GIBBONS, 1972), a tabela 3 aprésenta uma distribui-
cao de estreptococos. na cavidade oral.

Alguns fatOres ecologicos podem ser significan
tes na determinacio da distribuigao dessas diferentes bacté
rias na cavidade oral. Uma das propriedades que tem recebi-
do bastante atengdo & a habilidade de varias especies em a-
derir a diferentes tipos de superficie {(GIBBONS & Van HOUTE
1875b). '

A natureza complexa da flora oral, tem desper-
tado interesse dos pesquisadores com relacgdo as possiveis
interacoes {estimulatdria e inibitoria) que podem  ocorrer
entre microrganismos, as quais podem influenciar a Composi-
cdo, atividade metabdlica e consequentemente a patogenicida
de da flora num determinado sitio especifico da cavidade o-

ral.

Os estreptococos orais sao capazes de sinteti-
zar uma variedade de glucanos ¢ frutanos a partir da sacaro
se. Levanos derivados de S§. safivarius sao rapidamente meta
bolizados na placa bacteriana (WOOD. 1964. PARKER §& CREA-
MER. 1971: LEACH et al.. 1972). Cerca de 50% de 28 1isola-
dos recentes (Van HOUTE &§ JANSEN. 1968) e 37% de 57 1isola-



TABELA 3

ESTREPTOCOCOS NA CAVIDADE ORAL

INCIDENCIA
ESPTCIES
. > Sulco
Saliva Lingua Bocheca Placa Gengival
8. safivandus alta alta baixa ou baixa baixa
moderada
S. mition alta alta alta alta moderada
mitis)
S. sanguds moderada baixa ou moderada alta moderada
moderada ou alta
S. millens baixa baixa baixa moderada alta
S. mutans baixa baixa baixa usuaim/e baixa moderada
algumas vezes
alta
Enterococos baixa baixa baixa baixa baixa

Alta = 15% do total de bactérias; Moderada = 4-15% do total de bactérias; Baixa = 4%

Baixa = 4% do trotal de bactérias.

92
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dos de estreptococos orais (De COSTA & GIBBONS, 1968) foram
capazes de metabolizar levano de S. salivarius. Tem sido
considerado que o catabolismo de levanos contribuem para o
prolongamento da presenca de adcido na placa (MANLY § RICHAR
DSON, 1968). De fato, levanos de S. salivarius e a amilopec
tina derivada de cepas de neisseria foram utilizados  mais
rapidamente que a sacarose por estreptococos orais e cepas
de Lactobaciffus (PARKER § CREAMER, 1971). Entretanto, glu-
- canos de estreptococos parecem nao serem rapidamente utili-
zados por bacterias orais (WOOD, 1969; PARKER §& CREAMER ,
1971) ,embora recentemente NAKAMURA et al. (1876) demonstra-
ram que 18 isolados recentes designados Bacteroddes ochrace
us possuem atividade metabdlica em relagaoc a poliglucanos

MIKX et al. (1976) estudaram as interagoes de uma  exo-des
tranose produzida por S. mufans OMZ 176 e uma endo-destrana
se produzida por S. mifis S3, na hidrolise da dextrana em
culturas puras e mistas. Grande produgdo de dcido foi obser
vada em culturas mistas, sugerindo um relacionamento simbio
tico entre estreptococos. As implicagdes 'in vivo" de uma a
tividade metabolica intensa e consequentemente intensa ati-
vidade cariogenica devido 4 essa interacgdo sinergistica,foi
testada em ratos gnotobiotos. Entretanto, diferengas nio fo
ram verificadas em ratos inoculados com tais estreptococos
em conjunto ou isoladamente, Possivelmente, tal fato se ve-
rifique devido a inacessibilidade da dextrana a hidrolise.

Recentemente SCHACHTELE et al. (1976} fizeram
uma revisdo da literatura em relagdo a producao de dextrana
por bactérias orais, como o Streptococcus mulans, S, mitis,
S. salivarius, Actinomyces isnaelli, Bacterodides ochraceus,
e Fusobacteadium fusiformis, demonstrando que tais bacteérias
possuem tanto exo como endo atividade hidrolitica.

Em uma série de artigos, CARLSSON (1970a, b,
1971a, 1972) descreveu os requerimentos para o <crescimento
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das espécies S. mutans, S. sanguis € S. salivarius. Ele de
monstrou que sob condigoes anaerdbicas as cépas de S.mutans
requerem acido p-aminobenzOico para o seu crescimento,e que
em sistemas de culturas mistas livres desse fator de creSci
mento, as cepas de S. sanguds foram capazes de crescer em
conjunto com cepas de S. mutans (CARLSSON, 1971b).

Un outro produto final do metabolismo de es-
treptococos € o acido lactico, o qual acredita-se ser res-
ponsavel pela desmineralizagdo do esmalte dentario. Vedillo-
nellae, os quais ocorrem normalmente na placa dentaria, sdo
incapazes de metabolizar a glicose, mas podem fermentar lac
tato. O relacionamento simbiotico "in vitro'" tem sido  de-
monstrado entre S. mutans e Velllonella alcalescens (MIKX §
Van der HOEVEN, 1975). Em cultura continua mista, V. afca -
Lescens degradou todo o lactato produzido pelo 8. mutans a
partir do metabolismo da glicose. Essas observacoes possuem
implicagoes, desde que esse tipo de interacao pode contribu
ir para reduzir o efeito do lactato. Alguma evidencia para
isso foi obtida, usando-se combinacdes de S. mutans, S. san
gutis e V. alcalescens em animais gnotobiotos (MIKX et al.,
1972). Menas carie foi detectada em animais infectados com
culturas mistas de estreptococos com cepas de Veillonelta
quando comparadas com animais infectados com esses microrga
nismos separadamente. Tais observagdes foram relatadas re-
centemente por MIKX et al. (1976). A combinacao desses estu
dos de interrelagdo microbiana sob condigoes definidas, ve-

rificando-se o significado dos mesmos "in vivo" e "in  vi-
tro'" usando-se animais gnotobiotos, indicaram serem de fun-
damental importancia para o entendimento das interagoes mi-

crobianas.

Poucas tentativas tem sido feitas para o estu-
do das interagoes de microrganismos da cavidade oral, parti
cularmente da placa dentaria, no quemostato. Provavelmente
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seja devido a um complexo e consequentemente pobre entendi-
mento s6bre a teoria a respeito do crescimento continuo em
cultura mista. Entretanto, ELLWOOD et al. (1972) relata al-
gumas experimentagoes em quemostato com material de placa
dentdria. Os dados coletados porém, foram predominantemente
bioguimicos (ELLWOOD § HUNTER, 1976). Estudos do ponto de
vista bioquimico e bacterioldgico combinados de placa denta
ria sob condigoOes controladas, seriam de grande valor. Tais
estudos permitiriam o reconhecimento dos importantes fato-
res ecoldgicos no contrdole do balango da flora oral.

PARKER (1970) fez estudos com combinagoes de sete
bactérias orais em culturas. Enquanto nenhuma das espécies
inibia ou estimulava as outras, o ultimo beneficiario eram
cepas de estreptococos. Entretanto, a natureza dessas inte-
ragoes inibitdorias e estimulatorias nao foi determinada.

Muitos exemplos "in vitro' de antagonismo entre
membros da flora oral foram descritos. De fato, os primei-
ros pesquisadores estavam preocupados em utilizar tal feno-
meno na prevencao das doengas da cavidade oral (HUGENSCH~-
MIDT, 1896) e na redugao da incidencia da carie dentaria
(SCRIVENER et al., 1950; SCRIVENER, 1955; RUTTER at al. ,
1961).

Recentemente, tem sido descrito  experimentagoes
com agentes antagonistas "in vitro" por varios estreptoco -
COs.

Observagoes feitas com Streptoecoceus mutans, S.
sanguds, S. mitiorn e S. salivarius, demonstraram serem capa
zes de produzirem concentragdes de acido latico e  acético
em agar suplementado com glicose, 0s quais puderam ser ini-
bidores de um grande numero de bactérias (DONOGHUE § TYLER,
1975). Peroxido de hidrogenio produzido por S. sangudis (HOLM
BERG & HALLANDER, 1973; DONOGHUE & TYLER, 1975) e 8. miticn
(LEBIEN § BROMEL. 1875) possuem um amplo espectro de ativi-
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dade contra outros cocos gram positivos, incluindo Lactoba-
cilos e Actinomyces sp. (HOLMBERG § HALLANDER, 1972).

Cepas de S. salivarius isoladas de material de.
garganta foram capazes de inibir o crescimento de um grande
nimero de estreptococos, estafilococos, corinebacterias e
algumas vezes peptococos e peptoestreptococos (BILL § WA-
SHINGTON, 1975). Entretanto, a causa dessa inibigdo, néo po
de ser determinada.

A produgao de bacteriocinas e substidncias tipo
bacteriocinas, tem sido detectado "in vitro' com cepas de
S. mutans (KELSTRUP & GIBBONS, 1969a; ROGERS, 1972, 1976 ;
YAMAMOTO et al., 1975; HAMADA & OOSHIMA, 1975}, S. sanguds
[SCHLEGEL.& SLADE, 1972; DONOGHUE & TYLER, 1975; KOLSTAD
1976; DAJANI et al., 1976a) e S. mitis (DAJANI et al., 1976a,
VERNAZZA & MELVILLE, 1977).

A subdivisao das cepas de estreptococos atra-
vés do estudo das bacteriocinas para aplicagdo em estudo e-
pidemioldgicos, além da serologia, tem sido proposto por
muitos pesquisadores (KELSTRUP & GIBBONS, 1969a; BERKOWITH
& JORDAN, 1975; ROGERS, 1975; KOLSTAD, 1976). Utilizandotal
sistema (ROGERS, 1%75) observaram o mesmo tipo de bacterio-
cina de S. mutans em todos os membros de uma familia em par
ticular, sendo que esse tipo nao foi encontrado em outrc ti
po de material. Também, ROGERS (1975) observou que somente
um tipo de bacteriocina de S. mutans predominam na bdca.
KELSTRUP et al. (1870) marcaram cepas de 3. safivardius, de-
monstrando a transferencia desse microrganismo da mde para

o recem-nascido.

Com pequenas excegées, a atividade de bacterio
cina somente pode ser demonstrada em agar, ¢ muitos pesqui
sadores tem tido dificuldade em isclar o agente ativo, En-
tretanto, DAJANI et al. (1976a.b) teve sucesso em isolar,ca
racterizar e purificar substancias tipo bacteriocinas de
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duas cepas de S. mitica e uma cepa de S. sanguds pelo rompi
mento da célula. Outros métodos incluindo sonicagdo de célu
las totais, congelamento e inibigao em placa de agar, fa-
lharam no conhecimento do agente ativo. Essas substancias
foram observadas serem Unicas entre bactérias gram positi-
vas, as quais inibiram muitos microrganismos gram negativos
incluindo Nedlssenia spp.

Outras bactérias gram negativas da cavidade o
ral, como Velllonella e Bacteriodides nido foram testadas.

Todas essas substancias denominadas bacterioci
nas ou tipo-bacteriocinas possuem atividade para  inimeros
estreptococos de placa dentaria, e algumas possuem ampla a-
tividade contra outras bactérias da cavidade oral. Por exem
plo, substancias tipo bacteriocina proveniente de cepas de
S. mitis se mostraram ativas contra cepas de S. mutans, S,
sanguis, Actinomyces naesdundii, Rothia dentocariosa e esta
filococos da cavidade oral (VERNAZZA § MELVILLE, 1977). Tem
sido verificado que a habilidade de produzir tais inibido-
res, podem conferir uma vantagem ecoldgica para esses mi-
crorganismos. Entretanto, devido ao fato de que as dbserva-
coes de tais mecanismos terem sido efetuadas até o momento
"in vitro", o seu significado "in vivo" esta ainda no campo
especulativo. As evidencias da atividade de  bacteriocinas
em placa, sdo ainda pouco conhecidas. Os relatos iniciais
indicaram que algumas bacteriocinas de S. mutané sao inati-
vadas por enzimas proteoliticas da saliva (KELSTRUP § GIB-
BONS, 1969b) e que cepas sensiveis a bacteriocinas de S. mu
tans e 8. salivarius tornam-se resistentes quando o seu cres
cimento se da em presenga de sacarose devido & produgao de
polissacarideos extracelulares (ROGERS, 1974). Reciprocameg
te, DELISLE (1976) observou que bacteriocinas foram produzi
das por cepas de S. mutans BHT e GS-5 e comparadas com ce-
pas sensiveis indicadoras em meio contendo sacarose, verifi

cando que a saliva humana nao interferiu na atividade da



bacteriocina.

Recentemente, Van der HOEVEN et al. (1977) de
monstrou possibilidade de demonstragao "in vivo' da ativida
de antagonista. Ratos gnotobiotos foram tratados com cepas
bacteriocina-sensitivas de Actinomyces viscosus (Ny-1), e
também com cepas de S. mutans bacteriocinas produtoras{(C67-
1, ou T2) ou nao produtoras (OMZ-176). As cepas bacterioci-~
na-produtoras impediram a colonizagao por A. viscosus Ny-l,
~enquanto gque o mesmo se tornou estavel quando infectado com
cs demais agentes. 0Os autores sugerem que bacteriocinas po-
dem ser de importancia fundamental para a placa, mas nao ne
cessariamente levam a eliminacdo de cepas susceptiveis do
local.

Relatos preliminares acérca de um estudo longi
tudinal de microrganismos da placa, demonstraram que algu-
mas cepas de S. mutans sao capazes de aumentar em namero du
rante um periodo de 13 semanas (BOWDEN et al., 1976; HARDIE
et al., 1977). A habilidade dessa especie, de dominar dessa
forma, o crescimento quando em competig@c com um grande nu-
mero de diferentes bactérias, possue um grande significado
ecoldogico. A possivel produgao "in vivo'" de  bacteriocinas
por tais cepas & uma explicagao desse fenomeno, atualmente

em estudos,

Os estreptococos orais estao frequentemente en
volvidos em processos infecciosos da boca, como a carie den
taria, abcessos dentarios, e tambem, implicados em infecgo-
es em outros lugares do organismo (bacteriemia dentaria, en
docardite bacteriana e outras infeccOes sistemicas). Tais
microrganismos usualmente alcangam lugares distantes do or-
ganismo via corrente sanguinea, podendo ser considerados co
mo patdgenos oportunistas, promovendo doengas quando eles

nao estao em seu habitat natural.

