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INTRODUÇÃO 

A cárie dentária está entre as mais importan­

tes doenças da população brasileira. e uma doença localiza­

da, progressiva, que se inicia pela desmineralização da su­

perfície externa do dente, devida a ácidos orgânicos produ­

zidos localmente por bactérias que fermentam depósitos de 

carboidratos da dieta. Dessa forma, a cárie resulta de uma 

complexa interação entre hospedeiro, dieta e microrganismo. 

Uma série de experimentos preliminares levados 

a efeito por KEYES (1960), o qual estabeleceu que a cárie 
e transmissível, ·abriram dentária é uma doença infecciosa 

muitas perspectivas em pesquisas sôbre o assunto. Experime~ 

tos posteriores levados a efeito por FITZGER.ALD e KEYES 

(1960), demonstraram que certos estreptococos isolados de 

placas dentárias. podem induzir cárie em animais de labora­

t6rio. Essas observações deram origem a extensivos estudos 

com "estreptococos indutores de cârie" . .\os Ultimas anos as 

pesquisas tem demonstrado a presença de estreptococos espe­

cíficos como fatores bacterianos na complexa etiologia da 
cârie dentâria. 
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Desde que as bactérias estão envolvidas no apa . -
recimento da cárie, parece claro que seu início e evolução 

devem ser determinados por urna interrelação parasita-hospe-
deiro. Dessa forma, o conhecimento dos pr~ncipais fatôres 

relacionados ao binômio parasita-hospedeiro devem ser prell 
minarmente determinados antes de se iniciar experimentações 
de natureza clínica. 

A determinação dos principais componentes como 
fatôres bacterianos na complexa etiologia da cárie dentária 

ê assunto fascinante e de interesse teórico e prático. Nos 
Últimos anos tem-se observado a publicação de resultados de 

pesquisas que ampliaram o conhecimento sôbre a classifica­
ção, ecologia e significado biológico de estreptococos de 

placa dentária. Para se determinar a presença desses compo­

nentes associados ao desenvolvimento da cárie dentária, pa~ 
ticularmente a classificação, identificação e caracteriza­
ção desses microrganismos, métodos serolÕgicos tem sido de 
grande valia (BRATHALL, 1970, 1972; COYKENDALL, 1974; DODD. 
1949). 

Neste trabalho nós procuramos analisar algumas 
espécies de estreptococos de placa dentária do ponto de vis 

ta serológico com o objetivo de contribuir nos estudos de 
identificação, caracterização e classificação de microrga­
nismos orais, parti~ularmente associados ao mecanismo de ca 

rie dentária. 

A análise de antissoros obtidos contra SZ4ep~~ 

coccu~ ~~ng~i~ em reação com antígenos obtidos das espêcies 
S. <.~n.gu...t..o, S. mr.Lta.rw, S. 6a.ec.a..t-U, S. m.t~..Ló e S • .õa.livaJt.t­

u.~. foi efetuada através de reações serológicas, com ênfase 
a um estudo das relações de afinidade serológica entre es­

sas espécies. 



-REV!SAO DA LITERATURA 



- 5 -

REVISÃO DA LITERATURA 

A flora microbiana da bôca se apresenta extre­
mamente complexa e variada na sua composição, dependendo de 

sua localização (SOCRANSKY & MANGANIELLO, 1971; HARDIE & 
BOWDEN, 1974a). Os estreptococos compreendem proporções sig 
nificantes da microflora apresentando 45% do total da super 
fície dorsal da lÍngua, 46% da saliva, 28% da placa ·dentá­

ria e 29\ da fenda gengiva! (SOCRANSKY & MANGANIELLO,l97l). 
Eles estão entre os primeiros colonizadores da cavidade o­
ral após o nascimento, porém, algumas espécies como S. ~an­

gu~4 e S. mutan~ somente fazem parte dessa flora após a e­
rupção dos primeiros dentes decíduos (MCCCARTHY et ~1.1965; 
CARLSSON et al, l970a, b, 1975). 

A composição microbiana da placa dentária tem 

sido amplamente estudada por ser considerada o principal fa 
tor etiolÓgico nas duas maiores doenças, a cárie dentária e 

a doença periodontal (HARDIE & BOWDEN, 1975; THEJLADE & THEI 
LADE, 1976). Os estreptococos tem chamado a atenção dos pe~ 
quisadores como um patógeno especifico na cárie dentária.Os 
e.,~t,te.ptoc.oc.o.6 mu.ta.n.ó mostram-se indutores de cárie em ani-
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mais e há tambêm bastante evidências dessa espécie estar as 

saciada a cárie dentária em humanos, o que se pode observar 
na exaustiva literatura a respeito. Outras 
treptococos presentes na bôca tem recebido 

espêcies de es-

menor atenção 

nos recentes anos, embora, muitas dessas espécies tem sido 

vistas presentes em sérias infecções sistêmicas como a endo 
c ardi te. 

A maioria dos estreptococos isolados da bôca 

pertencem aos tipos viridescentes (viridans) e não-hemolíti 
cos (indiferente) baseados na placa de ag.ar-sangue e podem 

ser considerados como encontrados entre o grupo "viridans" 
(SHERMAN, 1937), Segundo COLMAN (1976), entretanto, o fenô­

meno de hemólise parece não ser uma propriedade particular 

desses microrganismos que possa ser utilizada com seguran­
ça, jâ que todos os tipos de hemólise (o.t-,;'3 el") ocorre em 

isolados orais. 

A classificação dos estreptococos viridantes 

tem sido tradicionalmente difícil, mas nos recentes anos foi 
bastante incrementada, graças aos estudos de COLMAN & WIL­
LIAMS (1972); CARLSSON (1968); COLMAN (1976); HARDIE' & BOW­

DEN (1976a) e outros. 

As espécies de estreptococos mais comumente en 
centradas na cavidade oral são S. mutan~, S. 4angu~~. S. m~ 

üo!t., S. mLtleJt..i. e S. &al~vaJt...t:u.õ. Essa nomenclatura parece 

nao ser uti~izada por todos os pesquisadores, dessa forma, 
algumas classificações alternativas são propostas (Tabela 1). 
Outras espécies podem ser isoladas em alguns casos, mas ob­

s.ervadas em números mui to pequenos. En terococos como S. 

6a.ecal~.ó, S. ôaec~um e S. du!t.a.n-6 podem ser encontrados e sua 
distribuição na bôca tem sido mencionada (GOLD et al,l975). 
StAeptococcu.ó bov~.ó não tem sido isolado com certeza da ca­
vidade oral humana, embora ele tem sido isolado da placa de!!. 
tária de alguns animais herbívoros. As espécies mencionadas 



7 -

na Tabela 1 dizem respeito a maioria dos estreptococos iso­
lados da cavidade oral, embora outros "strains 1

' sao encon­

trados os quais não se enquadram entre as taxas existentes. 

Alguns dos estreptococos orais, especialmente 

certos 11 Strains" de S. mu.tan-6 requerem dioxido de carbono 

para o crescimento em meio sólido. Relativamente poucas in­

formações são disponíveis acerca da prevalência, distribui 
çao e propriedades de espécies anaeróbicas na cavidade oral. 

Cocos Gram positivos anaeróbicos tem sido mencionados em e~ 

tudos de cultura de placa dentária (SOCRANSKY et ~. l977)e 

também tem sido isolado de lesões cariosas profundas da de~ 

tina (EDWARDSSON, 1974), infectando a câmara pulpal e as 

raizes do canal (BERG & NORD, 1973; KANTZ & HENRY, l974;WIT 

TGOW & SABISTON, 197 5; SUNDQUIST, 1976) e abcessos dentári­

os (SABISTON & GOLD, 1974), Parece necessário que técnicas 

de isolamento de anaeróbios mais elaborados são indispensá­
veis para o reconhecimento de estreptococos anaeróbicos de 
material oral. Estudos realizados por HARDIE & MARSH (1978) 
em placa supragengival, utilizando-se o sistema anaeróbico 
convencional (Jarra anaerôbica) demonstraram grande d.ificul:_ 
dade no isolamento de estreptococos anaeróbicos. Isso suge­

re a necessidade de maiores estudos nessa área. 
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TABELA 1 

NOMENCLARURA DOS ESTREPTOCOCOS COMUNENTE ENCONTRADOS 
NA BOCA. 

COLMAN & 
WILLIAMS 

(1972) 

S. mutan.o 

S . .6an.gu-i..o 

CARLSSON 
(1968) 

S. mutan-6 

(Grupo 11) 

S . .b a.11g u.i.6 

(Grupo I:B) 

S . .o a.ng u-W 

(Grupo I :A) 

S. m-Lti<> 

(Grupo IV ,V) 

? 

5, óaUVa!ÚU-6 

(Grupo 111) 

FACKLAM 

(1977) 

S. mu..ta.t'L6 

S . .bangu.i..o 

S.<languü !! 

S. mLt.ü 

S.M:;-intermedius 

S. a.ngino c.u..6 

constrellotres 

S. ;aUva!ÚU-6 

Dx + mitior, S. mitior dextrana positivo 

PARKER 
& BALL 

(1976) 

S.mutan.t. 

S . .ó a.ng ui.ó 

S. m..i..tioh 

Ox + mi tio r 

"viridans" 
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Sthepto~occu~ mutan~ 

Esta espécie é geralmente reconhecida corno a e~ 

pêcie mais bem definida, com uma série de características 
distintas (CLARKE, 1924; EDWARDSON, 1968; FACKLAM, 1974 
PERCH et al, 1974; HARDIE & BOWDEN, 1976a). As cepas de S. 

mutan~ fermentam manitol e sorbitol, produzindo glucanos ex 
tracelulares (dextrana) a partir da sacarose, hidrolizam es 

culina, mas não arginina (com exceção do serotipo b) ou ami 
do, produzem também acetoína de glicose, não produzindo us~ 
almente peróxido de hidrogênio, tolerando 6,5\ cloreto de 
sódio, e crescendo a 45°C. Estudos taxonômicos com estrept~ 
cocos orais tem demonstrado aglomerados distintos de varie­
dades correspandenda a S. mutdn~ (CARLSSON, 1968; COLMAN , 
1968; DRUCKER & MELVILLE, 1971). 

Vários serotipos de S. mutan~ já foram descri 
tos (BRATTHAL, 1970; PERCH ll J!.l, 1974) as quais tem sido 
correlacionados com a composição de carboidratos da parede 
celular (HARDIE & BOWDEN, l974b). Estudas levadas a efeito 
com o contelldo básico do DNA e híbridos de DNA entre as di­
versas cepas de S. mutan~ associados com dados bioquímicas 

e serolêigicos, sugeriram a prop.osição de sub espécies (COY­
KENDALL, 1974). Mais recentemente COYKENDALL (1977) sugeriu 
que as sub especies propostas fossem consideradas e~pêcies, 
denominadas S. mutan~, S. ~attu~, S. cA~tettu~, S. 6ob~~nuõ 

e S. óe~u6. Não está claro, ate o momento, como estas espé­
cies poderão ter um sentido prático. Parece ter mais senti­
do se todos os laboratórios e livros de referência reconhe­
cessem as diversas cepas de S. mutan6 (coletivamente) antes 
de introduzir cinco diferentes nomes para as diversas varie 
dades genéticas. Algumas características bioquímicas se cor 
relacionam muito bem com as diferentes sub divisões de S. 

mutan6, tal como a produção de amSnia da arginina pelo sero 
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tipo b (S. ~attu~) e tais observações levaram ao desenvolvi 
mente de um esquema bioquímica para o reconhecimento dos d! 
ferentes serotipos (SHKLAIR & KEENE, 1974). Esse esquema 
foi originalmente formulado com base nas reações de um pe­
queno nUmero de variedades de referência. o que torna·se d! 
fícil ampliar tais fatos para as demais cepas de estreptoc~ 
c os. 

Essas subdivisões de S. mutan~ podem ser úteis 

em estudos epidemiológicos em populações humanas e a divi­
são por produção de bactériocinas ou substâncias tipo bacte 
riocinas tem sido descritas por muitos pesquisadores. 

StAeptococ~u~ ~angui~ 

Essa espécie foi originalmente isolada do san­

gue de pacientes com endocardite bacteriana mas atualmente 
ê reconhecida como uma das espécies mais numerosas da cavi­
dade oral (CARLSSON, 1965, 1967). Observações anteriores da 
literatura demonstrando uma relação do S. ~angui~ com o gr~ 
po H de Lancefield têm sido discutidos por vários autores 
(COLMAN & WILLIAMS, 1972; COLMAN, 1976; HARDIE & BOWDEN 
1976a). 

O aparecimento do S. ~angui~ na cavidade oral 

humana se dâ após 6 meses de nascimento, o que corresponde 
com o aparecimento dos primeiros dentes (CARLSSON ~ al. 
1970b). Assim, essa espécie constitui uma proporção signifi 
cante dos estreptococos de placa dentária e parece ser um 
dos primeiros colonizadores da superfície dos dentes limpos 

(TINANOFF et al.. 1976; SOCRANSKY et ~·, 1977). Por compa­
ração, somente pequeno número de S. ~angui~ tem sido encon­
trado em material fecal humano (VAN HOUTE ~ _el., 1971), as 
sim, tudo indica que a cavidade oral é o lugar preferido 
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desse microrganismo quando ele esta presente em casos de en 

docardite. Cepas de S. ~angu~~ também já foiam isolados de 
solo (GLEDHILL & CASIDA, 1969). 

Variedades de S. ~angui~ hidrolizam arginina e 

esculina, produzem H2 e formam glucano extracelular (dextr~ 

na) quando crescem em presença de sacarose. 

Estudos serolôgicos dessa espécie, indicaram 
que hâ serotipos diferentes designados I, 11 e 1/11 (WASH­
BURN et al., 1946) representado pelas variedades NCTC 7863 
(ATCC 19556), NCTC 7864 (ATCC 10557) e NCTC 7865 (ATCC 
10558). Variedades lembrando a NCTC 7864 (tipo !!) formam 
grupos separados do tipo I nos estudos taxonômicos feitos 

por COLMAN (1968) e CARLSSON (1968), e essa evidência, ass~ 
ciada com a parede celular e diferenças serolôgicas e gené­
ticas, fornecem um forte argumento para a separaçao dessa 

espécie (S. mitio~). Nos recentes relatos de PARKER & BALL 

(1976) os nomes de S. ~angui~ e S. mitio~ são usados para 
descrever esses dois grupos de organismos, enquanto FACKLAM 
(1977) e os laboratórios de referências, preferem manter os 

termos S. óa.ngu...Ló, biotipos I e 11. Muitos autores, encon­
traram ocasionalmente variedades "intermediárias" que não 
se posicionam claramente dentro dessas duas espécies ou bi~ 
tipos. Estudos levados a efeito por PARKER & BALL (l976),d~ 

monstraram que 37% das cepas de S. óa.ngu..Ló reagem com o an­

tissoro do grupo H de Lancefield. 

O nome S. m~t~o~ originou-se de SCHOTTMULLER 
(1903) e como mencionado anteriormente, proposto por COLMAN 
& WILLIA.MS (1972) para o grupo de cepas as quais formam um 
aglomerado homogêneo em estudos taxonômicos numericos de 
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COLMAN (1968). Essas cepas demonstraram serem genéticamente 
relacionadas em testes de transformação (COÚ4AN, 1969) .Elas 

possuem uma constituição de açúcar da parede celular disti~ 
ta, da qual raminose está ausente, 
bitol presente (COLMAN & WILLIAMS, 

mas o ácido teicôico ri-
1965). As cepas dessas 

espécies produzem Hz, não hidrolizam arginina ou esculina e 

dão reações variadas nos testes de Voges-Proskauer. Algumas 

cepas produzem glucano extracelular e frequentemente produ­

zem colônias agar sacarose, os quais são indistinguíveis dos 

demais estreptococos. 

Se ambas as cepas (dextrana positiva e negati­
va) são aceitas entre a definição de S. m~~~o~. essas espé­
cies correspondem às cepas designadas I:A (S. 4angu~~) e 

V:A nos estudos de CARLSSON (1968). Os têrmos S. m~~~o~ 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 
usado por FACKLAM (1977). S. ARngu~a li se refere is cepas 
que fermentam rafinose, sendo as rafinoses negativas desig-
nadas como S. mit~~- A formação de dextrana é considerada 
uma caracterfstica variivel em ambas as espécies. 

O Stkeptococcu~ rn~t~o~ ê amplamente distribui­
do na cavidade oral humana e de animais, sendo comumente i­

solado do sangue em bacteremia dentária e de casos de endo­
cardite bacteriana. Essas espécies provavelmente correspon­
dem ã muitas daquelas espécies isoladase des..:ritas na litera 
tura como S. vi~{dan4 ou S. miti4. Tais fatos demonstram a 
necessidade de estudos taxonômicos e serolÓgicos mais acura 

dos com cepas consideradas S. m{t{ok, no sentido de que se 
possa definir se tal espécie deve ser reconhecida como uma 
espécie individual. um tanto quanto heterog~nea, ou subdiYi 

di-la em duas ou mais espécies. 
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S tA e.p .to c. o c. c.u.-6 <, a .ti u a.Jt-i.u.-6 

Cepas de S. õafJva~Juó (SHERMAN et a1., 1943), 
normalmente produzem levano extracelular quando crescidas 

em sacarose (NIVEN et ~ .. 194la, b). Esta propriedade re­

sulta na produção de amplas características, tais como cal~ 
nias mucóides em agar sacarose. Parece não haver discrepân­

cia entre os diferentes pesquisadores com relação às pro­
priedades fisiológicas e a nomenclatura dessa espécie já que 

os estudos taxonômicos tem confirmado sua homogeneidade(CO~ 
MAN, 1968; CARLSSON, 1968). 

Apesar das características fisiológicas do S. 
~a..t,{,va.Jtiu.6 serem bem descri tas (COWAN , 197 4), certa difi­

culdade na sua identificação tem sido verificada, quando a 
característica de colônias mucóides não são observadas no 
crescimento em agar sacarose. A habilidade de algumas cepas 

em hidrolizar uréia (C0L}.1AN, 1976) tem demonstrado ser uma 

importante prova adicional. 

Essa espécie, primeiramente descrita por G.U­

THOF (1956), é um outro exemplo de diferentes opiniões com 

relação a correta terminologia. O nome S. m~tten~ tem sido 

usado por muitos pesquisadores recentemente, onde descri 

ções mais detalhadas de suas características têm sido publi 

cadas (COLMAN & WILL!AMS. 1972; MEJARE & EDWARDSSON, 1975 ; 
HARDIE 6 BOWDEN, 1976a; PARKER & BALL, 1976). As espécies 

descritas por esses autores incluem cepas designadas ante­

riormente como Streptococcus }.1G (MIRICK ~ al., 1944). Pe­

quenas formações coloniais de estreptococos hemolíticos per 

tencentes ao grupo F ou G de Lancefield estão também incluí 

das ne~sa classificação. FACKLA:\1 (1977) relatou as proprie-
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dades de cepas semelhantes a S. mi!le~i mas. prefere dividí­
las em S.MG - ~~tehmediu~ (lactose+) e S. angino~u~-con~te~ 

ta-tuo (lactose -). 

Cepas de S. millehi usualmente hidrolizam argi 
nina e esculina e produzem acetoína ã partir da glicose. E­

las não produzem polissacarídeos extracelulares da sacara­

se, fermentam manitol ou sorbitol e produzem H2. Os StAept~ 

coecu~ millehi isolados são normalmente resistentes a sulfa 

namidas e podem crescer em meios seletivos designados por 

CARLSSON (1967) para o isolamento de S. mu-tano (MEJARE & 
EDWARDSSON, 1975). 

Como mencionou COLMAN (1976), o S. m~tte~~ e 
uma espécie razoavelmente homogênea do ponto de vista de su 

as propriedades morfológicas, mas se mostra bastante hetero 

genea sero!Õgicamente. 

Comparativamente, poucos estudos taxonômicos 
tem sido realizados sôbre estreptococos viridantes e não he 
molíticos (COLMAN, 1968; CARLSSON, 1968; DRUCKER & MELVIL­
LE, 1971). Esses estudos permitiram classificar os estrept~ 
cocos orais em diversas taxas, como podemos verificar na T~ 
bela 1, mas não resolve os problemas de nomenclatura rela­
cionados com as cepas de S. m~tio~ e S. m~ile~~. Estudos e­
fetuados com um grande número de estreptococos orais, inclu 
Indo testes fisiol6gicos, anilise da parede celular .e sero­
logia, estão sendo efetuados (HARDIE & MARSH, 1978), com a 

esperança de que tais estudos venham elucidar a classifica­
ção de variedades "intermediárias" que nao se encaixam nas 
presentes espêcies reconhecidas. 