A carie dentaria & uma doenca localizada, pro-
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gressiva, que se inicia pela desmineralizacdo da superficie
externa do dente devido a dcidos organicos produzidos local
mente por bactérias que fermentam depdsitos de carboidratos
da dieta. Baseando-se na observacdo de que bactérias da ca-
vidade oral podem produzir acidos '"in vitro', suficientes
para a descalcificagdo do esmalte do dente, MILLER (18%0}es
tabeleceu sua teoria quimio-parasitaria para o conhecimento
da etiologia da carie. Foi possivel observar, ja naquela é-
poca que as bactérias se acumulavam na superficie dental na
forma de uma "placa dentaria", sendo esse processc um impor
tante fator na etiologia da carie dentaria.

Muitas das bactérias comumente presentes na
placa_dentéria sdo sacaroliticas e dessa forma potencialmen
te patogénicas para os dentes. Os estreptococos e os actino
micetos estdo invariavelmente presentes em elevados niimeros
na placa supragengival, sendo que lactobacilos podem também
serem encontrados, embora seu numero seja usualmente baixo
(BOWDEN et al., 1973).

Experiencias com animais gnotobiotos, revela-
ram fundamentalmente o potencial cariogéenico de bactérias
especificas. ORLAND et al. (1955), demonstraram que ratds
tidos como 'germ-free" permaneceram livres de carie quando
submetidos a uma dieta rica em sacarose, por outro lado, a-
nimais inoculados com enterococos e substancias proteollti-
cas, desenvolveram carie. Muitos trabalhos posteriores de-
monstraram que a carie pode ser induzida em animais experi-
mentais com determinados estreptococos e que a doenga pode
ser transmitida de um animal para outro (KEYS, 1960; FITZ-
GERALD, 1568).

Muitas das cepas de enterococos, 0s quals de-
monstraram serem cariogenicos para animais, pertencem a es-
pécie Strepitococcus mutans e a carie pode ser induzida por

esse microrganismo em ratos. hamsters e macacos. O S.mutans



foi originalmente isolado de carie humana por CLARKE (1924).
0 mecanismo de carie em animais experimentiis envolveas fis
suras e superficie lisas dos dentes e normalmente resulta
de uma quase completa destruicao do tecido duro. Ndo se tem
mencionado diferencas detectaveis na cariogenicidade entre
diferentes tipos de estreptococos, mas parece que a patoge~
nicidade pode estar relacionada com a capacidade de determi
nadas cepas em produzir polissacarideos extracelulares inso
luveis, Certas cepas que perderam tal capacidade, demons-~
tram uma atividade cariogénica bem menor (de STOPPELAAR et
al., 1971; TANZER et al., 1974:; MICHALEK et al., 1375). A
virulencia das cepas de S. mutans podem estar relacionadas
com a habilidade de produzir polissacarideos intracelulares
(TANZER et al., 1976).

Nas experiéncias de inducgde de carie em anima-
is, normalmente emprega-se dieta rica em sacarose, a qual
contribue efetivamente para o estabelecimento de S. mufans
na cavidade oral. Entretanto, anlimals mantidos em dietas
contendo outros carboidratos, podem desenvolver carie (COL-
MAN et al., 1977).

Embora tem sido amplamente divulgado que a es-
pécie S. mutans &€ altamente cariogenica para animais,outras
espécies de estreptococos e até mesmo outros generos, poden
induzir carie. Assim, algumas espécies de estreptococos co-
mo S. salilvardus, S. mitis, S. sangudis, S. millend e entero
cocos, assim como também actinomicetos e algumas espécies
de lactobacilos, tem demonstrado certa atividade cariogéni-
ca em animals gnotobiotos. 0s niveis de carie produzida por
esses microrganismos € normalmente menor quando comparado
com S§. mutans, € geralmente esta limitada as fissuras oclu-
sais do dente (GIBBONS & wvan HOUTE, 1975b).

Dessa forma, os estudos de inducaoc de carie em

animals por estreptococos. demonstram haver diferengas sig-



nificativas entre esses microrganismos, dos quais S. mutans
parece ser o mais patogénico. Alguns estrepfococos parecem
ter uma habilidade diferente em colonizar certos animais, €
o caso de S. sanguis, o qual pode se estabelecer bem em ra-
tos, mas ndc em hamsters (KRASSE § CARLSSON, 1970). Pesqui-
sas recentes tem demonstrado que a inoculagac de  misturas
de bactérias em animais gnotobiotos, podem modificar a capa
cidade cariogenica de determinadas cepas, guando na presen-
ca de outros microrganisnos como Vedlllonella alcalescens -
(MIKX et al., 1972, 1976).

Desde que se demonstrou a capacidade cariogeni
ca de S. mutans, inldmeros pesquisadores tem voltado a sua
atencdo para a associagdo entreesses estreptococos e carie
em humanos. Devido ao fato de que a carie normalmente se de
senvolve em partes inacessiveis do dente, como fissuras, o-
rificios e entre a jungdo dos dentes, um diagnostico preven
tivo se torna dificil. Quando se e possivel detectar a ca-
rie, tal processo cariogénico se acha bastante adiantado,on
de a flora bacteriana presente pode nao ser a mesma quando
comparada com o inicio do processo (HARDIE § BOWDEN, 1876c)
Assim, devido a tais problemas de diagnostico nos estagios
iniciais do processo, torna-se dificil a avaliagio dos fato
res microbiclégicos que estao associados com o ;nicio da de

enca.

Do ponto de vista epidemioldgico, os dados ob-
tidos da presenca ou ausencia de carie e consequentemente &
correlacdo com os tipos de bacterias presentes, parecem es-
tar condicionados a determinados fatores, Em alguns estudos
a prevaléncia ou a frequéncia de isolamento de algumas espe
cies, pode estar relacionada com a frequéncia de cdrie na
populacdo. quando a investigacgao ocorre num determinado mo-
mento. Numerosos estudos nessas circunstancias tem demons-,
trade uma associacdo entre a presenca e nimero de S. mutans

com o nivel de perda. auséencia e obturagdo dos dentes {KRAS
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SE et al., 1968; JORDAN et al., 1969; HOERMAN et al., 1972;
LITTLETON et El'* 1970; SCHAM SCHULA § BARMES, 1970; ROGERS
1973; SHKLAIR et al., 1974, GIBBONS et al., 1974, LOESCHE
et al., 1975). Parte desses estudos demonstraram que a cor-
relagao entre $. mutans e carie foi melhor observada em pla
ca dentaria de superficies individuais dos dehtes, quando
comparadas com 2 analise da saliva ou de um "pool' de mate-
rial de placa dentaria (LOECHE et al., 1975).

Excegbes na associagdo entre S. mutans e carie
foram detectadas em muitos estudos. Assim em muitos casos o©
processo cariogénico foi observado em lugares onde ndo se
detectou a presenga de S. mutans e contrariamente, nem to-
das as superficies infectadas mostraram sinais de carie.

Alguns tipos de estudos epidemioldgicos, se a-
presentam mais apropriados ao estudo do desenvolvimento da
cdrie. Em tais estudos, a populagdo & examinada apls um pe-
riodo de meses ou anos, onde o desenvolvimento da carie po
de ser acompanhada clinicamente e radiograficamente. A amos
tra para a andlise microbioldgica pode ser coletada periodi
camente de regides cariogénicas dos dentes e os resultados
correlacionados com a incidencia da doenga nesses sitios
particulares. Esses estudes sdo muito trabalhosos e custo-
sos para serem realizados, e por essa razao se tornam impro

prios.

InOmeras evidéncias entre o relacionamento de
S. mutans e o desenvolvimento da carie dentaria foi relata-
da (EDWARDSSON et al., 1972; T1KEDA et al., 19873; KEENE &
SHKLAIR, 1874, De STOPPELAAR, 1971; WOODS, 1971; SWENSON et
al., 1976), embora nem todas as informagGes publicadas fun-
damentam tais evidéncias (MIKKELSEN & POULSEN, 1976).

Estudos que estao sendo realizados e que estao
ainda em progresso, demonstram nao haver ainda, uma clara e

vidéencia no aumento de espécies microbianas individuais pre
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liminarmente a detecgdo de carie em regices especificas dos
dentes, quando observado em grupos de escolares apbs dois a
nos de observagao (BOWDEN et al., 1976; HARDIE et al.,1977)
Somente poucas regibes que desenvolvem carie nio demonstram
a presenga de S. mulans. Esses estudos envolvem um exame re
gular de amostras de placas de 100 regiGes cariogénicas em
50 criangas, estandec, portanto, ainda num estagio prelimi-
nar, cujo relato dos resultados obtidos, requer uma analise
mais acurada, Entretanto, os resultados obtidos até o momen
to, sugerem que o desenvolvimento de cirie, dependem da com
binacdo de fatdres microbianos do que a presenga ou auséen-
cia de uma espécie em particular, como S. mutans.

Embora existam evidéncias da participagdo efe-
tiva de S. mutans no processo cariogénico como um fator prin
cipal, os dados obtidos parecem sugerir, que pelo menos, es
Se microrganismo se apresenta como um dos importantes agen-
tes etioldogicos. Ha também, evidéncias imunoldgicas demons-
trando a presenca de concentragdes razoavels de anticorpos
contra substancias antigenicas de 8. mutans no decorrer dos
processos cariogénicos (LEHNER, 1975).

A carie dentdria esta entre as mais importan-
tes doencas da populag@o brasileira. Além de ser dispendio-
$o 0 seu tratamento, esta associado a inexisténcia de méto-
dos de prevengdo eficazes, ja que tais métodos usados ate o
momento no controle dessa doenga tem se mostrado ainda ine-
ficientes e inviaveis, principalmente em escala nacional. O
sucesso de prevengao de algumas doencas através da imunote-
rapia, tem induzido os pesquisadores a trabalhar nesse cam-
po, na esperanga de que, a carie dental sendo uma doenga in
fecciosa, possa tambem ser prevenida por uma vacina. Experi
mentos tem sido realizados com animais como primatas e roe-
dores, desenvolvendo-se varios tipos de vacinas, incluindo
células totais, parede celular e preparacdes enzimdticas co

mo antigenos. Algum sucesso tem sido consequido com roedo-
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res, mas melhores resultados tem sido relatados com macacos
(BOWEN, 1969; BOWEN et al., 1975; LEHNER et al., 1976;CALD
WELL et al., 1977). Muitos desses relatos com vacinas anti-
carie tem sido revistos recentementé (BOWEN et al., 1976) .
Parece claro, que investigagloes mais acuradas sejam realiza
das antes de se iniciarem investigagles de natureza c¢lini-

ca.

Estreptococos viridantes sdo frequentemente i-
solados de infecgbes de canal dental e sao tambem os orga-
nismos mais_ comumente isolados de pus em cavidade oral(SIMS
1974). Na maioria das publicagOes, nac se tem verificado ten
tativas de identificar tais microrganismos a nivel de espé-
cie. SIMS (1974) indicou que muites dos isclados assemelham

se a 8. mitior, e em menor numero ao S. sangudls.

Informagbes a respeito da destribuigdo de espé
cies individuais em varios locais da cavidade oral comumen-
te ihfectados, tais como abcessos dentais, bolsas periodon-
tais, pericoronites e cavidades secas, & bastante limitada
até o momento. Levando-se em conta que o conhecimento da i-
dentidade de tais microrganismos nao afetariam o tratamento
clinico de tais infecgbes, tais observagOes passam a ter a-
penas um sentido acadeémico. Entretanto, em vista do envolvi
mento em potencial do S. mifleri afetando outras regides do
organismo, seria interessante que estudos fossem feitos em
relagdo a distribuicdo dessas espécies em detalhes. O isola
mento de S. mi{fferl de infeccoes de canal dental (MEJARE §
EDWARDSSON, 1975}. caries dentais profundas (EDWARDSSON ,
1974) e abcessos dentais (GUTHOF, 1956) tem sido relatado ,
mas a frequeéncia com que esses estreptococos OCorrem em in-
fecgoes orais ndo € conhecida até o momento.

Atraves de investigacdes preliminares realiza-



das por OKELL & ELLIOT (1953), tem-se o conhecimento da e-
xisténcia de bacteremia apds a extracao dentaria. Estudos
detalhados em tais casos, tem sido levado a efeito por ou-
tros pesquisadores, desde observagoes feitas por JOKINEN
(1970). Embora as extracoes dentais acarretem riscos para
essas infecgOes, bactérias orais podem também serem introdu
zidas no sangue através de outros pfocedimento (LINEBERGER
& DE MARCO, 1973). Muitos microrganismos podem estar presen
tes em tais bacterlemias, mas a presenga de estreptococos -
tem side relatada com mais frequencia (PHILLIPS et al,,1976;
SYMINGTON, 1975). E provavel que as limitagdes  existentes
nesses estudos preliminares de bacteriemias dentais em iso
lar outros tipos de microrganismos, principalmente anaero-
bicos, estivessem relacionadas com os métodos de culturas
entdo empregadas (CRAWFORD et al., 1974).

Em muitas das publicagdes sobre estreptococos
isolados do sangue apds tratamento dental e de pacientes com
endocardite bacteriana, ndo foi possivel identificar tais
microrganismos a nivel de espécie. Muitos dos estreptococos
tem sido referido como 8. viadldans o que torna dificil com-
paragoes mals detalhadas entre diferentes publicaglesa esse
respeito. Recentemente, cepas de S. m{fiox, estreptococos vi
ridantes intermedidrios e S. miflerdi sao os mais comumente
isolados de pacientes, apds extragles dentdrias. O Strepto-
coccus sangudls e S. mufans tem sido encontrado menos fre-
quentemente, enquanto que nac tem sido feita nenhuma mencgao
a presenca de cepas de S. salivanius ou enterococos (PHIL-
LIPS et al., 1976).

0 significado da bacteriemia, qualquer que se-
ja a origem da bacteria, €& que pacientes com predisposicao,
podem desenvolver endocardite infecciosa. Nessa condigao,as
bactérias colonizam a superficie das valvulas do coragéq
propiciando amplas vegetagoes bacterianas. Pacientes com
tal risco incluem aqueles com problemas reumdticos do cora-
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¢do, anormalidades congénitas de virios tipos e apés cirur-
gia cardiaca, especialmente apds a insercdo de valvulas car
diacas. Tem sido observado que uma grande variedade de mi-
crorganismos podem causar endocardite infecciosa, mas os es
treptococos sao 0s mals comumente envolvidos. Na forma sub-
aguda da moléstia, os estreptococos sdo os do tipo viridan
tes ou nao hemoliticos.