Métodos quemotaxonômicos nao tem sido usados 

frequentemente em estudos sôbre estreptococos orais. COLMAN 
& WILLIAMS (1965) demonstraram que ocorre uma variedade de 

padrões de carboidrato da parede celular entre os estrepto­
cocos, sendo que, alguns fatos, como por exemplo a ausência 
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de raminose em S. m~t~o~ possa ser correlacionada com deter . 
minadas espécies em particular. Nas cepas de S. mutan4, foi 

observado que diferenças na composição de carboidratos da 
parede celular estão relacionados com o serotipo (HARDIE & 
BOWDEN, 1974b). A presença de ácidos graxos em S. rn«Xal'l6 tem 

sido examinados por DRUCKER e outros, demonstrando que a 

presença de tais ácidos estão vinculados ãs condições cult~ 

rais, tais como temperatura, idade da cultura, substrato,di 
luição (em cultura continua), aeração 1 pH e concentração de 
micronutrientes (DRUCKER et a1., 1976; DRUCKER & VEAZEY 

1977). A caracterização de células totais em cromatografia, 

tem sido tentada como um possíVel método de identificaçãode 
estreptococos orais, mas os resultados são ainda bastante 

limitados, não resultando em um esquema que possa ser usado 

amplamente (STACK et al., 1973). Outras técnicas, tais como 
eletroforese e isoeletrofocos de células totais lisadas, p~ 
dem ser de valor complementar na classificação de estrepto­
cocos. Tais técnicas permitem uma análise dos padrões pro­

teicos, que quando utilizadas em cepas representativas de 
S. mutan~. demonstram que existem subdivisões entre essas 
espécies (RUSSEL, 1976), 

A análise da composição de lípides nos estrep­

tococos poderá ser de valor complementar em futuros estudos 
taxonômicos. Esse tipo de análise tem demonstrado ser extr~ 
mamente valiosa na classificação de corinebactêrias· (GOOD­
FELLOCO tl al., 1976; MINNIKIN et Ú·, 1977). 

Métodos apropriados para o isolamento e identi 

ficação a serem usados na coleta de amostras da bôca, depe~ 
dem muito do lugar ou "habitat" sob investigação (HARDIE & 
BOWDEN. 1974a. 1976b). A escolha de um método para a inocu­
lação de amostras nas placas em estudos quantitativos, tor­
na-se um problema, já que há o perigo de destruição de cer-
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tas bactérias, mas a maioria dos estreptococos sol-revi vem 

aos métodos comumente utilizados, incluindo Sonificação, e 
sao geralmenté sensíveis à exposição pelo oxigênio. Para es 

treptococos estritamente anaeróbicos, entretanto,precauções 

devem ser tomadas para impedir as amostras de serem expos­

tas ao oxigênio atmosférico durante o processo. 

Estreptococos orais podem ser isoladosem meios 

nao seletivos, como agar-sangue, mas a seleção de colônias 
de estreptococos quando na presença de demais outros micror 

ganismos, torna-se difícil. O mesmo acontece, .quando na dis 

tinção de estreptococos de várias espécies, apenas pela ob­
servação das colônias nesse meio. Vários meios seletivos f~ 
rarn desenvolvidos para o isolamento de estreptococos da ca­

vidade oral e garganta. Desde que alguns estreptococos pro­
duzem polissacarídeos extracelulares a partir da sacarose, 

os meios em geral incluem concentrações adequadas de sacar~ 
se. Em tais meios, cepas de S. rnutan~, S. ~angu~~~ S.mitio~ 

e S. ~ativa~iu~ apresentam formas coloniais características, 
e tais fatos tem sido utilizados como base em investigações 
epidemiolÓgicas. Entretanto, estudos da morfologia colonial 
devem ser acompanhados de outros estudos. 

Os estreptococos normalmente presentes na cavi 
dade oral, podem geralmente serem identificados a nível de 
espécie através de testes bioquímicas e fisiológicos conve~ 
cionais (COWAN, 1974). HARDIE & BOWDEN (1976à) de­

senvolveram um pequeno número de sete testes, na investiga­

ção rotineira de isolados recentes. As reações usuais nor­
malmente utilizadas em testes fisiolÓgicos para as espécies 
de estreptococos podem ser observadas na Tabela 2,sendo que 
os dados obtidos e utilizados para essa tabela derivaram de 
observações feitas por HARDIE & MARSH (1978) associados a 

inumeras outras publicações (CARLSSON, 1967, 1968; COLMAN & 

WILLIAMS, 1972; MEJARE & EDWARDSSON, 1975; PARKER & BALL 
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1976; FACKLAM, '1977), 

Os primeiros sete testes mencionados na Tabela 

2 dizem respeito àqueles testes já mencionados anteriormen­

te, como identificação de rotina. Esse esquema tem sido uti 

lizado para o exame de 2.808 isolados de est!eptococos de 
placa dentária durante o curso de estudos epidemiolÓgicos 

em escolares de 12-14 anos (BOWDEN et ~ .• 1975, 1976; HAR­
DIE et ~ .• 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 S. mition não puderam ser distinguidas. Ocasiona! 

mente a presença de enterococos (Lancefield-Grupo D)puderam 

ser detectados. 

Pequenas variações das reaçoes mencionadas na 
Tabela 2 foram observadas entre os estreptococos isolados 
em repetidas ocasiões. Esses incluem cepas que assemelham­

se a S. ~angu~4. os quais fermentam sorbitol e cepas de S. 

mutan~ manitol negativa. Entre S. mutan~ é conhecido que al 
guns serotipos dão reações bioquímicas diferentes (SHKLAIR 
& KEENE, 1974; PERCH et a!., 1974). Segundo HARDIE & MARSH 
(1978), não foi isolado exemplos de S. mutan4 - serotipo b 

argin1na positivo. 

Apesar do S. mu.ta.n~ possuirem características 

que o distinguem dos demais estreptococos comumente isola­
dos da cavidade oral humana, êle pode ser confundido com ou 
tros tipos de estreptococos como S. bov.U., S. óa.e.c.a.t~~ S. 

ubeJtL6. 

A serologia é uma técnica que foi introduzida 

nos laboratórios de pesquisa para auxiliar o trabalho do p~ 
tologista. Fazendo-se uma leitura dos trabalhos publicados 

no início 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 identificação e 
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TABELA 2 

Algumas reaçoes fisiolÓgicas de estreptococos encontra­

dos na bôca. 

Testes 

Fermentação de 
manitol + 
sorbitol + 

Hidrólise de 
arginina 
esculina 

Produção de 
acetoína 
H202 
Polissacarídeo 

Fermentação de 
rafinose 
insulina 
lactose 
treatose 
melibiose 
salicin 

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

+ 

+ 

+ 

+ 
+ 
+ 
+ 

+/V* 
+ 

v• 
v• 

+ 
+ 

+ 
+ 

v 
+ 
+ 

-/V' 
v 
+ 

v• 
v• 

v 
+ 
v 

V+ 

+ 
v 
v 
v 

• 

+ 
+ 

+ 

+++ 
+ 

+ 

v• 
-v· 

+ 

v 
+ 

+ 
+ 
+ 

+/V* 

+ 

v• 
-/V' 

+, 85-100% positivo; -, 0-15% positivo; V, 16-84% positivo. 

* Variações relatadas por diferentes autores, 

• FACKLAM (1977) divide as cepas em S. oangu~o ll e S. m~~ok 
com base na rafinose. 

++FACKLAM (1977) divide as cepas em S.MG.in~e~med~u~ e S. an­

g~no~u4-con~tellatu~ com base na lactose. 
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caracterização de agentes patogênicos (DIERNHOFER, 1930; MI 
o -

NETT, 1931; SEELEMANN, 1930), que do ponto de vista prático 

tem a função de identificar tais agentes coordenando em gr~ 

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 múltiplas relações de afinidade. 

A idéia de desenvolver e aplicar tais técnicas 

serolÔgicas com o objetivo de contribuir na identificação 

e caracterização de microrganismos orais,particularmente es 

treptococos hemolÍticos, parece ter-se concretizado com os 

trabalhos levados a efeito por LANCEFIELD (1925, 1933), cu­

jos resultados demonstraram ser um ~istema Útil para a ide~ 

tificação de estreptococos hernolíticos patogênicos no homem 

e animais, baseados na presença de antígenos específicos 
desses estreptococos. A técnica desse autor, a qual divide 
as bact~rias em 17 grupos (A, H, K e S), tem sido visto co­
mo, sem dúvida nenhuma,, ser um excelente e realizável méto­
do de identificação de que se dispõe (COLMAN & WILLIAMS 
1967). Para o grupo viridans do qual muitos dos estreptoco­
cos orais pertencem, não foi detectado ainda um sistema e­
quivalente. Tal asp~cto, parece estar relacionado com o fa­
to de que tais microrganismos, quando injetados em animais 
experimentais não são capazes de induzir a formação de qua~ 
tidades adequadas de anticorpos, ou se o fazem, dão· origem 

ã formação de anticorpos inespecíficos incapazes de se est~ 
belecer relações de afinidade (LANCEFIELD, 1925;GUGGEMHEIM, 
1968; PORTIFJELD, 1950; SELBIE et al., 1949; SHERMAN, et 

al.. 1943; SOLOWAY, 1942). 

Tais resultados iniciais, sugerem que os es­
treptococos viridantes e os não hemolÍticos são antigenica-
mente heterog~neos. Esses estudos preliminares resultaram 
ineficazes. provavelmente pela ausência de uma base taxonô­
mica clara, da qual se iniciam as investigações serológicas. 
A medida que aumenta o conhecimento de. novas· espécies bem 
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definidas, tem sido demonstrada a possibilidade de um conhe 

cimento maior inter e intra especifico, do ~anta de 

serolÓgico. 
vista 

A atenção de diversos pesquisadores ligados a -area de Biologia Oral, particularmente os serologistas, tem 
sido a de desenvolver e aplicar técnicas serológicas com o 
intuito de contribuir na identificação e caracterização de~ 

ses microrganismos orais. Assim a existência de diferenças 

serolôgicas entre "strains" de S. mutan.6 foi primeiramente 

observada por ZINNER & JABLON (1968) e CROUSAZ & GUGGENHEIM 

(1966). Posteriormente BRATTALL (1970) relatou a presença 

de 5 tipos serolÔgicos distintos (originalmente denominados 

grupos) entre as espécies. Esses serotipos, designados de 

(a- e), foram demonstrados por imunoeletroforese e imunodi 
fusão com extratos antigênicos. As cepas determinadas 
serotipo (e) reagiram positivamente com o grupo E de Lance­
field, da mesma forma que cepas de S. ube~~' (CULLEN,l967). 

Ficou demonstrado que o S. mutanb tipo antig~nico (e) nao e 
idêntico ao grupo antigênico E de Lancefield (LINZER, 1976; 
PERCH et al., 1974). 

Os serotipos relatados por BRATTHALL extendem 
se agora até 7, através do reconhecimento dos tipos (f) e 

(g) (PERCH et ~·, 1974). Através de aglutinação, utilizan­
do-se antígenos de parede celular, demonstrou-se apossibill 
dade de se fazer um estudo do relacionamento com ta·is sere­
tipos, baseados em testes de precipitação (HARDIE & BOWDEN. 
1974b). Virias grupos de pesquisadores tem desenvolvido t~E 
nicas de imunofluorescência na identificação de serotipos 
de S. mu.ta"~ [JABLOK & ZI~NER, 1966; BRATTHALL, 1972; GRE­

~IER et e_l., 1973: JABLON et_ e_l .. 1976; '1cKINNEY & THACHR. 

1976; THOMSO\ ".:t. "_l .. 1976; HAMADA et e_l., 1976). 

Estudos detalhados da composição antigênica e 
o relacionamento scrolÓgico entre os estreptococosorais (HAR 
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DIE & MARSH, 1978) tem sido realizados com o objetivo de se 

desenvolver e padronizar técnicas serológiCas de precipita­
ção, Esses estudos, feitos em S. mutan~. tem sido baseados 

em: 1) confirmação da natureza antigênica de carboidratos 
de parede celular dos serotipos, não somente entre poucas 

cepas, mas também às demais, após isoladas; 2) estandartiz~ 

ção do método para á produção de antissoros contra esses an 

tígenos de carboidratos; 3) comparação de várias técnicas 

de extração desses antigenos e 4) estudo e análise das rea­

ções cruzadas com antígenos resultantes das várias têcnicas 

de extração empregadas. Estudos preliminares demonstraram 
que extratos em autoclave de células total promovem reações 
específicas com antigenos de carboidratos de S. mutan~ (ho­
mÓlogos) reagem com demais serotipos de S. mutan~ e outras 
espécies (MARSH et al., 1975, 1977), 

A ocorrência de reações serolÔgicas cruzadas 
entre cepas de S. mutan~ e outros estreptococos devido ã an 
tígenos de parede celular (âcido teicoico) e de membrana ce 
lular (âcido lipoteicoico) tem sido observada e relatada por 
vários autores (MARKHAM et a1., 1975; CHORPENNING et al. 

197 5; KNOX ~ a1 .. 1976; KNOX & WICKEN, 1976; HARDIE E BOW­

DEN, 1976b), 

Reações cruzadas foram observadas entre os se­
rotipos (a), (d) e (g) de S. mut~nó e entre os tipos (c) e 

(e) (BRATTHALL, 1972; PERCH et ;,l., 1974). Nos Últímos anos 

tem-se acumulado inúmeros dados imunoquímicos com represen­
tantes de S. mutan~. demonstrando tipos de carboidratos es­

pecíficos como antígenos. Os resultados desses estudos tem 
sido revistos recentemente por LINZER (1976), LINZER et al. 
(1976), IACONO "-!_ "l· (1976). 

Estudos epidemiológicos em vários grupos de p~ 
pulações demonstraram variações na distribuição de seroti­
pos de S. mutan.o, porém. os tipos ~ e ª parecem ter uma pr~ 
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valência ma1or em várias comunidades examinadas (BRATTHALL, 

1972; HAMADA e..t_ li_., 1976; QUERESCHI et al., 1977). 

Com relação ao S. õa.ngu.i.-6 ,na original subdivi­

sao sero1ógica feita por WASHBURN (1946), tres tipos foram 

descritos (I, II e 1/11) mas nao foi identificado nenhum 

grupo antigênico comum. As cepas pe~tencentes ao tipo II, 

são agora consideradas como pertencentes a uma espécie sep~ 

rada, S. mitio~. O relacionamento entre S. ~anguiõ e os es­

treptococos do grupo H (HARE, 1935) tem sido visto por mui­
tos pesquisadores, mas muitas questões estão ainda penden­

tes (COLMAN, 1970; COLMAN & WILLIAMS, 1972; HARDIE, 1975) . 

Estudos sobre a parede celular de cepas de S. f.lang~.i.~ do 

ponto de vista da composição polissacarídica através de rea 
ção de aglutinação (excluindo aqueles agora mencionados co­

mo S. mition) indicaram a existência de pelo menos dois ou 
tres tipos distintos, os quais não podem ser distinguidos 
do ponto de vista fisiológico (HARDIE, 1975). 

ROSAN (1973), analisando antígenos presentes 
nos extratos em auto-clave (RANTZ & RANDALL, 1955) de 45 C! 
pas de S. ~angui~ e S. mltio~ atrav~s de t~cnicas de 'imune-

difusão e imunofluorescência regando antissoro contra 
M-S, pode detectar 5 tipos de antígenos (designad?s a 
as cepas foram distribuídas entre os tipos I, r·r ou em 

cepa 
- e)e 

um 

"grupo heterogêneo" de acordo com a presença desses antíge­
nos. Tem sido proposto que o antígeno (possivelmente seja 
um âcido teicoico-glicerol), seja considerado como antígeno 
do grupo H (ROSAN. 1976). Antígenos tipo ácido lipoteicoi­
co, foram também detectados por CHIU et al. (1974) na pare­

de celular e membrana citoplasmitica na cepa de ATCC 10556 

d'e S. -~an.gu-Z.-5. 

Problemas de ordem pritica ainda persistem com 
relação ã identificação de estreptococos do grupo H, levan­

do-se em conta que a escolha de cepas para imunização nos 
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produtores de antissoros cqmerciais nao tem sido padroni.z~ 

dos. Dessa forma, a caracterização de estrep'tococos do gru­

po H (Inglês) não pode ser comparado com pertencentes ao 

mesmo grupo H (Americano). 

Várias referências tem sido feitas entre S. rn~ 

tiolt e S • .6a.ttgu...i..ó, do ponto de vista fis.iolÓgico, serológi­

co no que diz respeito a parede celular, mas há poucas in­

formações disponíveis com relação a estrutura antigênica do 

S. m~t~o~. KALONAROS & BAHN (1965) descrevem dois grupos s~ 

rolÓgicos entre cepas,identificados como S. m..i.tiolt, mas de~ 

de que todas as cepas examinadas possuem glicose e raminose 

na sua parede celular, elas sugerem não serem as mesmas,po! 

tanto, denominadas corno S. m..i.t..i.olt, definido por CODMAN & 
WILLIAMS (197 2). Algumas cepas de S. m~Uo~ dão reações po­

sitivas em testes de precipitação com soro do grupo de Lan­

cefield O, M e K e recentemente algumas reações cruzadas 

com o soro do grupo B tem sido observadas isoladamente, com 

alguns tipos de animais (COLMAN. 1976). 

Antígenos precipitantes comuns, a cepas de S. 

~a~gui~ e S. mit.io~ tem sido também mencionadas (WASHBURN 
et a1 .. 1946; DODD. 1949; ROSAN. 1973; HARDIE & BOWDEN 

1976b). 

Observações preliminares com S. mition isola­

dos da cavidade oral, incluindo cepas dextrana posit.iva e 

dextrana negativa, feitas por WOODS & HARDIE (não publica­
do), sugerem que elas sejam serologicamente heterog~neas (cf. 
HARDIE & MARSH. 1978). 

Ewbora a espécie st,'l.eptoc.occ.ub m.i.t.tvr.l.. seja fi 

siologicamente heterogênea. parece possuir um grau conside­

rivel Je heterogeneidade serol6gica e reações cruzadas po-
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dem ocorrer com os soros dos grupos A, C, F, G e K de Lanc~ 

field, (COLMAN, 1976), Nos estudos realizados por PARKER & 

BALL (1976), 81 cepas foram identificadas como S, m~lle~~ 

das quais 5 reagiram com o grupo A, 5 com o grupo C, 3 com 

o grupo G e 7 com o grupo F. Estudos comparativos feitos 

por FACKLAM (1977) 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 o 

grupo G, duas com o grupo K e seis com o soro do grupo A va 

riante. Cepas de ~nginou~ con~teltatu6 promoveram 

com o soro dos grupos A, C, F, e G. 
reaçoes 

Uma 

seleção de cepas 

análise antigênica 

de S. miile~i será 
mais detalhada de uma 

extremamente valiosa. 

Os St~eptococcu6 6ativa~iu~ se apresentam tam­

bém como outro exemplo de espécie que são fisiologicamente 
homogêneas, mas serologicarnente heterogêneas (COLMAN,l976). 
Cepas designadas corno tipo I (SHERMAN et al., 1943) , reagem 

com o grupo K de Lancefield e podem dar reações com antiss~ 

ro contra estreptococos MG (MIRICK et al., 1944; WILLIAMS , 

1956; MONTAGUE & KNOX, 1968). Cepas tipo 111 de S, õal~va-

4~u4 não apresentaram reações positivas com nenhum desses 
antissoros (MONTAGUE & KNOX, 1968). De 81 cepas de S. õat~­

va~iu4 examinados por FACKLAM (1977), 35 reagiram com o gr~ 

po K e 3 com o grupo F, enquanto PARKER & BALL (1976) rela­

taram 7/14 cepas grupo K positivas. 

Do ponto de vista da distribuição desses es­

treptococos na flora oral, sabe-se que essa distribuição não 
possue uma localização específica, mas sim que varia de re-
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gião para região na bôca. Dessa forma, por exemplo, o S. ~~ 

.t.{_va.Jt..-i..u-6 é encontrado em grande número na sÜperfÍcie dorsal 

da lÍngua e na saliva, enquanto que na placa dentária se a­

presenta em pequenas proporções (KRASSE, 1954; SOCRANSKY & 
MANGANIELLO, 1971), O "habitat" natural do S. mutanó parece 

ser a superfície dental, mas são também normalmente encon­

trados fazendo parte da placa dentária (GIBBONS et a1., 

1974). Baseando-se ~m vários relatos de publicação a respel 
to dessa distribuição (GIBBONS & VAN HOUTE, 1975b; GOLD et 

a1., 1975; MEJARE & EDWARDSSON, 1975; CARLSSON, 1967; LILJE 

WARK & GIBBONS, 1972), a tabela 3 apresenta uma distribui­

ção de estreptococos. na cavidade oral. 

Alguns fatôres ecológicos podem ser significa~ 

tes na determinação da distribuição dessas diferentes bact~ 
rias na cavidade oral. Uma das propriedades que tem recebi­

do bastante atenção é a habilidade de vãrias espécies em a­
derir a diferentes tipos de superfície (GIBBONS & Van HOUTE, 

l975b). 