Recentemente, importantes pesquisas sobre es-
treptococos isolados de endocardite bacteriana e outros ti-
pos sistémicos, tem sido relatados (PARKER § BALL, 1976;FAC
KLAM, 1977), demonstrando que oS estreptococos'mais frequen
temente isolados foram S. sangudis e S. mition, Essas  duas
especies juntas, constituem cérca de 60% das cepas de mi-
crorganismos, confirmando observagdes preliminares de vari-
0s pesquisadores (WHITE & NIVEN, 1946; HEHRE, 1948; PORTER-
FIELD, 1950; FARMER, 1953). A espécie seguinte mais  comum
foi o 8. mutans encontrado em quase 20% dos casos. Endocar-
dite devido a essa espécie, fol primeiramente observada por
ABERCROMBIE § SCOTT (1928) e posteriormente, mais recente-
mente por PERCH et al (1974); LOCKOOD et al (1974); -HARDER
et al (1974); NEEFE et al (1974). Cepas de S. milleri e §.
salivarnius foram somente isolados, em alguns casos de endo-
cardite. As observacoes de PARKER & BALL (1976) incluem um
significativo nGmero de enterococos e Streptococeus bovis |
0$ qualis nao foram incluidos nos estudos de FACKLAM. 0
Strneptococeus bovis ndo fazem parte da flora oral humana e
embora enterococos sejam encontradcs em pequeno namero na
cavidade oral, & muito provdvel que espécies  pertencentes
ao grupo D de Lancefield envolvidos em casos de endocardite
provenham de outras areas do organismo e n3o da boca.

Evidencias clinicas que implicam microrganis-
mos orais como a causa de endocardite apds uma bacteriemia
dental, € invariavelmente circunstancial e retrospectiva,le

vando-se em conta que a doenga pode nao se tornar aparente
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por muitas semanas e até mesmo meses apds o seu inicio. En-
tretanto, utilizando-se de um mod&lo animal, descrito origi
nalmente por GARRISSON § FREEDMAN (1970) foi demonstrado que
endocardite estreptocdocica pode ser reproduzida experimen-
talmente em coelhos como resultado de manipulagodoes na cavi-
dade oral, como por exemplo uma extracao dental (MCGOWAN §
HARDIE, 1974). Nesse tipo de modélo, lesOes artificiais ndo
infectadas sao criadas para a insercgaoc de cdnulas no cora-
gdo antes de introduzir organismos testes na corrente san-
guinea. A patologia da endocardite estreptocdcica tem sido
estudada extensivamente em coelhos como modé€lo por DURACK e
colaboradores (DURACK.& BEESON, 1972a,b; DURACK et al., 1974,
DURACK, 1975a). Muitos desses estudos experimentais tem si-
do levados a efeito usando-se cepas dextrana positiva de S.
mition (8. sangudis 11) isoladas originalmente de pacientes
com endocardite. Esse modélo fol também empregado para tes-
tar a eficacia de métodos quemoterapéuticos e profilaticos
(DURACK & PETERSDORF, 1973; DURACK et al., 1974; SOUTHWICK-
& SURACK, 1974, PELLETIER et al., 1975; SANDE & IRVIN,h1974;
HOOKE et al., 1975). MC GOWAN (1875) demonstrou que cepas
de S. sangudis, S. mitiorn, S. salivarius, S. mutans, S. mil-
Leri e 8. 4faecalis sao capazes-de induzir endocardite em

coelhos quando administrados em altas doses.

Pesquisas recentes envolvendo estreptococos 1i-
solados de uma variedade de casos clinicos iﬁaicaram,que es
treptococos provenientes da cavidade oral podem estar envol
vidos em outras infecgdes sistémicas, além de endocardite
bacteriana, incluindo lesdes purulentas no cérebro, abdomem
e torax . Particularmente, S. milleni (ou S. MG-intermeddi-
us e S. anginosus - constellatus}l fol encontrado em abeces-
sos cerebrais (PARKER § BALL, 1976; FACKLAM, 1977), enquan-
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to que estreptococos isolados de material purulento de va-
rios Orgdos, indicaram pertencer a espécie S. miffexad.

0 Streptococcus milleai foi originalmente deno
minado em isolados de abcessos dentais e outras infecgoes
ao redor da bdoca (GUTHOF, 1956). Ndo se sabe, até o momen-
to, se tal espécie possui outro "habitat™ natural alem da

cavidade oral e trato respiratéorio.
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1, MATERIAL

Amostras de estreptococos das espécies Strepio
coecus sangudls, Strepioccccus saflivarius, Streptococcus mi-
tis, Streptococcus faecalis e Streptococcus mutans, foram
obtidas na Faculdade de Odontologia da Universidade de Umea
(Suécia), isoladas por Dr. B. Krosse da Universidade de GO-
teborg e gentilmente cedidas por Dr. Jan Carlsson (Quadro 1),

2, METODOS
2.1. Semeadura do Material

Amostras liofilizadas dos estreptococos foram
inoculadas em meio de tioglicolato (Thioglycollate Medium
without indicator, 135C-BBL} adicionado de uma pequena quan
tidade de carbonato de calcio, préviamente esterilizado a



120CC por 15 minutos, em autoclave. Posteriormente ac inécu
lo, os tubos foram incubados a 37°C, durante 24-72 horas em
jarra tipo Brewer, em condi¢des de microaerofilia, usando-
se envelopes de GASPAK, 70304 (BBL).

ApbGs o crescimento bacteriano, com o auxilio
da alca de platina esterilizada e resfriada, foi feita se-
meadura em tubos contendo meio de agar-sangue., Os tubos fo-
ram incubados a 370C, durante 24-72 horas, em condigtes de
microaerofilia ja descritas acima. |

2.2. Conservacao das amostras

As amostras foram mantidas durante toda a exe-
cugdo do trabalho, em duas colegdes:

a) Na primeira, as amostras foram inoculadas
em meio de tioglicolato, distribuido em camada alta, em tu-
bos de rosca (13X100mm) e adicionado de aproximadamente 0,lg
de carbonato de calcio por tubo. Com as tampas frouxas, o0s
tubos foram incubados em microaerofilia, em jarra tipo Bre-
wer, a 370C, durante 24-72 horas. Em seguida, os tubos fo-
ram removidos da jarra, apertando-se as roscas para evitar
a penetracao de ar. 0s tubos foram mantidos a temperatura
ambiente, durante 30 dias, quando a colegao era entao reno-

vada,

b) Na outra colegao, as amostras foram estoca
das em leite, no "freezer'", & temperatura de -209°C. Leite
denatado em pd foi dissolvido em agua destilada (solugdao a
10%) e autoclavado a 1150C, por 20 minutos. Para esta esto-
cagem, 2,0 ml de leite foram distribuidos assepticamente em
pequenos tubos de rosca (13X45 mm), adicionando-se 0,5ml de
crescimento recente da amostra, em melo de tioglicolato(BBL),

Esta colegao era renovada a cada 6 meses.
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QUADRO 1 - Relagao das espécies de estreptococos utilizadas

nos experimentos.

. Codigo da
Material Abreviagao Unid. da Umea
Stneplococcus sanguis Ss. ATCC 10556
Streptococcus sallvariusd 5.sal. ATCC 9759
Stheptfococcus MmLLLS S.m ov-71
Stheplococeus muldns S.m "Ingbritt' R.(IBR)
faecalis St. NCTC 775

Stheplocoeccus

Amostras de estreptccocos isoladas por

borg {Suécia}.

Dr. B. Krasse, Gote-
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Em ambas as colegOes (préviamente a renovagao),
foram feitos controles de pureza, inoculando-se a suspengio
bacteriana em placas de agar-sangue ¢ em meio de agar mitis
salivarius (BBL), através do método de estria em placa. Pos
teriormente a sua incubagdo a 379C, em microaerofilia, era
observada 'a morfologia colonial do crescimento bacteriano,

2.3, Preparo de antigenos bacterianos para a obtengdo de
antissoros

Tubos de ensaio com rosca contendo cerca de 10
ml de agar-sangue, foram semeados com a amostra de Strepto-
coccus sangudls, e incubadas a 379C por 24-72 horas. Em se-
guida, o material bacteriano crescido nos tubos foi suspen-
so em salina e transferido para um tubo de ensaio esteril,
A suspensdo resultante, foi adicionado 1 ml de mertiolado
incolor, permanecendo 1 hora em T.A. Posteriormente adicio-
nou-se 10 ml de solugdo fisiolOgica fenicada e colocou - se
em banho-Maria durante 1 hora a 609C. ApSs esses procedimen
tos, semeou-se o material em meio de agar-sangue para con-
trole de crescimento. O niimero de bactérias em suspensio foi
padronizado pelo metodo de .McFarland, que se baseia no fa-
to de que uma suspensao bacteriana equivalente a 3,4 na es-
cala, corresponde a 1.200,000 bactérias/ml. {antigeno 1). A
metodologia empregada no preparo do antigeno 1, baseou - se
naquela descrita por BIER (1975} para o preparo de autovaci
nas, com modificag¢Oes introduzidas em nosso laboratorio (Es
quema 1).

A tubos de ensaioc contendo meio de cultura de
TSB (Trypticase Soy Broth - BBL), foram inoculados material
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ESQUEMA 1 - Preparo de antigenos bacterianos para imuniza-
cao.

Suspensao bacteriana

indculo em agar-sangue

Crescimento

diluicao em salina e transferéen-
cia para tubos de ensaio

Suspensao

1 ml de mertiolato incelor
1 hora em T.A.

Suspensao

10ml de sol. fisiocl. fenicada
B.M, - 1 hora a 600C
Semeadura em agar-sangue
(Controle de Crescimento)

Suspensao

padronizacao (Mc-Farland)
(1,200.000 bactérias p/ml)

Antigeno 1




bacteriano de Streptococcus sanguls (crescido em meio de a-
gar-sangue), permanecendo por 18 horas a 379C. As células
foram centrifugadas, lavadas duas vézes, mantidas em banho-
maria a 60°C por 30 minutos e posteriormente  ressuspensas
em salina numa densidade de cerca de 5.108 cels/ml, segundo
SEELEMAN & OBIGER (1958) (antigenos 2 e 3). A metodologia
empregada no preparo dos antigenos 2 e 3, baseou-se naquela
descrita por BRATHALL (1969), com modificagbes introduzidas
em nosso laboratdrio. As suspensdes foram preparadas sema-
nalmente 4 cada série de injegoes (Esquema 2}.

2.4, Inoculagoes

Foram usados coelhos adultos mantidos em dieta
comum. Apo6s a retirada de 5 ml de sangue para a obtengdo de
soro normal a ser usado como controle, suspensdes bacteria-
nas padronizadas, conforme descritas no item 2.3., foram in
jetados na regido proxima ao linfondodulo (OLIVEIRA, 1975)
As injegOes foram feitas com os antigenos (antigeno 1) bac-
terianocs emulsionados em Adjuvante de Freund incompleto(25%
lanolina + 75% nujol) em partes iguais (V/V) em doses de
1,5 ml1 da suspensido bacteriana, com intervalos de 15-17 di-
as entre cada injecac, num total de 2 injecgdes para cada a-
nimal (Quadro 2),

Antissoros para os antigenos descritos no Item
2.3 (antigenos 2 e 3) foram obtidos, inoculando-se coelhos
adultos mantidos em dieta comum, utilizando-se, respectiva-

mente 0s seguintes esquemas:

a) Suspensoces bacterianas padronicadas, confor
me descritas no preparo dos antigenos 2 e 3, foram injeta-



ESQUEMA 2 - Preparo de antigenos bacterianos.

Crescimento em

dgar-sangue

inoculo em T.S.B.
18=24 hs. = 379C

Suspensao
centrifuga - 3.500 rpm
Sn Sd
Eliminado lavagem em salina - 2 Xxs

Suspensao

B.M. 60°CC
+
ressuspensao em salina
5.108 cels/ml

Antigenos 2 e 3




das na veia marginal da orelha em doses de 0,5; 1,0; 1.5,
2,0, 2,5 e 3,0 ml (sem Adjuvante), com intervalos de 2 dias
entre cada.injegéo. Sete dias apds a Ultima injecdo, os coe
ihos foram sangrados por pungdo cardiaca ou pela veia margi
nal da orelha do coelho (Quadro 2},

0 esquema de imunizagao empregado para esse ti
po de antissorc, baseou-se naquele utilizado por YANO (1976).

b) Outros dois coelhos foram injetados com as
mesmas suspensdes bacterianas, durante quatro semanas (tres
dias consecutivos a cada semana). As tres primeiras inje-
goes foram de 0,5 ml cada e as demais de 1,0 ml de suspen-
soes de células (emulsionadas em Adjuvante de Freund incom-
pleto) preparadas semanalmente e mantidas no congelador (Qua
dro 2).

O esquema de imunizagdo empregado para esse ti
po de antissoro, baseou-se naquele utilizado por BRATTHALL
(1969), com modificacdes introduzidas em nosso laboratorio.

2.5. Sangria, preparo e conservacao dos antissoros

Preliminarmente a injegdoc de antigenos, fez-se
uma sangria e o soro normal obtido (SN) foi conservado no
congelador, para testes posteriores como controle nas rea-

coes seroldgicas.

Apds a primeira inoculagao de antigenos (para
o antigeno 1), iniciaram-se as sangrias a intervalos de tem
po variados ¢ preparou-se o antissoro (AS). Nos demais es-
quemas de imunizagdo. as sangrias foram efetuadas apds a Ul
tima injecao de antigeno, conforme o esquema de imunizacdo

utilizado (Quadro 2).

Nas sangrias, fez-se um pequeno corte longitu-



QUADRO 2 - Esquema de imunizagaoc dos antissoros obtidos
pela injecdo no linfonodule, veia marginal e
intramuscular de coelho, com suspensdes bacte-
rianas de S. sanguds.

. n® de injegoes Sigla do
o]
Antigeno  Coelho nf do antigeno Antissoro
Ss. ATCC 162 2 {1fn) AS.Ss.ATCC 162
Ss. ATCC 167 12 (im-1fn) AS.Ss.ATCC 167
Ss. ATCC 168 7 (i.0.) AS.Ss.ATCC 168
Ss.ATCC - Streptfococcus Sanguds
AS.Ss.ATCC - antissoro contra S. Sanguds
2 (1fn} - duas injecgoes no linfonododulo do ceelho
7 (i.0) - sete injecgoes intravenosa - vela margina da
orelha
12 {im - 1fn)- nove injegoes intramusculares e 3 injecoes

no linfonodulo.



dinal na veia marginal da orelha do coelho e recolheu-se o
sangue (10 a 30 ml) em um frasco de vidro. O sangue foi dei
xado de uma a duas horas em temperatura ambiente., Em segui-
da separou-se o soro centrifugando-se durante 5 minutos a
1.500 rpm (centrifuga Alpha-soro IA). Distribuiu-se o mate-
rial em vidros {5 ml cada) e adicionou-se Meftiolado numg
concentragao final de 1:10,000.

2.6, Preparo de antigenos utilizados nos testes seralogi
COS

No preparo de antigenos bacterianos para serem
utilizados nos testes seroldgicos em rea¢do com os diversos
tipos de antissoros obtidos, utilizou-se os seguintes esque
mas:

a) suspensbes em agua destilada estéril;

b) suspénstes em salina 0.85% estéril; e

c) acido acético a 1%.

Tubos de ensaio com rosca contendo meio de a-
gar-sangue foram semeados com as amostras de estreptococos
e incubadas a 37°C por 24-72 horas. Em seguida, o material
bacteriano crescido nos tubos foi diluido em salina, dgua
ou acido acético e transferido para um tubc de ensaio esté-
ril, o qual permaneceu durante 1 hora em T.A. (Esquema 3 },.
Posteriormente, essas suspensoes foram centrifugadas a
5.000 rpm (centrifuga Alpha-soro IA) durante 15 minutos e o
sobrenadante utilizado como antigenos nos testes serologi-
cos (Extratos A. S. AAC),

Procedimento semelhante foil efetuado a partir
do crescimento em tubos de ensaio contendeo meio de Tioglico
lato (Extratos Aj. Sq. AACy).



ESQUEMA 3 - Sequéncias utilizadas para o preparo de extra-
tos de suspensOes bacterianas para serem utili
zados nas reagbes seroldgicas.

e
1 _
Esguema 4 —————— % ——— = Lsquema B

)9

—>—

{2)

&

= -

=) centrifuga 3500 rpm
{10-15 mirutos)

suspensic do cresci

mente e A, B e C
Sn [ 54 ] -

eliminado ::s:u 'B] . C°: . _ 1 hora am T.A,
o centrifuga 3500 rpm
e ®
3\
' 1 horaa T. A, l
% centrifuga 3500 tpm %

remam Ay, 51, MC:I—I

1 - crescimento bacterianoc de material! liofilizado, I- sus
pensdo bacteriana (meio de Tioglicolato); 3 - meio de agar
sangue; A - agua destilada estéril; S - salina 0,85% este-

ril; AAC - dcido acético a 1%.



- 55 -

Antigenos foram também preparados de acordo com
LANCEFIELD (1933) e RANTZ § RANDALL (1955) para serem usa-
dos nas reacdes seroldgicas.

Segundo LANCEFIELD, suspensdes bacterianascres
cidas em meio de cultura por 24 horas, foram suspensas em 5
cc de solugdo fisioldgica adicionado de HCl 1/20N e testada
com papel vermelho de Congo. Posteriormente o tubode ensaio
foi imerso em agua fervente por 10 minutos, esfriada sob i-
gua corrente e centrifugado. O precipitado foi descartado e

o sobrenadante utilizado como antigeno nas reagdes - Extrato
L - (Esquema 4).

Antigenos preparados segundo RANTZ & RANDALL,
foram obtidos inoculando-se o material por 18-24 horas em
meio liquido, composto de 20 grs de Tryptose (Difco), 2 grs
de dextrose, 5 grs de cloreto de sodio e 2,5 grs de Na2HPO4
ﬁ/l de égua destilada., Posteriormente ao crescimento, quan-
tidades de 40 ml foram colocadas em tubos de centrifuga e
autoclavadas. Apés centrifugacgao eliminou-se o sobrenadante
e ao sedimento adicionou-se 0,5 ml de cloreto de sddio 0,9%.
0 sedimento foi entdo suspenso com leve agitagdo. Apds esse
procedimento, os tubos foram autoclavados por 20 minutos a
1 atmosfera., Em seguida, centrifugou-se a suspensio rTesul-
tante, eliminando-se¢ o sedimento, sendo o sobrenadante uti-
lizado como antigeno (Esquema 5).

2.7. Testes serologicos

Testes seroldgicos denominados Teste do anel

(Ring test), foram realizados afim de se verificar a reati-
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ESQUEMA 4 - Preparo de extratos bacterianos para serem u-
tilizados nas reagdes seroldgicas, segundo
LANCEFIELD.

Suspensdo bacteriana

eliminado

centrifuga 3500 rpm

ressuspensao em sol.
fisioldgica
s

HC1 1/20N

Suspensdo dcida

agua fervente - 10 min.

+

resfriamentoe

=

centrifuga 3500 rpm

Extrato L

Sd

eliminado




ESQUEMA 5

Preparo de extratos bacterianos para serem u-

sados nas reagdes ser
& RANDALL,

oldgicas, segundo RANTZ

Suspensdo bacteriana

aliquotas

de 40 ml/tubo

Autoclave - 1 Atm (10 minutos)

centrifug

a 3500 rpm

eliminadoe

Suspensao em
0,5 ml de NaCl 0,9%
+
autoclave - 1 Atm
{20 minutos)

Suspen

sao

centrifuga - 3500 rpm

Sn

rﬁktrato R-RI

1

Sd

[eliminado
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vidade do soro dos animais inoculados (a cada sangria), em
reagdo com 0s antigenos de suspensdes bacterianas.

2.7.1. Dupla difusao em gel de agar

Testes seroldgicos de dupla difusio em gel
de agar a 1% foram realizados com os antissoros AS.Ss. ATCC
162; AS.Ss.ATCC 167 e AS.S5s.ATCC 168 em reagaoc com os angi-
genos de suspensoes bacterianas preparados de acordo com o
item 2.6. Os testes foram feitos em gel de agar a 1% (OUCH-
TERLONY, 1949, 1958 e 1962) em tampao PBS 0,01M pH 7,0, tam
pdo veronal 0,025M pH 8,6 e em agar agua (HBFLING, 1975),0n
de testes de tempos de colocagdo dos reagentes (antigeno e
antissoro) foram analisados.

| Foram efetuadas as reacdes seroldgicas com ca
da antigeno individualmente e depois em conjunto, sendo am-
bos os procedimentos realizados com as sangrias obtidas pa-
ra cada antissoro em particular.

2.7.2. Determinacgdo do titulo dos antissoros

Foram utilizados testes seroldgicos de dupla
difusdo em gel de agar na determinagdo do titulo dos antis-
soros obtidos, Os antissoros foram diluidos em salina 0,85%,
seguindo-se uma progressao geometrica de razdo 2.



RESULTADOS
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RESULTADOS

1. TITULO DOS ANTISSOROS

Os testes serologicos de dupla difusdoe (ouch-
terlony) em combinagoes homdlogas, utilizados para a deter-
minagdo do titulo de antissoros obtidos pela.injegﬁo de sus
pensoes bacterianas padronizadas de S. Aangaié, permitiram
verificar diferengas no titulo de anticorpos, tal come ilus
tra o quadro 3. Os titulos maximos obtidos para AS.Ss.ATCC.
162 revelaram valores de 4 na injegdo com antigenos obtidos
segundo o item 2.3. Os resultados obtidos nos testes com os
antissoros AS.SS.ATCC 167 e 168, através da inoculacdo com
0os antigenos de suspensoes bacterianas padronizadas segundo
BRATTHALL, mostraram valores de 16 e 8, respectivamente, quan
do comparados. 0 soro normal (SN) usado como'hontrale, nao
apresentou reacgdo. |

2., TESTES SEROLOGICOS

Serao analisados os resultados obtidos em rea-
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QUADRO 3 - Titulo maximo dos antissoros obtidos nas imuni

zagoes.

Titulo* dos antis

Coelho Codigo do

Antigeno S0T0S NOS testes SN
ne : Antissoro de dupla difusdo
162 S.mutans AS.S5s.ATCC 162 4 -
167 S.mutans AS.Ss.ATCC 167 16 -
168 S.mutans AS.8s,ATCC 168 8 -

®
Titulo do antissoro representado pelo inverso da diluigdo.
SN soro normal

- nao apresentou reagao



¢odes seroldgicas de dupla difusdo com os AS.Ss.ATCC 162
AS.Ss.ATCC 167 e AS.Ss.ATCC 168, em reacao com antigenos
(extrator de suspensoes bacterianas) obtidos por tratamen-
tos diversos, de S. sanguds, 3. 5aeca£i4, S. mitis, S. sali
varius ¢ S. mutans.

A analise das linhas de precipitacao (LP) ob-
servadas, foram feitas em funcao dos sistemas imunoprecipi-
tantes detectados (Esquema 6).

2.1, Testes Serologicos empregando-se AS.Ss.ATCC 162
Streptococcus sanguls

As reacgdes seroldgicas de dupla difusdo em gel
de dgar-agua a 1% com antigenos de suspensbGes  bacterianas
em a) agua destilada estéril, b) salina 0,85% estéril, c) a
cido acético a 1%, d) segundo LANCEFIELD e e) segundo Rantz
Randall de S§. sanguis, respectivamente, A, S, AAC, L ¢ R-R,
nao demonstraram reagao positiva em nenhuma das reagoes efe
tuadas, observando-se reacdo inespecifica nos testes efetua
dos com antigenos de suspensdes bacterianas em acido acéti-
co - AAC, as quais foram detectadas em todos os testes efe-
tuados com esse antissoro. Os resultados obtidos nas rea-
¢Oes com o antigeno L {segundo LANCEFIELD) n&do demonstraram
reagao positiva com nenhuma das sangrias obtidas. Esse mes-
mo comportamento foi observado em todos os demais testes e-
fetuados com esse antissorc (Quadro 4).

As reacles seroldgicas efetuadas em agar a 1%
em tampac veronal, se apresentaram fracamente positivas, re
velando o aparecimento de uma linha de precipitacdo (LP)nas
reagbes com os antigenos de suspensoes bacterianas A e S.Po
de-se verificar que para o antigeno A, as reagoes foram po-

sitivas a partir da g2 sangria obtida, o que demonstra rea-
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ESQUEMA 6 - Fotografia e grafico dos tipos de linha de
' precipitacac (LP) observadas nas reagoes
serologicas de dupla difusao em agar,entre

antissoros e antigenos de suspensdes bacte

rianas (homdlogos e heterdlogos)

a @
}BO O

O

AS -~ antissoro
at - dantigeno

A.B.C - Linhas de precipitacao
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¢do positiva seis dias apds a 22 injecdo de antigenos. Nas
reagoes com o antigeno S, observou-se também reagio positi-
va, apds a 82 sangria, 4 dias ap6s a 22 injecdo de antige-
nos, nao se verificando reacao positiva com relagdo a {lti-
ma sangria obtida. Para as demais reagoes, efetuadas com os
antigenos L e R-R, as reagdes foram negativas. {(Quadro 5).

Os testes seroldgicos de dupla difusdo em gel
de agar a 1% em tampdo PBS, com os antigenos de suspensdes
bacterianas obtidos, revelaram o aparecimento de reacgdo fra
camente positiva para o antigeno A, na 102, 112 ¢ 122 san-
grias, verificando-se o mesmo comportamento com relagido ao
antigeno S. Nesses testes efetuados, pode-se verificar tam-
bém rea¢do fracamente positiva com relagdo ao antigeno R-R,
na 8§, 9§, 10§, 112 ¢ 128 sangrias obtidas, respectivamen-
te 4, 6, 8, 10 e 12 dias apds a 28 injecao de antigenos .
(Quadro 6).

2.2. Testes Seroldogicos empregando-se AS.Ss.ATCC 167
Streptococcus sanguds

Nas reacgoes com S. sanguds em agar agua a 1% ,
pode-se verificar reacdes positivas com os antigenos de Sus
pensées bacterianas A e R-R, observando-se também  reacfes
fracamente positivas com o antigeno S. Nao se detectou rea-
cao positiva com relagdo ao antigeno L (segundo LANCEFIELD)
observando se reacgao tipo inespecifica com relagdo ao antige
no AAC, o mesmo verificando-se para os demais testes efetua

dos com esse antissoro. (Quadro 7).

0s resultados dos testes em agar a 1% em tam-
pac veronal, demonstraram o aparecimentc de reagoes positi-
vas com os antigenos A e R-R, verificando-se reacdes negati

vas para os antigenos S e L. quando comparados (Quadro 8)
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Nos testes em agar a 1% em tampdo PBS, constatou-se reagao
positiva épenas para o antigeno R-R, ndo detectando-se rea-
goes positivas para os demais antigenos, quando comparados.
(Quadro 9).

2.3. Testes Seroldgicos empregando-se AS.Ss.ATCC 168
Strneptococeus sanguis

_ As observagdes decorrentes da analise das rea-
coes com S. sanguds revelaram o aparecimento de reagdes po-
sitivas somente com relacdo ao antigeno R-R, ndo se verifi-
cando nenhuma reacaoc com os demais antigenos obtidos, res-
pectivamente, A, S e L. Reagbes inespecificas foram observa
das com relagdo ao antigeno AAC, verificando-se o mesmo com
portamento para as demais reagbes feitas com esse antissoro
(Quadro 7). '

Os resultados obtidos nos testes efetuados em
agar a 1% em tampdc veronal, mostraram o aparecimento de
reacdes positivas, sdmente com relacao ac antigeno R-R, )
mesmo nao se verificando com relagio aos demais antigenos
0S quals nao apresentaram reacgac, quando comparades (Quadro
3). |

Os resultados obtidos nos testes feitos em a-
gar a 1% em tampao PBS, revelaram reagoes fracamente positi
vas somente para o antigeno R-R. Nas demais reagbes com 0s
antigenos A, S e L, nac se verificou reagao positiva (Qua-
dro 9).

2.4, Testes Seroldgicos empregando-se AS.Ss.ATCC 162

Strheptococcus sanguds
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~As reagbes seroldgicas de dupla difusdo em gel
de dgar a 1% em tampao veronal com antigenos de S. sanguis
em agua destilada estéril, em que variagdes de tempos de co
locagdo dos reagentes (antigeno e antissoro) foram testados
(Quadro 10}, revelaram reac¢des fracamente positivas ( nona
sangria), e reagdes positivas (décima e décima primeira san
gria) a 0, 1, 2, 3'e 4 horas de colocagio do antigeno, apés
a colocagao do antissoro. Na décima segunda sangria, as rea
goes foram fracamente positivas e positivas, respectivamen-
te a 0, 1, 4 ¢ 2,3 horas de colocagao do antigeno. Nio se
observaram reacgoes positivas nas demais reagOes com as san-
grias restantes.

Nos testes com antigenos de S. sanguis em agua
destilada estéril, em que inverteu-se ¢ sistema, houve o a-
parecimento de reagdes positivas e fracamente positivas,res
pectivamente a 1 hora e 0, 2, 3, 4 horas de colocagao do an
tissoro, apds a colocacao do antigeno para a décima primei-~

ra sangria {(Quadro 11).

Os testes efetuados com antigenos de S.sangudis
em salina estéril, demonstraram reag¢oOes fracamente positi-
vas e positivas, respectivamente, para a nona, décima e dé-
cima primeira sangrias. Na décima segunda sangria as rea-
¢oes foram positivas a 1,2 ¢ 3 horas de colocagdo do antige
no apos a colocagdoc do antissoro, e fracamente positivas os
testes a 0 e 4 horas de reacdo (Quadro 12). Os testes emque
manteve-se o antigeno a 0 horas e testou-se tempos de colo-
cacdo do antissoro, observou-se reagoOes fracamente positi-
vas e positiva, respectivamente a 1 hora ¢ 0 horas de rea-~
cdo. Ndo foram observadas reagoes positivas nos demais tem-

pos de colocacac dos reagentes (Quadro 13).