A natureza complexa da flora oral, tem desper­

tado interesse dos pesquisadores com relação às possíveis 
interações (estimulatória e inibitória) que podem ocorrer 
entre microrganismos, as quais podem influenciar a composi­
ção, atividade metabÓlica e consequentemente a patogenicid~ 
de da flora num determinado sitio específico da cavidade o­

ral. 

Os estreptococos orais sao capazes de sinteti­

zar uma variedade de glucanos e frutanos a partir da sacar~ 

se. Levanos derivados de S. 6a~~vah{u~ são rapidamente met~ 

balizados na placa bacteriana (WOOD. 1964; PARKER & CREA­
:..IER 1971; LE.-\CH .Q.!_ ªl·. 191:1. Cerca de 50% de 28 isola­
dos recentes IVan HOUTE ~ JA~SE~. 1968) e ~7~ de 57 isola-



TABELA 3 

INCIDtNCIA DE ESPECIES DE ESTREPTOCOCOS NA CAVIDADE ORAL 

-- --- --------------------------------------

ESPfC I ES 
Saliva 

- ---- ------+----

S. rn--i tio !L 

(miti6) 

S. MHgui~ 

S. tni U e !ti. 

S. mu-tam 

Enterococos 

alta 

alta 

moderada 

baixa 

baixa 

baixa, 

Língua 

alta 

alta 

baixa ou 
moderada 

baixa 

baixa 

baixa 

INCIDENCIA 

Bocheca 

baixa ou 
moderada 

alta 

moderada 

baixa 

baixa 

baixa 

Placa 

baixa 

alta 

alta 

moderada 

usualm/ e baixa 
algumas vezes 

alta 

baixa 

Sulco 
Gengiva! 

baixa 

moderada 

moderada 
ou alta 

alta 

moderada 

baixa 

Alta = 15% do total de bactérias; Moderada ~ 4-1St do total de bactérias; Baixa= 4% 
Baixa ~ 41 do total de bactérias. 

N 

"' 
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dos de estreptococos orais (De COSTA & GIBBONS, 1968) foram 
capazes de metabolizar levano de S. ~aliva~iu~. Tem sido 

considerado que o catabolismo de levanos contribuem para o 

prolongamento da presença de ácido na placa (MANLY & RICHA~ 
DSON, 1968). De fato, levanos de S. ~at~va~~u~ e a amilope~ 
tina derivada de cepas de n~i~~e4ia foram utilizados mais 
rapidamente que a sacarose por estreptococos orais e cepas 

de Lac~obac~ttu~ (PARKER & CREAMER, 1971). Entretanto, glu­
canos de estreptococos parec-em não serem rapidamente utili­

zados por bacterias orais (WOOD, 1969; PARKER & CREAMER , 
1971), embora recentemente NAKAMURA et al. (1976) demonstra­
ram que 18 isolados recentes designados 8acte4oide~ och4ac! 
UA possuem atividade metabólica em relação a poliglucanos . 
MIKX et al. (1976) estudaram as interações de uma exo-des 
tranose produzida por S. mutan~ OMZ 176 e urna endo-destrana 

se produzida por S. mi~h S3, na hidrolise da dextrana em 

culturas puras e mistas. Grande produção de ácido foi obse~ 
vada em culturas mistas, sugerindo um relacionamento simbi~ 
tico eittre estreptococos. As implicações "in vivo" de uma ~ 
tividade metabólica intensa e consequentemente intens.a ati­
vidade cariogênica devido ã essa interação sinergistica,foi 
testada em ratos gnotobiotos. Entretanto, diferenças não f~ 
ram verificadas em ratos inoculados com tais estreptococos 
em conjunto ou isoladamente. Possivelmente, tal fato se ve­
rifique devido a inacessibilidade da dextrana ã hidrólise. 

Recentemente SCHACHTELE et .!}_. (1976) fizeram 
uma revisão da literatura em relação a produção de dextrana 
por bactérias orais, como o S~~ep~ococcu4 mutanh, S. m~t~h, 

S. .b a..tivaJtÚL4 , A ctútam yc..e..õ ih li.. a e.tlJ.., Ba.ct.e.Jto id e4 o c..h~a.c.. euó. 

e Fu.bobac..telt.ium 6u.õi6olt.mi.b, demonstrando que tais bactérias 
possuem tanto exo como endo atividade hidrolítica. 

Em uma série de artigos, CARLSSON (1970a, b, 
197la, 1972) descreveu os requerimentos para o crescimento 
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das espécies S. mu~an~, S. 44ngui~ e S. ~aliva~iu~. Ele de 
• 

monstrou que sob condições anaeróbicas as cepas de S.mutan~ 

requerem ácido p-aminobenzóico para o seu crescimento,e que 
em sistemas de culturas mistas livres desse fator de cresci 
menta, as cepas de S. ~angui~ foram capazes de crescer em 

conjunto com cepas de S. mutan• (CARLSSON, 197lb). 

Um outro produto final do metabolismo de es­

treptococos é o ácido láctico, o qual acredita-se ser res­
ponsável pela desmineralização do esmalte dentário. Veillo­
nellae, os quais ocorrem normalmente na placa dentária, sao 
incapazes de metabolizar a glicose, mas podem fermentar lac 
tato. O relacionamento simbiótico "in vitro" tem sido de­
monstrado entre S. rnutan~ e Veillonella aleale~een~ (MIKX & 
Van der HOEVEN, 1975). Em cultura continua mista, V. alea 

le~cen~ degradou todo o lactato produzido pelo S. mutan~ a 

partir do metabolismo da glicose. Essas observações possuem 
implicações, desde que esse tipo de interação pode contrib~ 
ir para reduzir o efeito do lactato. Alguma evidência para 
isso foi obtida, usando-se combinações de S. mutan~. S. ~a~ 

gu~~ e V. atcale~cen~ em animais gnotobiotos (MIKX et · al., 
1972). Menas cárie foi detectada em animais infectados com 
culturas mistas de estreptococos com cepas de Ve.U.to neUa 

quando comparadas com animais infectados com esses microrg~ 
nismos separadamente. Tais observações foram relatadas re­
centemente por MIKX et -ª1_. (1976). A combinação dess-es est~ 
dos de interrelação microbiana sob condições definidas, ve­
rificando-se o significado dos mesmos "in vivo" e "in vi­
tro" usando-se animais gnotobiotos, indicaram serem de fun­
damental importância para o entendimento das interações mi­

crobianas. 

Poucas tentativas tem sido feitas para o estu­
do das interações de microrganismos da cavidade oral, parti 
cularmente da placa dentária, no quemostato. Provavelmente 
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seja devido a um co~plexo e consequentemente pobre entendi­

mento sôbre a teoria a respeito do crescimento continuo em 

cultura mista. Entretanto, ELLWOOD et al. (1972) relata al-

gumas experimentações em quemostato com material de placa 

dentária. Os dados coletados porém, foram predominantemente 
bioquímicas (ELLWOOD & HUNTER, 1976). Estudos do ponto de 

vista bioquímica e bacteriológico combinados de placa dent~ 
ria sob condições controladas, seriam de grande valor. Tais 
estudos permitiriam o reconhecimento dos importantes fato­
res ecológicos no contrôle do balanço da flora oral. 

PARKER (1970) fez estudos com combinações de sete 

bactérias orais em culturas. Enquanto nenhuma das espécies 
inibia ou estimulava as outras, o Ultimo beneficiârio eram 
cepas de estreptococos. Entretanto, a natureza dessas inte­

raçoes inibitórias e estimulatõrias não 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 fenô­
meno na prevenção das doenças da cavidade oral (HUGENSCH­
MIDT, 1896) e na redução da incidência da cárie deritária 
(SCRIVENER et i!.l·, 1950; SCRIVENER, 1955; RUTTER at al. 

1961). 

Recentemente, tem sido descrito experimentações 
com agentes antagonistas "in vitro" por vários estr~ptoco -
cos. 

Observações feitas com S.t.ILeptoc.occ.u..6 mu..tan.ó, S . 

.oangu-<..o, S. m-i.t{olt e S. -~at{valtlu..ó, demonstraram serem cap! 

zes de produzirem concentrações de ácido lático e acético 
em agar suplementado com glicose, os quais puderam ser ini­
bidores de um grande número de bactérias (DONOGHUE & TYLER, 
1975). Peróxido de hidrogênio produzido por S. oanguü (HOLJi 

BERG ó HALLANDER, 19 73; DONOGHUE & TYLER, 19 7 5) e S. m.i..t.to~ 

(LEBIE~ & BROMEL. 1975) possuem um amplo espectro de ativi-
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dade contra outros cocos gram positivos, incluindo Lactoba­

cilos e Aoúnomyoel> óp. (HOLMBERG & HALLAN6ER, 1972). 

Cepas de S. 4ai~va4~u~ isoladas de material de 
garganta foram capazes de inibir o crescimento de um grande 

número de estreptococos, estafilococos, corinebacterias e 

algumas vezes peptococos e peptoestreptococos (BILL & WA­

SHINGTON, 1975). Entretanto, a causa dessa inibição, não po 
de ser determinada. 

A produção de bacteriocinas e substâncias tipo 
bacteriocinas, tem sido detectado "in vi tro" com cepas de 

S. mutanl> (KELSTRUP & GJBBONS, 1969a; ROGERS, 1972, 1976 
YAMAMOTO et a1., 1975; HAMADA & OOSHIMA, 1975), S. 1>angu~1> 

(SCHLEGEL & SLADE, 1972; DONOGHUE & TYLER, 1975; KOLSTAD 
1976; DAJANI et ~·, 1976a) e S. m~tü (DAJANI et ll· ,1976a; 
VERNAZZA & MELVILLE, 1977). 

A subdivisão das cepas de estreptococos atra--ves do estudo das bacteriocinas para aplicação em estudo e-

pidemiológicos, além da serologia, tem sido proposto por 
muitos pesquisadores (KELSTRUP & GIBBONS, 1969a; BERKOWIJH 
& JORDAN, 1975; ROGERS, 1975; KOLSTAD, 1976). Utilizandota1 
sistema (ROGERS, 1975) observaram o mesmo tipo de bacterio­
cina de S. mu1a~4 em todos os membros de uma família em par 

ticular, sendo que esse tipo não foi encontrado em outro ti 

pode material. Também, ROGERS (1975) observou que somente 
um tipo de bacteriocina de S. mutan4 predominam na bôca. 

KELSTRUP et ~· (1970) marcaram cepas de S. õal~va~~UI>, de­
monstrando a transferência desse microrganismo da mãe para 
o recém-nascido. 