2.5. Testes Serologicos empregando-se AS.Ss.ATCC 167



Streptococeus sangudls

Os resultados obtidos nas reacdes de dupla di-
fusdo em gel de agar-agua a 1% com antigenos de suspensoes
bacterianas em agua destilada estéril, demonstraram reacdes
positivas a 0, 1, 2, 3 e 4 horas de colocagido do antigeno,
apds a colocagdo do antissoro. Os testes em que inverteu-se
0 sistema, demonstraram também reacdo positiva a 0, 1, 2, 3
e 4 horas de colocacao do antissoro (Quadros 14 e 15).

As reagOes seroldogicas com antigenos de suspen
soes bacterianas segundo RANTZ § RANDALL (R-R), revelaram
reagoes positivas e fracamente positiva, respectivamente, a
0, 1, 2, 3 e 4 horas de colocacao do antigeno, apds a colo-
cagao do antissoro. Os testes onde inverteu-se o sistema de
reacao, revelaram reagoes positivas a 0, 1, 2 e 3 horas de
colocagdo do antissoro, e apds 4 horas as reagbes foram fra
camente positivas (Quadros 16 e 17).

Os testes feitos em agar a 1% em tampdo PBS ,
com antigenos de suspensdes bacterianas R-R, demons traram
reagoes positivas a 0, 1, 2, 3 e 4 horas de colocagdo do an
tigeno, apds a colocagao do antissoro. Essas reagdes foram
fracamenie positivas e positiva, respectivamente, a 1, 2,3,
4 e 0 horas, quando testou-se tempos de colocagdo do antis-
soro em relagdo ao antigeno colocado a 0 horas (Quadros 19
e 19). '

2.6. Testes Seroldgicos empregando-se AS.Ss.ATCC 168

Stheptococcusd sanguds

Os testes com esse antissoro em reagdc com an-
tigenos R-R em agar-agua a 1%, demonstraram reacgGes positi-

vas a 0, 1, 2. 5 e 1 horas de colocacao do antigeno em rela
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¢ao ao antissoro. Nos testes onde inverteu-se o sistema, o
mesmo quadro seroldgico foi observado (Quadros 20 e 2I).

Os resultados obtidos nas reagoes de dupla di-
fusdo em gel de 4gar a 1% em tampdo veronal, com essa espé-
cie, revelaram reagdes positivas e fracamente positivas,res
pectivamente, a 0,1 ¢ 2, 3, 4 horas de colocagdo do antige-
no, apds a c¢olocagao do antissoro. Os resultado obtidos in-
vertendo-se o sistema, demonstraram reagdes positivas e fra
camente positivas, respectivamente, a 0, 1, 2 e 3, 4 horas
de reagao (Quadros 2Z e 23).

3. REAGOES HOMOLOGAS E HETEROLOGAS
3.1. Testes Serologicos empregando-se AS.Ss.ATCC 162

0Os resultados obtidos nos testes seroldgicos de
dupla difusao em gel de agar a 1% em tampao PBS empregando
se o antissoro As.Ss.ATCC 162 em reagdo com antigenos de
suspensdes bacterianas em agua destilada estéril de S. san-
guis, 8. salivarius, S. mutans, S. mitis e S. gaecalis reve
laram o aparecimento de reagoes positivas para S. sangudls e
reagbes fracamente positivas para as demais espécies testa-
das (Quadro 24). Pode-se verificar o aparecimento de 2 1j-
nhas de precipitagdo (LP) a LPA e C nas reacgles com o homo-
logo S.sanguds, o mesmo observando-se com relagdo aos hete-
rologos S. mitis e S, salivarnius. As reagdes com S. 4aeca -
£4i4 e S. mutans demonstraram o aparecimento da LP-A (Figura
1).

As reagdes serologicas de duplsa difusdo em gel
de agar dgua a 1% em tampido PBS com antigenos de suspensdes
bacterianas em salina revelaram o aparecimento de reagoes

fracamente positivas em todos os testes efetuados com o ho-
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mélogo S. sangudis e os heterdlogos S. mitis, S. faecalis,S.
salivarius e S. mutans. Pode-se verificar apenas um halo de
precipitagdoc fracamente positivo correpondente a LP-A (Figu
ra 2), O mesmo comportamento foi observado com relacifo as
reagoes efetuadas com antigenos obtidos segundo Rantz § Ran
dall, nd3o observando-se reacao positiva com o heterdlogo S.
fdaecalis (Figura 3).

3.2. Testes Seroldgicos empregando-se AS.Ss.ATCC 167

As observacoOes decorrentes da analise das rea-
coes em gel de agar agua a 1% com esse antissoro em reacao
com os antigenos homologos e heterdlogos em agua, nao
revelaram reagao positiva em nenhum dos testes efetuados '
(Quadro 25).

0Os resultados obtidos nos testes efetuados em
gel agar agua a 1% com antigenos de suspensdes bacterianas
em salina, mostraram o aparecimento de reagoes positivas a-
penas para o antigeno homdlogo - 8. sanguis - ndo se verifi
cando reacles positivas com as demais espécies testadas(Qua
dro 26). Os testes efetuados com esse mesme antissoro, em
reacdo com antigenos obtidos segundo Rantz & Randall (R-R)
revelaram reacao positiva para S. sanguis, S. salivardius e
S. 4aecalis, verificando-se reacgOes fracamente positivas
com relacao a S, m{fis. ReagOes negativas foram observadas
para a espécie S. mutans (Quadro 27). Observou-se somente
uma LP, nas reagoes positivas e fracamente positivas obti-
das, a LP-C (Figura 4).

3.3. Testes Serologicos empregando-se AS.Ss.ATCC 168

Nas reacoes seroldgicas de dupla difusdo em gel



de agar-igua a 1% com esse antissoro em reagdo com antige-
nos de suspensdes bacterianas segundo Rantz § Randall(R-R),
pode-se observar reagao positiva com o homélogo S. sanguds
e os heterclogos S. mitis e S. faecalis, nido se verificando
reacao com S, salivarius e S. mutans (Quadro 28). Nas rea-
gOes positivas com S. sangudis, S. mitis e S. faecalis obser
vou-se somente uma LP, a LPC {Figura 5)}.

3.4. Estudos comparativos dos padroes obtides por dupla
difusao em gel de agar com os homdlogos e heterolo-
gos |

Serdo analisadas as reagOes serologicas de du-
pla difusdo em gel de dgar-dgua a 1%, através da observacdo
comparativa dos padrdes obtidos nos testes com os heterdlo-
gos 8. mitis, S. faecalis e S. salivarius em relagdo ao ho-
mologo S. sanguds.

3.4.1. Testes Seroldgicos empregando-se
AS.S8s.ATCC 167

Os resultados obtidos nos testes serologicos
de dupla difusdo em gel de agar-dgua a 1% com antigenos de
suspensoes bacterianas obtidos segundo Rantz § Randall(R-R)
dos heterdlogos em relacaoc ao homblogo S. sanguds, demons-
traram o aparecimento de reagoes de identidade total, obser
vando-se a presenga de LP coalescentes entre os antigenos
de S. mitis, S. faecalis, S. salivardius e S, sanguds quando

comparados. (Figura 6).

3.4.2. Testes Serolbgicos empregando-se
AS.55.ATCC 1638



Nas reagles seroldgicas de dupla difusdo em
gel de agar-agua a 1% com esse antissoro, em reagao com an-
tigenos de suspensdes bacterianas obtidas segundo Rantz §
Randall (R-R) dos heterdlogos S. mitis, S. faecaldis e S. sa
Livanius em relagdo ao homélogo S. sanguis, revelaram o apa
recimento de reagbes de identidade total ou fusido, detecta-
das atraves da presenca de LP coalescentes entre os diver-
sos antigenos, quando comparados (Figura 7).
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'QUADRO 4 - 8, sangudis contra AS.Ss.ATCC 162. Testes serold-
gicos de dupla difusdo em gel de agar-2gua a 1%

com antigenos de suspensGes bacterianas.

Ordem e data Resultado das reagdes obtidas com os diversos antigenos

da sangria A s AAC L R-R
04/02.1 - - ? - -
07/05.1 - - 7 - -
09/07.1 -

11/0901 = - ? - -
14/12.1 - - ? - -
16/14.1 - - ? - -
18/16.1 - - ? - -
21/04.2 - - ? - -
23/06.2 - - ? - -
25/08.2 - - ? - -
28/10.2 - - 9 - -
30/12.2 - - ? - -
01/14-2 - - ? - -
04/17.2 - - ? - -
+ - reacgdes positivas

- - Teagoes negativas . )
A - Extratos soluveis em agua destilada esteril
S - salina 0,85% esteril

AAC - acido acetico a 1%

L - extratos acidos segundo Lancefield

R-R - extratos em autoclave segundo Rantz & Randall
Numerador - ordem de sangria obtida

Denominador - dias apos a ultima injegég de antigeno (1° digito)
numero de serie‘das injegoes (29 digito)
- reagoes inespecificas

?
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QUADRO 5 - 8. sanguis contra AS.Ss.ATCC 162. Testes seroldgi
cos de dupla difusdo em gel de agar a 1% em tam-
pao veronal com antigenos de suspensfes bacteria-

nas.

Ordem e data - Resultado das reagOes obtidas com os diversos antigenos

da sangria A S AAC L R-R
04/02.1 - - ? - -
07/05.1 - - ? . - -
069/07.1 - - ? - -
11/09.1 - - ? - -
14/12.1 - - ? - -
16/14.1 - - ? - -
18/06.1 - - ? - -
21/04.2 - : ? - -
23/06.2 : : ? - -
25/08.2 z L ? - -
28/10.2 b : ? - -
30/12.2 : * ? - -
01/14.2 : : ? - -
04/17.2 - - i - -
+ - reagoes positivas

- - reacoes negativas ; .

A - extratos soliveig em agua destilada esteril
S - salina 0,85% esteril

AAC - acido acetico a 1%

L - extratos acidos segundo Lancefield

R-R - extratos em autoclave segundo Rantz § Randall
Numerador - ordem de sangria obtida

Denominador - dias apds-a ultima injegao de antigeno (19 digito)
numerc de serie das injegoes (2° dlgito)
? - reacoes inespecificas



QUADRO 6 - 8. sanguis contra AS.Ss.ATCC 162. Testes serologi
cos de dupla difusdo em gel de agar a 1% em tam-
pdo PBS com antigenos de suspensdes bacterianas.

L

Ordem e data  Resultadoc das reagCes obtidas com os diversos antigenos

da sangria A 5 AAC L R-R
04/02.1 - - ? - -
07/05.1 - - ? - .
09/07.1 - - 7 - -
11/09.1 - - ? - -
14/12.1 - - 7 - -
16/14.1 - - ? - -
18/16.1 - - ? - -
21/04.2 - - ? | - :
23/06.2 - - ? - :
25/08. 2 : : > - :
28/10.2 : : > - -t
30/12.2 ! : ? - *
01/14.2 - - ? - -
04/17.2 - - 7 .- -

+ - reagCes positivas

- - reagoes negativas

A - extratos solUveis em agua destilada esteril

S - salina 0,85% esteril

AAC - acido acético a 15

L - extratos acidos segundo Lancefield

R~R - extratos em autoclave segundo Rantz e Randall
Numerador - ordem de sangria obtida

Denominador - dias apOs a _ultima 1n1ecao de antlgeno(l?chgluﬂ
numero de série das injegbes (2% digito)
K - reacdes inespecificas



QUADRO 7 - S.

~1

o
1

sanguis contra AS.Ss.ATCC 167-168. Testes sero

logicos de dupla difuséo em gel de agar-agua a 1%

com antigenos de suspéensdes bacterianas.

Ordem e data
sa sangria

Resultado das reagoes obtidas com os diversos antigenos

A S AAC L R-R

AS.5s.ATCC 167

22/07.12 + : ? - +
AS,5s ATCC 168

22/07.07 - - ? - +

+ - reagoes positivas

- - reagoes negativas ; )

A - exXxtratos soluve1§ em agua destilada esteril

S - salina 0,85% esteril

AAC - dcido acétice a 1%

L - extratos acidos segundo Lancefield

R-R - eXtratos em autocliave segundo Rantz § Randall
Numerador - ordem de sangria obtida

Dencminador - dias apds a Ultima injegao de antlgeno (1° digito)

7

nimero de série das injegodes (2° digito)
reagoes inespecificas



QUADRO 8 - S.

1dgicos de dupla difusao em gel de agar a 1%

- 76 -

sdangudis contra AS.Ss.ATCC 167-168. Testes sero

tampdo veronal com antigenos de suspensdes bacte-

Trianas.

Ordem e data Resultado das reagaes obtidas com os diversos antigenos
da sangria A S AAC L R-R
AS.Ss ATCC 167

22/07.12 + - ? - +
AS.Ss.ATCC 168

22/07.07 - - 7 - +

+ - reagoes p031tlvas

- - reagoes negatlvas

A - extratos sollveis em agua destilada esterll

S - salina 0,85% estéril

AAC - acido acético a 1%

L - extratos acidos segundo Lancefield

R-R - extratos em autoclave segundo Rantz § Randall
Numerader - ordem de sangria obtida

Denominador- dias apos a ultlma inj egao de antlgeno (1¢ digito)

7

niimerc de série das injegoes (2° digito)
reagbes inespecifica

€m



QUADRO 9 ~ S. sanguds contra AS.Ss. ATCC 167-168. Testes se-
rologicos de dupla difusao em gel de agar a 1% em
tampdo PBS com antigenos de suspensdes bacteria-

nas.
Ordem e data Resultado das reagOes obtidas com os diversos antigenos
da sangria A S AAC L R-R
AS.Ss.ATCC 167

22/07,12 - + ? - +

AS.Ss.ATCC 168

22/07.,07 - - ? - -
+ - reagles positivas

- - Teagoes negativas

A - extratos sollUveis em agua destilada estéril
S - salina 0,85% estéeril

MC - dcido acético a 1%

L - extratos acidos segundc Lancefield

extratos em autoclave segundo Rantz § Randall

Numerador - ordem de sangria obtida

Denominador - dias apbs a ultima injegdo de antigeno (1% digito)
ntmero de série das injecgbes (29 digito)

? - reagdes inespecificas

o
=
1
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QUADRO 10 - S. sangudis contra AS.Ss.ATCC 162. Testes serold-

gicos de dupla difusdo em gel de dgar a 1% em tanm
pao veronal, com antigenos de suspensGes bacteri
anas, em agua destilada estéril.