Com pequenas exceçoes, a atividade de bacterio 
cina somente pode ser demonstrada em agar, e muitos pesqui 

sadores tem tido dificuldade em isolar o agente ativo. En­
tretanto, DAJAl\I ~t_ ~!._. ( 1976a. b) teve sucesso em isolar, c~ 

racterizar e ptlrific~r substincias tipo bacteriocinas de 
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duas cepas de S. mitio~ e uma cepa de S. ~angui~ pelo rompi 

menta da célula. Outros métodos incluindo Sonicação de cêl~ 
las totais, congelamento e inibição em placa de agar, fa­

lharam no conhecimento do agente ativo. Essas substâncias 

foram observadas serem Únicas entre bactérias gram positi­
vas, as quais inibiram muitos microrganismos gram negativos 

incluindo Ntlh~e~la hpp. 

Outras bactérias gram negativas da cavidade o 
ral, corno Veltlonella e Bacte4lolde~ não foram testadas. 

Todas essas substâncias denominadas bacterioci 
nas ou tipo-bacteriocinas possuem atividade para inúmeros 

estreptococos de placa dentária, e algumas possuem ampla a­
tividade contra outras bactérias da cavidade oral. Por exem 
plo, substâncias tipo bacteriocina proveniente de cepas de 
S. miti~ se mostraram ativas contra cepas de S. mutan~, S. 

~a~gui~, Actinomyce~ nae~tund~~, Roth~a dentoca4~o~a e est! 
filococos da cavidade oral (VERNAZZA & MELVILLE, 1977), Tem 

sido verificado que a habilidade de produzir tais inibido­

res, podem conferir uma vantagem ecol6gica para esses mi­
crorganismos. Entretanto, devido ao fato de que as dbserva­

ções de tais mecanismos terem sido efetuadas até o momento 

"in vitro", o seu significado "in vivo" estâ ainda no campo 

especulativo. As evidências da atividade de bacteriocinas 

em placa, sao ainda pouco conhecidas. Os relatos iniciais 

indicaram que algumas bacteriocinas de S. mutan~ sio inati­
vadas por enzimas proteolíticas da saliva (KELSTRUP & GIB­

BONS, 1969b) e que cepas sensíveis a bacteriocinas de S. mu 

tan~ e S. ~al~va4~u~ tornam-se resistentes quando o seu cr~ 

cimento se da em presença de sacarose devido à produção de 

polissacarldeos extracelulares (ROGERS, 1974). Reciprocamen 
te, DELISLE (1976) observou que bacteriocinas foram produzi 

das por cepas de S. mutan~ BHT e GS-5 e comparadas com ce-

pas sensíveis indicadoras 

cando que a saliva humana 

em meio contendo sacarose, verifi 

nio interferiu na atividade da 
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bacteriocina. 

Recentemente, Van der HOEVEN et a1. (1977) de 
monstrou possibilidade de demonstração "in vivo" da ativida 

de antag.onista. Ratos gnotobiotos foram tratados com cepas 

bacteriocina-sensi tivas de Ac.tinomyc.e..õ v-i.&c.o.61L6 (Ny-1), e 

também com cepas de S. mutan.6 bacteriocinas produtoras(C67-

l, ou T2) ou não produtoras (OMZ-176). As cepas bacterioci­

na-produtoras impediram a colonização por A. vi.6c.0.6U.6 Ny-1, 
enquanto que o mesmo se tornou estável quando infectado com 

os demais agentes. Os autores sugerem que bacteriocinas po­

dem ser de importância fundamental para a placa, mas não ne 

cessariamente levam à eliminação de cepas susceptíveis do 
local. 

Relatos preliminares acerca de um estudo long! 
tudinal de microrganismos da placa, demonstraram que algu­
mas cepas de S. muta.rL6 são capazes de aumentar em número du 

rante um período de 13 semanas (BOWDEN et al., 1976; HARDIE 
et al., 1977). A habilidade dessa espécie, de dominar dessa 
forma, o crescimento quando em competição com um grande nú­

mero de diferentes bactérias. possue um grande significado 
ecológico. A possível produção "in vivo" de bacteriocinas 
por tais cepas é uma explicação desse fenômeno, atualmente 
em estudos. 

Os estreptococos orais estão frequent~mente e~ 

volvidos em processos infecciosos da bôca, como a cárie den 

tiria, abcessos dentirios, e tamb~m. implicados em infecçõ­
es em outros lugares do organismo (bacteriemia dentária, e~ 

docardite bacteriana e outras infecções sistêmicas). Tais 
microrganismos usualmente alcançam lugares distantes do or­

ganismo via corrente sanguínea. podendo ser considerados CQ 
mo patógenos oportunistas, promovendo doenças quando êles 
não estão em seu habitat natural. 

A c~rie dentiria ~ uma doença localizada, pro-
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gressiva, que se inicia pela desmineralização da superfície 

externa do dente devido a ácidos orgânicos Produzidos local 

mente por bactérias que fermentam depósitos de carboidratOs 

da dieta. Baseando-se na observação de que bactérias da ca­

vidade oral podem produzir ácidos nin vi tro'', suficientes 

para a descalcificação do esmalte do dente, MILLER (1890)é~ 

tabeleceu sua teoria quimio-parasitária para o conhecimento 
da etiologia da cárie. Foi possível observar, já naquela é­
poca que as bactérias se acumulavam na superfície dental na 

forma de urna "placa dentária", sendo esse processo um impo!:. 

tante fator na etiologia da cárie dentária. 

Muitas das bactérias comumente presentes na 

placa dentária são sacaroliticas e dessa forma potencialm.e!!_ 

te patogênicas para os dentes. Os estreptococos e os actin~ 

micetos estão invariavelmente presentes em elevados números 

na placa supragengival, sendo que lactobacilos podem também 

serem encontrados, embora seu número seja usualmente baixo 

(BOWDEN et al., 197 5). 

revela­
bactérias 

Experiências com an~ma~s gnotobiotos, 

ram fundamentalmente o potencial cariogênico de 

específicas. ORLAND et al. (1955), demonstraram que r a tôs 

tidos como "germ-free" permaneceram livres de cárie quand~ 

submetidos a uma dieta rica em sacarose, por outro lado, a­

nimais inoculados com enterococos e substâncias proteolíti­

cas, desenvolveram cârie. Muitos trabalhos posteriOres de­

monstraram que a cárie pode ser induzida em animais experi­

mentais com determinados estreptococos e que a doença pode 

ser transmitida de um animal para outro (KEYS, 1960; FITZ­

GERALD, 1968). 

Muitas das cepas de enterococos, os quais de­

monstraram serem cariogênicos para animais, pertencem a es­

p~cie St~eptoeoeeu~ mutan~ e a cârie pode ser induzida por 

esse microrganismo em ratos. hamsters e macacos. O S.mutan~ 
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foi originalmente isolado de cárie humana por CLARKE (1924) . . 
O mecanismo de cárie em animais experimentais envolveas fis 

suras e superfÍcie lisas dos dentes e normalmente resulta 

de uma quase completa destruição do tecido duro. Não se tem 

mencionado diferenças detectáveis 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 polissacarídeos extracelulares ins~ 

lUveis. Certas cepas que perderam tal capacidade, demons­

tram uma atividade cariogênica bem menor (de STOPPELAAR et 

<1_1_ •• 1971; TANZER et g .. 1974; M!CHALEK tl al., 1975). A 

virulência das cepas de S. mutanh podem estar relacionadas 

com a habilidade de produzir polissacarídeos intracelulares 

(TANZER et ~·. 1976). 

Nas experiências de indução de cárie em anima-

1s, normalmente emprega-se dieta rica em sacarose, a qual 

contribue efetivamente para o estabelecimento de S. muta11~ 

na cavidade oral. Entretanto, animais mantidos em dietas 

contendo outros carboidratos, podem desenvolver cárie (COL­
MAN et al., 1977). 

Embora tem sido amplamente divulgado que a es­

pécie S. mutan~ é altamente cariogênica para animais,outras 

espécies de estreptococos e at~ mesmo outros gêneros, podem 

induzir cârie. Assim, algumas espécies de estreptococos co­

mo S. 4alivakiU4, S. miti4, S. 4angui~, S. mille4i e entcro 

cocos. assim como também actinomicetos e algumas espécies 

de lactobacilos, tem demonstrado certa atividade cariogêni­

ca em animais gnotobiotos. Os níveis de cárie produzida por 

esses microrganismos é normalmente menor quando comparado 

com S. mutalt4, c geralmente esti limitada as fissuras ocltl­

sais do dente (G!BBO~S & van HOUTE, l975bl. 

Dessa forma, os estudos de induç~o de cirie em 

~n1ma1s por estreptococos. demonstram haver diferenças sig-
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nificativas entre esses microrganismos, dos quais S. muta~~ 

parece ser o mais patogênico. Alguns estrepiococos parecem 

ter uma habilidade diferente em colonizar certos animais, é 
o caso de S. Jangu-<.&, o qual pode se estabelecer bem em ra­

tos, mas não em hamsters (KRASSE & CARLSSÓN, 1970), Pesqui-

sas recentes tem demonstrado que a inoculação de misturas 

de bactérias em animais gnotobiotos, podem modificar a capa 

cidade cariogênica de determinadas cepas, quando na presen­

ça de outros microrganisnos como Veilione~ta alcale~een& 

(MIKX et a L, 1972, 1976), 

Desde que se demonstrou a capacidade cariogên! 
ca de S. mutan&, inúmeros pesquisadores tem voltado a sua 

atenção para a associação entre esses estreptococos e cárie 

em humanos. Devido ao fato de que a cárie normalmente se de 

senvolve em partes inacessíveis do dente, como fissuras, o­

rifícios e entre a junção dos dentes, um diagnóstico preve~ 

tivo se torna difÍcil. Quando se ê possível detectar a ca­

rie, tal processo cariogênico se acha bastante adiantado,on 

de a flora bacteriana presente pode não ser a mesma quando 

comparada com o início do processo (HARDIE & BOWDEN, 1976c) 

Assim, devido a tais problemas de diagnôstico nos estágio~ 

iniciais do processo, torna-se difícil a avaliação dos fatô 

res microbiolôgicos que estão associados com o início da do 
' 

ença. 