Ordem e data Tempo de colocagdo dos reagentes (antigeno e antissoro)
da sangria (g Ohs 1h 2hs - 3hs 4hs
(AS) Ohs
04/07.1
07/05.1
08/07.1
11/09.1
14/12.1
16/14.1
18/16.1
21/04.2 - - - - -
23/06.2 : - : f i
25/08.2 + + + + +
28/10.2 + + + + +
30/12.2 : : " + :
01/14.2
04/17.2
+ - reagOes positivas
- - reagoes negativas
AG - VariacOes de tempo de colocacdoc do antigeno a

0, 1, 2, 3 e 4 hs. ,apos a colocacao do antissoro,
AS - antissoro colocado a o hs.
Numerador - ordem da sangria obtida
Denominador - dias apos a al tima ;njecao de antlgeno (1° digito)

nimero de série das injecdes (2¢ digito)
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QUADRO 11 - S. sanguis contra AS.Ss.ATCC 162, Testes serold
gicos de dupla difusdo em gel de agar a 1% em
tampdc veronal, com antigenos de suspensdes bac
terianas, em agua destilada estéril.

Ordem e data Tempo de colocacdo dos reagentes (antigeno e antissoro)

da sangria  (ng)  (hs 1h 2hs 3hs 4hs

(Ag) Ohs

28/10.2 : . 2 : L

+ - Teagoes positivas

- - reagbes negativas

AG - antigeno colocado a 0 horas

AS - variagoes de tempo de colocacgdo do antissoro
a0, 1, 2, 3 e 4 horas, apos a colocagdo do
antigeno

Numerador - ordem da sangria obtida

Denominador- dias apos a ultima injecdo de antigeno (1° di
gito} -

numero de série das injegdes (2° digito)



- 80 -

QUADRO 12 - 8. sanguis contra AS.Ss.ATCC 162. Testes serocld
gicos de dupla difusdo em gel de agar a 1% em
tampdo veronal com antigenos de suspensdes bac-
terianas, em salina estéril.

Ordem e data Tempo de colocagao dos reagentes(antigeno e antissoro)
da sangria

(AG) Chs 1h 2hs 3hs dhs

(AS) Ohs

04/07.1

07/05.1

06/07.1

11/09.1

14/12.1

16/14.1

18/16.1

21/04.,2 - - - - -

23/06.2 t t t + +

25/08.2 + + + * +

28/10.2 + + + + +

30/12.2 z - - - <

01/12.2

04/17.2

+ - reagbes positivas

- - reacdes negativas

AG - antissoro colocado a 0 horas .

AS - variagoes de tempo de colocagdo do antigeno
a 0, 1, 2, 3 e 4 horas, apos a colocagdo do
antissoro _

Numerador - ordem de sangria obtida _ .

Denominador - dias apos a ultima injecac de antigenos (1°

digito) 3 i .
numero de serie das injecoes (2° digito)
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QUADRO 13 - S. sanguis contra AS,Ss.ATCC 162. Testes seroléd

gicos de dupla difusdo em gel de agar

terianas,

a lsy em

tampdo veronal, com antigenos de suspensdes bac

em salina esteril.

Ordem e data Tempo de colocagéo dos reagentes (antigeno e antissoro)
da sangria = (xgy  qps 1h Zhs 3hs 4hs
(AG) Ohs
28/10.2 + : - - -

+ - reagOes positivas
- - reagoes negativas

AG - antigeno colocado a 0 horas

AS - variagOes de tempo de colocagdo do antissoro
a 0, 1, 2, 3 e 4 horas, apos a colocagao do
antigeno

Numerador - ordem da sangria obtida _ .

Denominador -~ dias apos a ultima injegao de antigeno (1°¢

digitc) ) )
numerc de serie das injeg¢des (2° digito)



QUADRO 14 - 8. sanguds contra AS.Ss.ATCC 167. Testes serold
gicos de dupla difusdo em gel de agar-agua a 1%

com antigenos de suspensdes bacterianas  soli-

veis em dgua destilada estéril.

Ordem e data  Tempo de colocagdo dos reagentes {antigeno ¢ antissoro)
58 SADETI3  (AG)  Ohs 1h Zhs 3hs 4hs
{A8) Ohs
AS.Ss.ATCC 167
22/07.12 + + + + +
+ - reagoes positivas
- - reacdes negativas
AG - antigeno colocado a 0 horas
AS - variagdes de tempo de colocagdo do antissoro

a ¢, 1, 2, 3 e 4 horas, apos a colocagao do
antigeno

Numerador - ordem da sangria obtida .
Denominador - dias apos a ultima injeg¢ac de antigeno (1°

digito) . ) .
nimero de série das injegodes {2¢ digito)
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QUADRG 15 - S. sanguis contra AS.S5s.ATCC 167. Testes serold
gicos de dupla difusdo em gel de dgar-dgua a 1%
com antigenos de suspensdes bacterianas, em a-

gua destilada estéril.

Ordem ¢ data Tempo de colocacao dos reagentes (antigeno e antissorc)

da sangria (g Ohs 1h 2hs 3hs ths
(AG) OChs
AS5.8s.ATCC 167
22/07.12 + + + + +
+ - reagoes positivas
- - reagoes negativas
AG - antlgeno colocado a 0 horas
AS - variagbes de tempo de colocagdo do antissoro
a0, 1, 2, 3 e 4 horas, apos a colocacgao do
antlgeno
Numerador - ordem da sangria obtida

dias apds a Ultima injecdo de antlgeno { 1°
dlglto)
nimero de série das injegdes (2° digito)

Denominador
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QUADRO 16 - S. sangudis contra AS.S5s.ATCC 167. Testes serolo
gicos de dupla difusdo em gel de dgar-dgua a 1%
com antigenos de suspensdes bacterianas, segun-
do Rantz-Randall.
Ordem e data Tempo de colocagdo dos reagentes (antigeno e antissoro)
da sangria  (un Ohs 1h 2hs 3hs 4hs
(AS) Ohs
AS.S5s.ATCC 167
22/07.12 + + + + +
+ - reagoes positivas
- - reagoes negativas
AS - antissoro colocade a 0 horas
AG - variagOes de tempo de colocagdo do antigeno
a0, 1, 2, 3 e 4 horas, apdos a colocagao do
antissoro

Numerador - ordem da sangria obtida

Denominador - dias apos a ultima injecdo de antigenc (1°

digito) )
nimero de série das injegdes (2° digito)
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QUADRO 17 - S, sanguis contra AS.$s.ATCC 167. Testes serold
gicos de dupla difusdo em gel de agar-agua a 1%
com antigenos de suspensdes bacterianas, segun-
do Rantz-Randall. '

Ordem e data Tempo de colocagdo dos reagentes (antigeno e antissoro)

da sangria (g Ohs 1h 2hs 3hs ths
(AG) OChs

22/07.12 + * o+ + :

+ - reagoes posiiivas

- - reagoes negativas

AG - antigeno colocado a 0 horas

AS - variagoes de tempo de colocacao do antissoro

a0, 1, 2, 3 e 4 horas, apos a colocagao do

. _ antigeno

Numerador - ordem da sangria obtida

dias apds a Ultima injecdo de antigeno(1¢ di
gito) . B )
numero de serie das injec¢des (2% digito)

Denominador
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QUADRO 18 - §, sanguia contra AS.Ss.ATCC 167, Testes serold
gicos de dupla difusdo em gel de agar a 1% em
tampdo de PBS, com antigenos de suspensdes bac-
terianas, segundo Rantz-Randall.
Ordem e data Tempo de colocagao dos reagentes (antigeno e antissoro)
da sangria (g Ohs 1h 2hs 3hs 4hs
(AS) Ohs
22/07.12 + + + + +
+ - reagdes positivas
- - reagoes negativas
AS - antissoro colocado a 0 horas
AG - variagbes de tempo de colocagdo do antigeno
a0, 1, 2, 3 e 4 horas, apds a colocacgdo do
antissoro

Numerador - ordem da sangria obtida

Denominador - dias apds a Ultima injegdo de antigeno (1°

digito) .
nimero de série das injegles (2° digito)
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QUADRO 19 - S. sangudis contra AS.Ss.ATCC 167. Testes serold
gicos de dupla difusdo em gel de agar a 1% em
tampdo PBS, com antigenos de suspensces bacte-
rianas segundo Rantz-Randall.

Ordem e data Tempo de colocagdo dos reagentes {antigeno e antissoro)
da sangria  (xg Ohs 1h 2hs 3hs 4hs
(AG) Ohs
22/07.12 + t : : z
+ - reagoes positivas
- - reagoes negativas
AG - antigeno colocado a 0 horas
AS - variagles de tempo de colocagao do antissoro

a 0, 1, 2, 3 ¢ 4 horas, apos a colocagao do
antigeno.
Numerador - ordem da sangria obtida

Denominador

dias apds a ultima injegdo de antigeno(1° di
gito) . ' :
nimero de série das injecdes (2?9 digito)
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QUADRO 20 - 5. sanguds contra AS.Ss.ATCC 168, Testes serold
gicos de dupla difusdo em gel de agar-agua a 1%
com antigenos de suspensdes bacterianas, segun-
do Rantz-Randall,

Ordem e data Tempo de colocagao dos reagentes {antigeno e antissoro)
da sangria (5 Ohs 1h 2hs 3hs ths
(AS) Ohs

. 22/07.07 + + + + +
+ - reagdes positivas
- - reagoes negativas
AS - antissoro colocado a 0 horas .

AG - variacfes de tempo de colocagdo do antigeno
a0, 1, 2, 3 e 4 horas, apos a colocagac do
antissoro _

Numerador - ordem da sangria obtida

Denominador - dias apos a ultima injegao de antigeno (1°

digito) )
numero de série das injegSes (2° digito)
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QUADRO 21 - 8. sanguds contra AS.Ss.ATCC 168, Testes serold
gicos de dupla difusdo em gel de agar-agua a 1%
com antigenos de suspensdes bacterianas, segun-
do Rantz-Randall.

Ordem e data Tempo de colocacao dos reagentes (antigeno e antissoro)

da sangria  (xq Ohs 1h 2hs 3hs 4hs

(AG) OChs

22/07.07 + + + + +

+ - reagbes positivas

- - reagoes negativas

AG - antigeno colocado a 0 horas

AS - variacgoes de tempo de colocagac do antissoro
a 0, 1, 2, 3 e 4 horas, apds a colocagao do
antigeno

Numerador - ordem da sangria obtida _

Denominador - dias apds a ultima injecgdo de antigeno(1° di

gito) B _ .
numero de série das injegoes (2% digito)
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QUADRO 22 - S. sanguis contra AS5.Ss.ATCC 168. Testes serold
' gicos de dupla difusdo em gel de dgar a 1% enm
tampdo veronal com antigenos de suspensdes bac-
terianas, segundo Rantz-Randall.
Ordem e data Tempo de colocagao dos reagentes (antigeno e antissoro)
da sangria  (q Ohs 1h ths 3hs 4hs
(AS) Ohs
22/07.07 + + : : M
+ - reagoes positivas
- ~ reagbes negativas
AS - antissoro colocado a 0 horas
AG - variagOes de tempo de colocagdo do antigeno
a 0, 1, 2, 3 e 4 horas, apos a colocacgao do
antissoro.
Numerador - ordem da sangria obtida
Denominador - dias apds a Ultima injecdo de antigenc (1°¢

digito) B .
numero de série das injegoes {2° digito)



- 91 -

QUADRO 23 - Antissoro AS.Ss.ATCC 168 contra 3. sanguis. Tes-
tes seroldgicos de dupla difusdc em gel de dgar
a 1% em tampao veronal com antigenos de suspen-
soes bacterianas, segundo Rantz-Randall.

Ordem e data Tempo de colocagao dos reagentes (antigeno e antissoro)

da sangria (g Ohs 1h 2hs 3hs 4hs
(AG) Ohs
+ +
22/07,07 + + + - -
+ - reagoes positivas
- - reagoes negativas
AG - antigeno colocado a 0 horas
AS - variagoes de tempo de colocagdo do antissoro
a0, 1, 2, 3 e 4 horas, apos a colocagao do
antigeno
Numerador - ordem da sangria obtida

Denominador - dias ap0s a ultima inje¢dao de antigeno(l® dI
gito)

nimero de séries das inje¢les (2% digito)



QUADRO 24 -
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Antissoro AS.S8s.ATCC 162. Testes seroldgicos de
dupla difusdo em gel de dgar a 1% em tampdo PBS
com antigenos de suspensdes bacterianas em Aagua
destilada estéril.

Ordem e data Resultado das reagdes homdlogas e heterdlogas com antigenos

da sangria S.sanguis  S.salévarius S.mutans S.mitis  S.faecalis
AS.Ss.ATCC 162

25/08.2 + : : : :

+ - reacoes positivas

- -~ reagOes negativas

Numerador - ordem de sangria obtida _ .

Denominador - dias apds a ultima injegdo de antigeno (1° di-

gito) ‘ _
nimero de série das injegoes (2¢ digito)
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QUADRO 25 - Antissoro AS.Ss.ATCC 167. Testes seroldgicos de du-
pla difusdoc em gel de 4gar-dgua a 1% com antigenos

de suspenstes bacterianas em agua destilada  esté-
ril.

Ordem e data Resultado das reagGes homdlogas e heterdlogas com antigenos de
de sangria

S.sanguis  S.salivarius  S.mutans S.mitis S, faecalis

AS.5s,ATCC 167

22/07.12 - - - - -

+ - reag¢oes positivas

- - reagoes negativas

Numerador - ordem de sangria obtida . )
Denominador - dias ap6s a ultima inje¢do de antigenc (1° digi-

to)
nuomero de série das injegdes (2° digito)
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QUADRC 26 - Antissoro AS.Ss,ATCC 167. Testes serolfgicos de du-
pla difusdo em gel de agar-dgua a 1% com antigenos
de suspensGes bacterianas em salina esteril.

Ordem e data Resultado das reagGes homdlogas e heterdlogas com antigenos de
de sangria

S.sanguis  S.salivarius  S.mutans  S.mitis S, faecalis

AS.Ss.ATCC 167

22/07.12 + - - - -

+ - reagoes positivas

- - reacoes negativas

Numerador - ordem de sangria obtida _ . ‘
Denominador - dias apos a ultima injecao de antigeno (1° digi-

to)
nimero de série das injegdes (2% digito)



QUADRO 27 - Antissoro AS.Ss.ATCC 167. Testes serongicos de du-

pla difusdo em gel de agar-agua a 1% com antigenos
de suspensdes bacterianas, segundo Rantz § Randall
(R-R). '

Ordem e data Resultado das reagBes homdlogas e heterdlogas com antigenos de

de sangria

S.sanguis  S.salivanius  S.mutans  S.mitis  S.faecalis

AS,8s . ATCC 167

P+

22/07.2 + + - +

+ - reagbes positivas

- - reacoes negativas

Numerador - ordem de sangria obtida _ . )
Denominador - dias apos a ultima injegdo de antigeno (1° digi

to)
numero de série.das injeg¢les (2°¢ digito)



QUADRO 28 -
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Antissorc AS.Ss.ATCC 168, Testes seroldgicos de du-
pla difusdo em gel de dgar-dgua a 1Y com antigenos
de suspensoes bacterianas, segundo Rantz § Randall
{R-R),

Ordem e data Resultado das reagdes homdlogas e heterdlogas cam antigenos de

de sangria S.sanguis  S.salivorius S.mutans  S.mitis  S.4aecalis
AS.5s.ATCC 168

22/07.07 + - - + +

+ - reagoes positivas

- - reagGes negativas

Numerador - ordem de sangria obtida

Denominador - dias apds a ultima injegao de antigeno (1® digi-

to)
nimero de série das injegdes (2? digito)
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FIGURA 1 - Reagdo de dupla difusdo em gel de agar a 1% em
tampdo PBS com antigenos de suspensdes bacte-
rianas em agua destilada estéril., {(AS): AS.Ss.
ATCC 162, Antigenos: (1) S. sangudis, (2) S. mi-
tisa, (3) S. faecalis, (4) 8. salivandus, (5)S.
mulans.
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FIGURA 2 - Reagdo de dupla difusdao em gel de agar a 1% em
tampdo PBS com antigenos de sispensdes bacte-
rianas em salina 0.85%. (AS): AS.Ss.ATCC 162,
Antigenos: (1) S. danguis, (2) S. mitis, (3)S.
faecalis, (4} S. salivarius, (5) S. mutans.
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FIGURA 3 - Reagdo de dupla difusdo em gel de agar a 1% em
tampao PBS com antigenos de suspensGes bacte-
rianas, segundo Rantz-Randall. Antigenos: (1)
S. sanguds, (2) 8. mitis, (4) S. salivarius
(5} S. mutans.
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FIGURA 4 - Reacao de dupla difusio em gel de agar-agua a
14 com antigenos de suspensoes bacterianas,se
gundo Rantz-Randall. (AS): AS.Ss,ATCC 167. An
tigenos: (1) S. sanmguds, (2) 8. mizis, (3) S.
fjaecalis,(4) S. salivarius.

UNICAMP
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FIGURA 5 - Reagao de dupla difusio em gel de agar-igua a
1% com antigenos de suspensdoes bacterianas,se
gundo Rantz-Randall. (AS): AS.8s.ATCC 168. An
tigenos: (1) S. sangudis, (2) S. mitis, (3) 8.
gaecalis.
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FIGURA 6 - Reagao de dupla difusao em gel de agar-agua a
1% com antigenos de suspensdes bacterianas,se
gundo Rantz-Randall. (AS): AS.Ss.ATCC 167. An
tigenos: (1) S. sanguis, (2) S. mitis, (3) S.
faccalis, {4) S, safivarius.



FIGURA 7 - Reagao de dupla difusdo em gel de agar-agua a
1% com antigenos de suspensces bacterianas,se
gundo Rantz-Randall. (AS): AS.Ss.ATCC 168. An
tigenos: (1) 8. sangudis, (2) S. mitis, (3) 8.
faecalls, (4) 8. salivarnius,
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DISCUSSAO

A base para a identificagdo serologica de cer-
tos grupos de bactérias & a presenca de antigenos especifi-
cos, Particularmente, estreptococos possuem antigenos na cap
sula e na parede celular como, acido hialurdnico, polissaca
rideos tipo-especificos, polissacarideos grupo-especificos’
C, acidos teicdicos, mucopeptideos, proteinas Me T, etc.
Tais subst@ncias, tem sido de fundamental importancia em es
tudos serologicos. A utilizagao dessas substancias como an-
tigenos no preparo de antissoros, tem merecido especial a-
tengao por parte de pesquisadores nessa area. Tais componen
tes bacterianos, para os quais se pretende preparar antisso
ros especificos, devem ser submetidos a tratamentos que fa-
cilitem os processos de extragao do material antigenico e
posteriormente a tais tratamentos, esse material & submeti-
do a um tratamento de extragio do material antigénico (FUL-
LER, 1938; LANCEFIELD, 1925%; RANTZ & RANDALL, 1955 BRAT -
THALL,1969)., Assim, os estudos efetuados em nossas investi-
gagoes, teve como objetivo verificar se S. sanguds contém
antigenos os quais nac possam ser detectados nos demais es-
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treptococos analisados, em fungdo da metodologia empregada.

Os resultados obtidos nos testes seroldgicos
para determinacao do titulo dos antissoros para $. mutans ,
nao apresentaram diferengas significativas quando os titu-
los maximos obtidos foram analisados. Os antissoros utiliza
dos nas reagdes apresentaram titulos de 1:4, 1:8 e 1:16 quan
do determinados pelo teste de Ouchterlony. Tais titulos in-
dicam uma concentracgao baixa de anticorpos,no entanto,esses
resultados confirmaram observagOes feitas anteripormente por
HSFLING (1975), cujos antissoros utilizados nas reagdes a-
presentaram titulos de 1:8, 1:16 e 1:32 gquando analisados,
sugerindo que antissoros com tais titulos, ndo foram um fa-
tor limitante na obtengdo de resultados satisfatorios para
aplicagdo em estudos de relagdes de afinidade serologica.
Esses antissoros, porém, demonstraram individualmente um com
portamento diferente, quando na interpretacac das reagoes
seroldgicas de dupla difusdo em reagio com os antigenos ob-
tidos por tratamentos diversos.

Os resultados obtidos nas reagdes serologicas
com os antissoros para S. sanguis, obtidos através de esque
mas de imunizagoes diferentes, ou seja, injecoes feitas di-
Tetamente no linfonddulo, intramusculares eintravenosas,res
pectivamente, AS.Ss.ATCC 162, 167 e 168, demonstraram  que
as injecoes no linfonodulo e intravenosas se mostraram me-
nos adequadas para aplicagdo em estudos seroldgicos quando
comparadas. Relatos feitos por HSFLING (1976) com os resul-
tados obtidos nas reagbes serologicas com 0s antissoros pa-
ra C. arabica e C. canephora, demonstraram que apds uma uni
ca injecio de antigeno nos coelhos foi possivel . detectar
reagbes especificas. Tal fato indicou que a injeg¢do no lin-
fonodulo se mostra bastante adequada para aplicagao em estu
dos taxonomicos, como ja foi demonstrado por OLIVEIRA (1975).
Com relacdo as injegdes intravenosas, tambem YANO (1976),re
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lata a identificagdo bacteriocldogica e serologica de algumas
amostras de Xanthomonad campestrdi com antissoros obtidos
por esse esquema de imunizagao.

Os resultados obtidos na presente pesquisa, u-
tilizando-se esquemas de imunizagOes semelhantes, em princl
pic ndo confirmam os resultados cbtidos anteriormente por 0
liveira e Yano, no entanto, temos que levar em conta que o
material utilizado como antigeno foi diferente, indicando
que os resultados obtidos no preparo de antissoros, estao
- entre os outros - na dependéncia do tipo de substancia u-
tilizada como antigeno no preparo de antissoro, e nao pro-
priamente do tipo de imunizac¢iao,a nao ser quando varios es-
quemas de imunizacdo sdo utilizados em fung¢ao do emprego da
mesma substdncia antigénica, podendo, portanto, serem compa
rados.

A analise dos resultados obtidos nas reagoes
serologicas de dupla difusdo com o AS.Ss.ATCC 162, AS. SS.
ATCC 167 e AS.Ss.ATCC 168, em reagfo com antigencs (extra-
tos de suspensoes bacterianas} obtidos por tratamentos di-
versos, de §. sangudls, S. faecalis, S. mitdis, S. salivarius
e S. mutans, em fungac das linhas de precipitacao (LP) ob-
servadas, quando as reag¢les foram feitas em gel de agar-agua
a 1%, agar-tampdo veronal e agar tampdo PBS, demonstraranm
que para o AS.Ss.ATCC 162 os resultados foram positivos so-
mente para as reacoes feitas em tampao veronal e PBS,nao se
verificando rea¢ao positiva com o gel de agar-agua. Quando
se comparam os resultados obtidos com o AS.Ss.ATCC 167 e
168, verifica-se que houve reagdo positiva nos diversosgéis
de agar usados, embora em alguns casos as reagdes sejam fra
camente positivas para um determinado antigeno. Essas obser
vagoes quando associadas com 0 tipo de antigeno usado nas

reagdes, demonstraram que independentemente do tipo de gel
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de agar empregado, e do antissoro, que ndo houve reacido com
os antigenos obtidos segundo Lancefield (L) e em acido acé-
tice (AAC), quando comparados. As reagles camn o antigeno AAC
em reagao com ¢ soro normal (SN) foram positivas, indicando
que tais reacBes sdo inespecificas. Com relacdo ao antigeno L,
esses resultados parecem confirmar o fato de que, embora na
classificacao de estreptococos hemoliticos, métodos serold-
gicos tem sido de grande valia quando a técnica de Lancefi-
eld é empregada, para o grupo viridantes - dos quais muitos
dos estreptococos orais pertencem - esse sistema ndo & equi
valente (cf. BRATHALL, 1572). Esse aspecto, quando associa-
do com a baixa concentragao de anticorpos obtidos nos tes-
tes seroldgicos para obtengdo de titulos de anticorpos (Qua
dro 3}, parecem sugerir que o problema esteja rTelacionado
com o fato de que muitos dos estreptococos viridantes, nao
sdo capazes de induzir a formagdo de quantidades de anticor
pos adequados quando injetados em animais experimentais, ou
se o fazem, os anticorpos parecem serem inespecificos e,por
tanto, inadequados para a aplicagao em estudos de relagdes
de afinidade seroldgica (LANCEFIELD, 1925; SOLOWAY, 1942
SHERMAN et al., 1943; SELBIE et al., 1946; PORTIFIELD,1950;
GUGGENHEIM, 1968).

Os resultados obtidos com o AS.Ss.ATCC 162, no
gel de agar-veronal e PBS foram fracamente positivos em rea
cao com os antigenos A e S, obtendo-se resultados fracamen-
te positivos nas reagbes com © antigeno R-R, somente em a-
gar-PBS. Tais resultados, quando comparados com 0%  demais
antissoros usados, parecem indicar uma baixa concentragao
de anticorpos como resultado talvez, nao do esquema de imu-
nizagao utilizado, mas sim do tipo de antigeno usado no pre
parc de antissoro. 0s resultados obtidos com os antissorocs
167 e 168, demonstraram serem capazes de reagir com o anti-
geno R-R nos diversos testes efetuados. e com relagao aos
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antigenos A e S, ora foi positivo, ora negativo, dependendo
do tipo de gel empregado, embora o mesmo comportamento te-
nha se verificado para os dois antissoros, quando compara-
dos. Tails resultados indicam a necessidade de se conhecer o
compor tamento dos reagentes (antigeno e antissoro) nos di-
versos tipos de gel de dgar empregado, antes de se utiliza-
rem definitivamente os dados para aplicagdo na classifica-
¢ac desses estreptococos. Tais resultados, confirmaram ob-
servagoes feitas anteriormente por HBFLING (1975, 1976} enm
estudos seroldgicos, o qual verificou a necessidade de se
padronizar as reagoes, guando testes semelhantes foram efe-

tuados, embora com materiais diferentes.

Os dados obtidos nas reagdes serologicas de du
pla difusdo em gel de agar a 1% em tampdo veronal com anti-
genos de S. sanguds em agua destilada estéril e salina onde
variagbes de tempo de colegdo dos reagentes (antigeno e an-
tissoro) foram testados (Quadros 10, 11, 12 e 13) revelaram
o aparecimento de reagoes positivas, fracamente positivas e
auséncia de reacdo, quando manteve-se o antigeno a 0 horas
variando-se a colocagao do antissoro e depois invertendo-se
o sistema, ou seja, mantendo-se o AS a 0 horas e variando-
se a colocagao do antigeno. O mesmo comportamento foi obser
vado nas reagdes efetuadas com os demais antissoros, respec
tivamente AS.Ss.ATCC 167 e 168, Levando-se em conta que es-
sas reacoes foram feitas com os diversos tipos de entigenos
de suspensces bacterianas em reagao com todos os antissoros
obtidos, esses resultados demonstraram que as variagoes ob-
servadas nos testes seroldgicos, independem do antigeno e
do antissoro empregado. Essas variagoes confirmam observa-
¢coes feitas por HOFLING (1875) em estudos serologicos, onde
as experiencias. em que foram introduzidas modificagdes nos
testes serologicos de dupla difusao e imunoeletroforese, in
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dicaram que ha um gradiente de concentragio envolvido em
tais sistemas de reagodes, sendo que o tipo de tampao, tempo
de colocagao dos reagentes (antigenc e antissoro) e distan-
cia entre os orificios, podem constituir fatdres limitantes
nessas reagoes. Esses dados e aqueles obtidos em nossas in-
vestigagoes, indicam - através da variabilidade observada
nas modificagées introduzidas nos testes seroldgicos - a ne
cessidade de se padronizar as reagoes. As modificagodes fei-
tas quanto & colocacao dos reagentes (antigeno e antissoro)
em tempos pré-determinados sugerem um gradiente de concen-
tracao envolvido no sistema e a necessidade de se testarem
diluigdes de ambos os reagentes, para se encontrar o Otimo
de reacgio.