Do ponto de vista epidemiológico, os dados ob­

tidos da presença 011 aus~ncia de cirie e consequentemente u 

correlação com os tipos de bactêrias presentes, parecem es­

tar condicionados a determinados fatôres. Em alguns estudos 

a preval~ncia ou a frequência de isolamento de algumas esp~ 

cies, pode estar relacionada com a frequência de cárie na 

população. quando a investigação ocorre num determinado mo­

mento. Numerosos estudos nessas circunstâncias tem demons- 1 

trado t1ma assoc1aç~o entre a presença e nGmero de S. muta1tj 

com o nível de perda. ausência e obturação dos dentes (KRA~ 
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SE et al., 1968; JORDAN et al., 1969; HOERMAN et al •• 1972; -- -- -- -- -- --. 
LITTLETON et al., 1970; SCHAM SCHULA & BARMES, 1970; ROGERS 

1973; SHKLAIR et al., 1974; G!BBONS et al., 1974; -- -- -- -- LOESCHE 

et al., 1975). Parte desses estudos demonstraram que a cor­

relação entre S. mutan~ e cárie foi melhor observada em pl! 
ca dentária de superfícies individuais dos dentes, quando 

comparadas com a análise da saliva ou de um "pool" de mate­
rial de placa dentária (LOECHE et al., 197 5). 

Exceções na associação entre S. mutart~ e cárie 
foram detectadas em muitos estudos. Assim em muitos 

processo cariogênico foi observado em lugares onde 
casos o 

nao se 

detectou a presença de S. mutart~ e contrariamente, nem to­

das as superfícies infectadas mostraram sinais de cárie. 

Alguns tipos de estudos epidemiolÓgicos, se a­
presentam mais apropriados ao estudo do desenvolvimento da 
cárie. Em tais estudos, a população é examinada após um pe­
ríodo de meses ou anos, onde o desenvolvimento da cárie p~ 

de ser acompanhada clinicamente e radiograficamente. A amo~ 
tra para a análise microbiolÓgica pode ser coletada period~ 
camente de regiões cariogênicas dos dentes e os resultados 
correlacionados com a incidência da doença nesses sítios 
particulares. Esses estudos são muito trabalhosos e custo­
sos para serem realizados, e por essa razão se tornam irnpr~ 

prios. 

InÚmeras evidências entre o relacionamento de 
S. mu.tan-6 e o desenvolvimento da cárie dentária foi relata­

da (EDWARDSSON ~ '!.l·, 1972; IKEDA tl_ <!,l •. 1973; KEENE & 

SHKLAIR, 1974; De STOPPELAAR, 1971; WOODS, 1971; SWENSON et 

al., 1976), embora nem todas as informações publicadas fun­
damentam tais evidincias (MJKKELSEN & POULSEN, 1976). 

Estudos que estão sendo realizados e que estão 

ainda em progresso, demonstram não haver ainda, uma clara e 
vidência no aumento de espécies microbianas indi\·iduais pr~ 
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liminarmente a detecção de carie em regloes específicas dos 

dentes, quando observado em grupos de escolares após dois ~ 
nos de observação (BOWDEN et a1., 1976; HARDIE et a1. ,1977). 
Somente poucas regiões que desenvolvem cárie não demonstram 
a presença de S. mu~an4. Esses estudos envolvem um exame re 

gular de amostras de placas de 100 regiões cariogênicas em 

50 crianças, estando, portanto, ainda num estágio prelimi­
nar, cujo relato dos resultados obtidos, requer uma análise 

mais acurada, Entretanto, os resultados obtidos até o mame~ 
to, sugerem que o desenvolvimento de cárie, dependem da com 

binação de fatôres microbianos do que a presença ou ausen­
cia de uma espêcie em particular, como S. mutan4. 

Embora existam evidências da participação efe­
tiva de S. mu~a~~ no processo cariogênico corno um fator prin 

cipal, os dados obtidos parecem sugerir, que pelo menos, e~ 

se microrganismo se apresenta como um dos importantes agen­

tes etiolÓgicos. Há também, evidências imunolÓgicas demons­
trando a presença de concentrações razoáveis de anticorpos 
contra substâncias antigênicas de S. mutan~ no decorrer dos 
processos cariogênicos (LEHNER, 1975). 

A cárie dentária está entre as mais 
tes doenças da população brasileira. Além de ser 

importan­

dispendio-
so o seu tratamento, está associado a inexistência de méto­
dos de prevenção eficazes, já que tais métodos usados até o 
momento no contrôle dessa doença tem se mostrado ainda ine­
ficientes e inviáveis, principalmente em escala nacional. O 
sucesso de prevenção de algumas doenças através da imunote­

rapia, tem induzido os pesquisadores a trabalhar nesse cam­

po, na esperança de que, a cárie dental sendo uma doença i~ 

fecciosa, possa também ser prevenida por uma vacina. Exper! 
mentes tem sido realizados com animais como primatas e roe­
dores, desenvolvendo-se vários tipos de vacinas, incluindo 

cêlulas totais, parede celular e preparações enzimáticas c~ 
mo antígenos. 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
cárie tem sido revistos recentemente (BOWEN et al., 1976) . 

Parece claro, que investigações mais acuradas sejam realiza 
das antes de se iniciarem investigações de natureza clíni­

ca. 

Estreptococos viridantes são frequentemente i­

solados de infecções de canal dental e são também os orga­

nismos mais_comumente isolados de pus em cavidade oral(SIMS 
1974). Na maioria das publicações, não se tem verificado te~ 

tativas de identificar tais microrganismos a nível de espé­

cie. SIMS (1974) indicou que muitos dos isolados assemelham 

se ã S. m~t~o~. e em menor número ao S. ~angui~. 

Informações a respeito da destribuição de esp~ 

cies individuais em vários locais da cavidade oral comumen­
te infectaaos, tais como abcessos dentais, b6lsas periodon­
tais, pericoroni tes e cavidades secas, é bast.ante limitada 
até o momento. Levando-se em conta que o conhecimento da i­
dentidade de tais microrganismos não afetariam o tratamento 

clínico de tais infecções, tais observações passam a ter a­
penas um sentido acadêmico. Entretanto, em vista do envolvi 
menta em potencial do S. miite~i afetando outras regiões do 

organismo, seria interessante que estudos fossem feitos em 
relação ã distribuição dessas espécies em detalhes. O isola 
menta de S. mille~i de infecções de canal dental (MEJARE & 
EDWARDSSON, 19 7 5) . cáries dentais pro fundas (EDWARDSSON 

1974) e abcessos dentais (GUTHOF, 1956) tem sido relatado 

mas a frequência com que esses estreptococos ocorrem em in­
fecções orais não é conhecida até o momento. 

Atrav~s de investigações preliminares realiza-



- 39 -

das por OKELL & ELLIOT (1953), tem-se o conhecimento da e­
xistência de bacteremia após a extração de'ntaria. Estudos 

detalhados em tais casos, tem sido levado a efeito por ou­

tros pesquisadores, desde observações feitas por JOKINEN 
(1970). Embora as extrações dentais acarretem riscos para 

essas infecções, bactérias orais podem também serem introd~ 

zidas no sangue através de outros procedimento (LINEBERGER 
& DE MARCO, 1973). Muitos microrganismos podem estar prese~ 

tes em tais bacteriemias, mas a presença de estreptococos -
tem sido relatada com mais frequência (PHILLIPS et al, ,1976; 

SYMINGTON, 1975). ~ provável que as limitações existentes 

nesses estudos preliminares de bacteriemias dentais em iso 
lar outros tipos de microrganismos, principalmente anaeró­

bicos, estivessem relacionadas com os métodos de culturas 
então empregadas (CRAWFORD et al., 1974). 

Em muitas das publicações sôbre estreptococos 
isolados do sangue após tratamento dental e de pacientes com 

endocardite bacteriana, não foi possível identificar tais 
microrganismos a nível de espécie. Muitos dos estreptococos 
tem sido referido como S. vi4~dan~ o que torna difícil com­
parações mais detalhadas entre diferentes publicaçõesa esse 
respeito. Recentemente, cepas de S. mitioJt, estreptococos v.!_ 
ridantes intermediários e S. milteJti são os mais comumente 
isolados de pacientes, após extrações dentárias. O St~epto­
coccuh hanguió e S. mutanó tem sido encontrado menos fre­
quentemente, enquanto que não tem sido feita nenhuma mençao 
i presença de cepas de S. ~ativaJtiu4 ou enterococos (PHIL­

LIPS et '!.1·, 1976). 

O significado da bacteriemia, qualquer que se­
ja a origem da bacteria, é que pacientes com predisposição, 

podem desenvolver endocardite infecciosa. Nessa condição,as· 
bactérias colonizam a superfície das válvulas do coração 

' p1·opiciando amplas vegetações bacterianas. Pacientes com 
tal risco incluem aqueles com problemas reumáticos do cora-
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çao, anormalidades congênitas de vários tipos e após cirur­

gia cardíaca, especialmente após a inserçãO de válvulas car 

díacas. Tem sido observado que uma grande variedade de mi­
crorganismos podem causar endocardite infecciosa, mas os es 

' -
treptococos são os mais comumente envolvidos. Na forma sub-

aguda da moléstia, os estreptococos são os do tipo viridan 
tes ou não hemolíticos. 

Recentemente, importantes pesquisas sôbre es­
treptococos isolados de endocardite bacteriana e outros ti­

pos sistêmicos, tem sido relatados (PARKER & BALL, 1976;FA~ 

KLAM, 1977), demonstrando que os estreptococos mais frequeg 

temente isolados foram S. ~angu~ e S. rn~~o~. Essas duas 
espécies juntas, constituem cêrca de 60% das cepas de mi­

crorganismos, confirmando observações preliminares de vári­

os pesquisadores (WHITE & NIVEN, 1946; HEHRE, 1948; PORTER-
FIELD, 1950; FARMER, 1953). A espécie seguinte mais comum 
foi o S. mutan~ encontrado em quase 20% dos casos. Endocar­
dite devido a essa espécie, foi 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 tl (1974). Cepas de S. m.<tt<Jt;_ e S. 
~alivaniu~ foram somente isolados, em alguns casos de endo­
cardite. As observações de PARKER & BALL (1976) incluem um 
significativo número de enterococos e Stneptoeoeeu~ bovi~ 

os quais não foram incluídos nos estudos de FACKLAM. O 
Stneptoeoeeu~ bovi~ não fazem parte da flora oral humana e 

embora enterococos sejam encontrados em pequen_o número na 
cavidade oral, é muito provável que espécies pertencentes 
ao grupo D de Lancefield envolvidos em casos de endocardite 
provenham de outras áreas do organismo e não da bôca. 