Os dados obtides nas reagdes homdlogas e hete-
rologas, através dos testes serologicos de dupla difusdao em
gel de agar a 1% em tampao PBS empregando-se o antissoro
AS.Ss.ATCC 162 em reacdoc com antigenos de suspensdes bacte-
rianas em agua destilada esteril de 8. sanguis, S§. saliva-
nius, S. mutans, S. mitis e S. gaecalis (Quadro 24), demons
traram que 0 antissoro reage especificamente com o homdlogo
S. sangudls, mas & capaz de reagOes cruzadas com os demais
antigenos heterdlogos usados. Tal fato sugere que as subs-
tincias antigénicas extraidas - possivelmente da parede ce-
lular - pelo extrator agua destilada, possuem determinantes
antigeénicos que sio comuns as varias espécies, quando compa
radas, principalmente se associarmos com o baixo titulo de
anticorpos observado para esse antissoro. O nimero pequeno
de reagoes observadas para o AS.S5s.ATCC 162 nos diversos tes

tes efetuados suportam tais consideragoes,

Os testes homologos e heterologos efetuados
com o AS.S5s.ATCC 16" em reacgao com antigenos de suspensées
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bacterianas em agua destilada esteril e salina estéril de
S. sanguds, S. salivardius, S, mufans, S. mitis e S.faecalis
demonstraram um comportamento diferente, quando comparados
(Quadros 25 e 26). Os resultados obtidos nas reagoes com
esse antissoro em reagdo com antigenos de suspensdes bacte
rianas em agua destilada estéril, nl3o revelaram reagao posi
tiva para o homblogo S. sanguis e nem para as demais espeéci
es heterdlogas testadas., Levando-se em conta que resultados
positivos tenham sido observados em testes anteriores com. o
homologo S. danguis para esse antissoro em reagdo com anti-
genos de suspensdes bacterianas em agua destilada estéril |,
leva nos a considerar o fatoc de que possivelmente a capaci-
dade reativa desse tipo de antigeno - possivelmente pelissa
carideos - apds um determinado tempo é bastante diminuida |,
tornando-se incapaz de reagir com o antissoro. Fica, portan
to, a necessidade de se fazerem investigagoes mais acuradas
com relacdc ao tempo de capacidade reativa desse antigeno

Curicosamente, os resultados obtidos com esse mesmo antisso-
To em reacao com antigenos de suspensoes bacterianas em sa-
lina estéril, revelaram reagdo positiva para somente o homd
logo S. sangudis, nao demonstrando reagao com as demais espé
cies testadas. Tais resultados, em principio, parecem suge-
Tir que nesse sistema de reagao, o antissoro AS.Ss.ATCC 167
contra o 8. sanguds, € capaz de reagir especificamente com
o homologao 5. sanguis sem apresentar reagdes cruzadas com
os demais heterdlogos testados, o que nos leva a considerar
que esse extrator & capaz de extrair determinantes antigéni
cos do S. sanguds, que nao siao comuns acs demais antigenos
testados, abrindo perspectivas para a aplicagao desse siste
ma de reagic em estudos de relagdes de afinidade serologica
entre microrganismos da cavidade oral. Inimeras investiga-
¢oes levadas a efeito por varios pesquisadores, nos Gltimos
anos{BRATTHALL, 1969, 1972; JABLON § ZINNER, 1966; TOW &
SHKLAIR, 1967; PERCH, 1974, HARDIE § BOWDEN, 1974b) , tem de-
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monstrado a presencga de reagodes cruzadas entre S. mutans e
outros estreptococos orais, particularmente S. sanguis e S.
salivanius em estudos seroldgicos. Tais observagOes, asso-
ciadas com os dados que obtivemos nos estudos feitgs com o
AS.Ss.ATCC 167, indicam a necessidade de se obterem antisso
ros para as demais espécies aqui analisadas, afim de se ve-
rificar o comportamento desses antissoros, quando testados
individualmente em reagdes homologas e heterdlogas.

Os resultados obtidos nos testes seroldgicos de
dupla difusdo em gel de agar-agua a 1% com antigenos de sus
pensoes bacterianas, segundo Rantz & Randall (R-R) em rea-
gdo com o AS.Ss.ATCC 167, revelaram que esse antissoro € ca
paz de reagao cruzada com o5 heterologos S. salivarius, S.
jaccalis e S. mitis, nao se verificando, porém, reagdo posi
tiva com o heterdlogo S. mutans. Esses resultados parecem
indicar que esse extrator ¢ capaz de extrair antigenos que
sdo comuns entre S, $anguié,'SAaLammuw, S.daecaldls ¢ S.mitis,
mas nac ¢ sao com relacac a 8. mufans. O mesmo comportamen-
to fol observado nas reagoes com o AS.Ss.ATCC 168 (Quadro 7).
onde também nao se verificou reagao positiva com S, mutans
e 8. saldvarius., Tais observacdes demonstram uma relativa
dificuldade de se interpretarem esses dados, ja que o tipo
de antissoro obtido em fungaoc do esquema de imunizagao uti-
lizado parece influenciar também nos resultades obtidos com

esse sistema de reacgao.

Os resultados obtidos com relagao ac AS.Ss.ATCC
167, nos estudos comparativos de padroes proteicos obtidos
por dupla difusac em gel de agar-agua a 1% com antigenos de
suspensoes bacterianas segundo Rant: & Randall dos heterclo
zos em relacao ao homdlogo S. sanguds. Tevelaram a presencga

de LP coalescentes entre os antligenos das espécies S.mi{tdis,
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S. 4aecalis, S. salivarius e S. sangudls, quando comparadas,
como pode se verificar na Figura 6. O mesmo  comportamento
foi observado com relagao as reagbes com o AS.Ss.ATCC 168
(Figura 7). Tais resultados, indicam que para esses siste-
mas de reacdo utilizados, as espécies testadas - com exce-
cao de S. mufans - apresentaram um grau relativo de afinida
de serologica. De modo geral, os resultados obtidos sugerem
uma maior proximidade seroldgica das espécies S. faecalis ,
S, mitis e S, salivardius (secundariamente) com o S.sanguds.

A questao fundamental de estudos atuais tem si
do determinar até que ponto técnicas serologicas possam ser
utilizadas em estudos de microrganismos orais. Estudos rea-
lizados através de reagoes de aglutinagdo (GRUBER § DURHAM,
1896) demonstraram que a célula bacteriana continha muitas
estruturas que podiam atuar comec antigeno. Mais precisamen-.
te, o problema consistia em se determinar no "mosaico"  de
antigenos, um ou mais antigenos que podiam ser demonstrados
em cepas classificados como por exemplo §. mufans, mas nao
em outras bactérias. Recentes estudos (ZINNER et al. ,
1965a; JABLON & ZINNER, 1966; GIBBONS et al, 1966) tem de-
monstrado que antissoros contra cepas de S. mufans sao capa
zes de reacao cruzada com cepas heterdlogas em estudos de
imunodifusao.

Quando os primeiros antissoros polivalentes fo
ram testados contra extratos antigénicos homdlogos e heterd
logos, muitas linhas de precipitacgao foram formadas. Tais
observacdes, vem confirmar a idéia de que o0s antissoros sao
estimulados por um "mosaico' de antigenos. Tem sido demons-
trado, que as reagoes sao parcialmente o resultado de anti-
corpos contra polissacarideos extracelulares. Tem sido ob-
servado que preparagoes de polissacarideos ({dextrana) - de-
vido as diferengas no tamanho dos sitios de combinagao dos
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anticorpos - podem apresentar mais que uma linha de precipi
tagao (SCHLOSSMAN & KABAT, 1962). Essa pode ser a razdao por
que muitas das linhas de precipitagdoc originais si3o exclui-
das, quando antissoros sao produzidos de crescimentos celu-
lares em meio de glicose. Qutra razao para a multiplicidade
de linhas de precipitacao pode ser a heterogeneidade do ma-
terial antigénico usado na imunizagdo (polissacarideo) GUG-
GENHEIM & NEWBORN (1969) relatam que uma cepa de estreptoco
cos cariogénice pode conter muitos glicosil-transferases,as
quais sao responsiveis pela formagado de uma mistura de glu-
canos. Se as diferencas estruturais dessas substancias in-
cluem determinantes antigénicos da molécula, & possivel que
mais de uma linha de precipitagao ocorra. De qualquer for-
ma, em gualquer caso, parece importante que antissoros de-
vam ser testados em relacaoc a presenga de anticorpos contra
polissacarideos extracelulares antes de se iniciarem inves-
tigagoes com o propdsite de classificagao. Tal recomendagao
possue também relevidncia em estudos serologicos com $. san-
guis e 8. salivarnius. O conteudo de anticorpos anti-dextra-
na podem ser testados através de preparag¢Oes comerciais de

dextrana.

Os resultados apresentados neste trabalho, su-
gerem a necessidade de se obter informagOes com relagac ao
preparo de antissoros para as demais espécies aqui analisa-
das, com o objetivo de se ampliarem as informagoes sobre o©
comportamento desses antissoros quando testados individual-
mente em reagoes homologas e heterologas, assim como também
desenvolver metodologias que possam extrair determinantes
antigeénicos que nao apresentem reagdo cruzada com os hetero
logos. E tambeéem relevante realizar estudos com outros compo
nentes das celulas bacterianas - acidos teicdicos, protei-
nas M e T, etc, - afim de se preparar antissoros que possam



- 115 -

ser aplicados em estudos de relacdes de afinidade serologi-

ca entre estreptococos da cavidade oral.

0 conjunto de dados aqui apresentados, indicam
que o emprégo de técnicas seroldgicas pode contribuir para
o propOsito de classificagao de estreptococos orais. 0s re-
sultados obtidos abrem perspectivas de novas pesquisas atra
veés do estudo de um maior nimero de especies da cavidade o-
ral, no sentido de ampliar um conhecimento mais preciso en-

tre essas espécies.
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CONCLUSOES

Os estudos realizados no presente trabalho per

mitiram chegar as seguintes conclusdes:

1) A injegdo de suspensdes de celulas bacteria
nas de 8. sanguds, induzem a formacao de anticorpos em coe-
lhos. Os antissoros obtidos pela inoculagdo desses antige-
nos, reagem com o antigeno homologo e apresentam reagoes
cruzadas com os antigenos heter0logos usados nos testes de
dupla difusdao em gel de dgar;

2) Pelo menos um dos antissoros, o AS.Ss.ATCC
167 reage especificamente com o homologo S. sanguis sem a-
presentar reacgdes cruzadas com os antigenos heterdlogos usa
dos;

3} Os antissoros AS.S8s.ATCC 162 ,AS.S8s.ATCC 167
e AS.Ss.ATCC 168 obtidos contra S. sanqudis, se comportaram
diferentemente quando testados em reagao com antigenos de
suspensoes bacterianas de 8. sangu«s, S. milds, S, saldvand
us, S. mutans e S. faecalis:
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5

4) Os testes seroldgicos com os antissoros ob-
tidos em reagdo com os antigenos de suspensdes bacterianas
em adgua, salina, acido acetico, segundo Lancefield e segun-
do Rantz & Randall, indicaram que h3 difereng¢as qualitati-
vas nas reacles em relacao as linhas de precipitacdo obti-

das;:

5) As reagbes seroldgicas efetuadas com os an-
tigenos de suspensbes bacterianas em agua, salina, segundo
Rantz § Randall, em acido acético e segundo Lancefield, de-
monstraram que esses dois Ultimos se mostram muito pouco a-
dequados para aplicagdo em estudos de relacoes de afinidade
seroldgica, enquanto os extratos obtidos segundo Rantz§ Ran
dall parecem ser mais adequados;

6) A variabilidade observada nas modificagoes
introduzidas nos testes seroldgicos para as especies de es-
treptococos analisados, demonstraram a necessidade de se pa
dronizar as reagdes. As modificacoes feitas quantc @ coloca
cio dos reagentes {antigeno e antissorc) em tempos pré-de
terminados sugerem um gradiente de concentragaoc envelvido no
sistema e a necessidade de se testarem diluicoes de ambos

0s reagentes, para se encontrar o otimo de reacgao:

7) De modo geral, os estudos de relagoes de a-
finidade seroldgica efetuados entre as especies de estrepto
cocos analisados, demonstraram que S. mutans nao possue i-

dentidade com as demais espécies analisadas;

8) Os estudos comparativos dos padroes protei-
cos obtidos por dupla difusdo em gel de agar a 1% com os an
tigenos homdlogos e heterdlogos das espécies de estreptoco-
cos testadas - com excecao de S. muianrs - apresentaram uma

identidade total quando comparados;
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9) A analise seroldgica provou ser um método
de valor complementar em estudos com o proposito de classi-

ficagao de estreptococos da cavidade oral.
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RESUMO

Com o propdsito de se aplicar técnicas serold-
gicas como contribui¢do na classificagao de  estreptococos
da cavidade oral, antissoros obtidos para S. sangudis, foram
utilizados nas reagbes seroldgicas em reagdo Com antigenos
de sﬁspensées bacterianas de algumas espécies de estreptoco

Cos orais.

Os antissoros obtidos contra essa espécie, se
comportaram diferentemente quando testados em reagac cCom an
tigenos de suspensoes bacterianas de S. sangudls, S. miitis

r

S, salivardius, S. mutans e S, {faecaldls.

Os testes efetuados com antigenos de  suspen-
sGes bacterianas em agua, salina, segundo Rantz e Randall |,
em dcido acético e segundo Lancefield, demonstraram que esses
dois Ultimos se mostram pouco adequados para aplicagao em
estudos de relagoes de afinidade seroiégica. enquantc o0s ex
tratos obtidos segundoc Rantz & Randall parecem ser mais ade

quados.



Estudos seroldgicos comparativos feitos com an
tissoros para S. sanguis - obtidos atraves de esquemas de i
munizagoes diferentes - em reacao com os antigenos de sus-
pensoes bacterianas, indicaram que 0s antissoros obtidos
reagem com o antigeno homdlogo e apresentam reacdo cruzada
com os antigenos heterdlogos usados nos testes de dupla di-
fusao em gel de agar. Pelo menos um dos antissoros reage es
pecificamente com o homdlogo S. sanguds sem apresentar rea-
¢Oes cruzadas com as demals espécies.

As reagles seroldgicas efetuadas entre homdlo
gos e heterdlogos com os reagentes (antigeno e antissoro)em
que se observaram reagdes cruzadas - quando estudos compara
tivos foram feitos com relacao aos padrdes proteicos obti-
dos por dupla difusdo em gel de agar a 1%- demonstraram que
as especies testadas - com excegao de S. mutans - apresenta
ram uma identidade total quando comparadas. De modo geral, a
analise seroldgica provou ser um método de valor complemen-
tar em estudos com o propdésito de classificacgdo de estrepto
cocos da cavidade oral.
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SUMMARY

In an attempt to apply serological techniques
to the classification of oral microrganisms an antisera ob
tained from S. sanguds were utilized in order teo «classify

serologicaly five streptococcus strains from the oral cavi
ty.

The antisera raised against S. sanguds had
differentsproperties whem tested against antigens of S.san
gudils, S, mifis, S, salivaraus, S. mulans and S. faecalds.

In the tests we used bacterial antigens ex-
tracted in water, saline , acetic acid. The techniques of
Rantz § Randall (1955) and Lancefield (1933) also have been
used, The Lancefield techniques and extracts in acetic a-
cid were less adequate in comparison to the others for se-
rological classification. The most useful technique to pre
pare the antigens was that described by Rant:z § Randall.

The antisera prepared from S. sanguis showed

positive serological reactions with the homologous antigen



and cross reacted with all heterologous species tested, but

S, mutans.

As the antisera were prepared by different me-
thods it was observed that just one reacted only with the
homologous S. sangu<é antigen and it was negative against
all heterologous antigens used.

These results demonstrated serological affini-
ties among S. faecaldis, S. mitis, S. sallvarius and S. san-
guis but not with S. mutans. This observations seemed to be

very significat in the classification of oral streptococcus,
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