Evidências clÍnicas que implicam microrganis­
mos orais como a causa de endocardite após urna bacteriemia 
dental, é invariavelmente circunstancial c retrospectiva,!~ 

vando-se em conta que a doença pode nio se tornar aparente 
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por muitas semanas e até mesmo meses após o seu início. En­
tretanto, utilizando-se de um modêlo animal, descrito orig! 

nalmente por GARRISSON & FREEDMAN (1970) foi demonstrado que 

endocardite estreptocócica pode ser reproduzida experimen­

talmente em coelhos como resultado de manipulações na cavi­
dade oral, como por exemplo uma extração dental (MCGOWAN & 
HARDIE, 1974). Nesse tipo de modêlo, lesões artificiais não 

infectadas são criadas para a inserção de cânulas no cora­

ção antes de introduzir organismos testes na corrente san­

guínea. A patologia da endocardite estreptocócica tem sido 

estudada extensivamente em coelhos corno modêlo por DURACK e 
colaboradores (DURACK & BEESON, 1972a,b; DURACK et a1. ,1974; 
DURACK, 1975a). Muitos desses estudos experimentais tem si­
do levados a efeito usando-se cepas dextrana positiva de S. 
mitio~ (S. ~angui~ 11) isoladas originalmente de pacientes 
com endocardite. Esse modêlo foi também empregado para tes­

tar a eficacia de métodos quemoterap~uticos e profiliticos 

(DURACK & PETERSDORF, 1973; DURACK et ~·, 1974; SOUTHWICK­
& SURACK, 1974; PELLETIER et !Ú.·, 1975; SANDE & IRVIN ,1974; 
HOOKE et al., 1975). MC GOWAN (1975) demonstrou que cepas 
de S. ~angui~, S. mi~io~, S. ~at~va~iu~, S. mu~an~, S. mil­

le.~i e S. ôae.c.a.ti~ são capazes de induzir endocardi te em 
coelhos quando administrados em altas doses. 

Pesquisas recentes envolvendo estreptococos i­

solados de uma variedade de casos clínicos indicaram,que e~ 
treptococos provenientes da cavidade oral podem estar envol 

vidas em outras infecções sistêmicas, além de endocardite 
bacteriana, incluindo lesões purulentas no céTebro, abdomem 
e tórax . Particularmente, S. mille~i (ou S. MG-inte~medi­

u.o e S. angino~u~ - c.on.o:te.tlatu~) foi encontrado em abeces­
sos cerebrais (PARKER & BALL, 1976; FACKLAM, 1977), enquan-



- 4 2 -

to que estreptococos isolados de material purulento de 
rios órgãos, indicaram pertencer à espécie S. m~tle4~. 

O Stneptococeuh mille~i foi originalmente 

-v a-

de no 

minado em isolados de abcessos dentais e outras infecções 

ao redor da bôca (GUTHOF, 1956). Não se sabe, até o momen­
to, se tal espêc i e possui outro "habitat" natural além da 

cavidade oral e trato respiratório. 
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MATERIAL E MGTODO$ 

1. MATERIAL 

Amostras de estreptococos das espécies S~ept~ 
coccu~ ~angu~~. StAeptococ.c.~ ~al~va4iU4, StAeptococcu~ mi­

tilJ, S-t.!t.e.p-toc.oc.c.u.b 6ae.c.a.l.L6 e S.t.te.ptoc.oc.c.u..& muta.n.&, 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 (Q.Jadro 1). 

2. METODOS 

2.1. Semeadura do Material 

Amostras liofilizadas dos estreptococos foram 
inoculadas em meio de tioglicolato (Thioglycollate Medium 
without indicator, 13SC-BBL) adicionado de uma pequena qua~ 
tídade de carbonato de cálcio, préviamente esterilizado a 
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120oc por 15 minutos, em autoclave. Posteriormente ao inócu 

lo, os tubos foram incubados a 37oc, durante 24-72 horas em 
jarra tipo Brewer, em condições de microaerofilia., usando­

se envelopes de GASPAK, 70304 (BBL). 

Após o crescimento bacteriano, com o auxílio 

da alça de platina esterili~ada 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 condições de 

microaerofilia já descritas acima. 

2.2. Conservação das amostras 

As amostras foram mantidas durante toda a exe­

cuçao do trabalho, em duas coleções: 

a) Na primeira, as amostras foram inoculadas 
em meio de tioglicolato, distribuído em camada alta, em tu­

bos de rosca (13Xl00mm) e adicionado de aproximadamenteO,lg 
de carbonato de cálcio por tubo. Com as tampas frouxas, os 
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 penetração de ar. Os tubos foram mantidos a temperatura 
ambiente, durante 30 dias, quando a coleção era então reno­
vada. 

b) Na outra coleção, as amostras foram estoca 
das em leite, no "freezer", à temperatura de -zooc. Leite 

denatado em pô foi dissolvido em água destilada (solução a 
10%) e autoclavado a llSOC, por 20 minutos. Para esta esto­
cagem, 2,0 ml de leite foram distribuídos assepticamente em 
pequenos tubos de rosca (13X45 mm), adicionando-se O,Sml de 
crescimento recente da amostra, em meio de tioglicolato(BBL). 
Esta coleção era renovada a cada 6 meses. 
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QUADRO 1 - Relação das espécies de estreptococos utilizadas 

nos experimentos. 

Material Abreviação 

S.tJte.p.toc.oc.c.u..ó .6 a.n.g u.-Ló Ss. 

S til.. e.p to c. o c. c. u.-6 .t.al.iva.Jtiu.& S. sal. 

S tJt e.p to c. o c. cu. .o m J..ti.ó S.m. 

St:Jt e.pto c. o c.c.u..6 mu.tan..6 S.m. 

S.tJte.ptoc.o c.c.u..o 6ae.c.a.LL6 Sf. 

Código da 
Unid. da Umea 

ATCC 10556 

ATCC 97 59 

OV-71 

"Ingbritt" R.(IBR) 

NCTC 775 

Amostras de estreptococos isoladas por Dr. B. Krasse, GÜte­

borg (Suécia). 
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Em ambas as coleções (préviamente a renovação), 
foram feitos contrôles de pure~a. inoculando-se a suspenção 
bacteriana em placas de agar-sangue e em meio de agar miti~ 
~alivarius (BBL), através do método de estria em placa. Po~ 
teriormente a sua incubação a 370C, em microaerofilia, era 

observada a morfologia colonial do crescimento bacteriano. 

2,3, Preparo de antígenos bacterianos para a obtenção de 
antissoros 

Tubos de ensaio com rosca contendo cerca de 10 
ml de agar-sangue, foram semeados com a amostra de S~epto­
cocc~ •dngui<, e incubadas a 370C 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 estéril. 
À suspensão resultante, foi adicionado 1 ml de mertiolado 

incolor, permanecendo 1 hora em T.A. Posteriormente adicio­

nou-se 10 ml de solução fisiológica fenicada e colocou - se 
em banho-Maria durante 1 hora a 6ooc, Após esses procedime~ 

tos, semeou-se o material em meio de âgar-sangue para con­

trole de crescimento. O número de bactérias em suspensão foi 
padronizado pelo método de McFarland, que se baseia no fa­

to de que uma suspensão bacteriana equivalente a 3,4 na es­

cala, corresponde a 1.200.000 bactirias/ml. (antígeno 1). A 

metodologia empregada no preparo do antígeno 1, baseou - se 

naquela descrita por BIER (1975) para o preparo de autovaci 
nas, com modificações introduzidas em nosso laboratório (E~ 

quema 1) . 

À tubos de ensaio contendo meio de cultura de 

TSB (Trypticase Soy Broth- BBL), foram inoculados material 
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ESQUEMA 1 - Preparo de antígenos bacterianos para irnuniza­
çao. 

Suspensão bacteriana 

I 

inóculo em agar-sangue 

j Crescimento f 

diluição e m salina e transferên­

ubos de ensaio c ia para t 

I Suspensão J 

1 ml de me rtiolato incolor 

1 hora em 

j Suspensãoj 

10m! de so 
B.M. - 1 h 

Semeadura 
(Controle 

j Suspensãoj 

padroni zaç 

(1.200.000 

Antígeno 1 I 

T .A. 

1. fisiol. fenicada 

ora a 6QOC 

em agar-sangue 
de Crescimento) 

ao (Mc-Farland) 

bactérias p/ml) 
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bacteriano de St~eptocoecu~ ~angul~ (crescido em meio de a­
gar-sangue), permanecendo por 18 horas a 37°C. As células 

foram centrifugadas, lavadas duas vêzes, 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) (antígenos 2 e 3). A metodologia 

empregada no preparo dos antígenos 2 e 3, baseou-se naquela 

descrita por BRATHALL (1969), com modificações introduzidas 

em nosso laboratório. As suspensões foram preparadas sema­

nalmente à cada série de injeções (Esquema 2). 

2. 4. Inoculações 

Foram usados coelhos adultos mantidos em dieta 

comum. Após a retirada de 5 ml de sangue para a obtenção de 
soro normal a ser usado corno contrôle, suspensões bacteria­

nas padronizadas, conforme descritas no ítem 2.3., foram i~ 

jetados na região próxima ao linfonódulo (OLIVEIRA, 1975) . 

As injeções foram feitas com os antígenos (antígeno 1) bac­
terianos emulsionados em Adjuvante de Freund incompleto(25% 

lanolina + 75% nujol) em partes iguais (V/V) em doses de 

1,5 ml da suspensão bacteriana, com intervalos de 15-17 di­

as entre cada injeção, num total de 2 injeções para cada a­

nimal (Quadro 2). 

Antissoros para os antígenos descritos no ítem 
2. 3 (antígenos 2 e 3) foram obtidos, inoculando-se coelhos 

adultos mantidos em dieta comum, utilizando-se, respectiva­

mente os seguintes esquemas: 

a) Suspensões bacterianas padroni:adas, confo~ 

me descritas no preparo dos antígenos ~e 3, foram injeta-
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Preparo de antígenos bacterianos. 

Crescimento em 

agar-sangue 

inôculo em T.S. 

18-24 hs. - 37° 

I Suspensão 

centrífuga - 3. 

I 
I Sn J Sd 

I 
I Eliminado I lavagem e 

1 Suspensão I 
B.M. 600( 

+ 
ressuspen 

5. 1 o 8 c 

Antígenos ' e ; -

B. 

c 

500 rpm 

m salina - 2 xs 

sao em salina 
els/ml 
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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 injeção. Sete dias após a Última injeção, os coe 

lhos foram sangrados por punção cardíaca ou pela veia margi 

nal da orelha do coelho (Quadro 2). 

O esquema de imunização empregado para esse ti 

po de antissoro, baseou-se naquele utilizado por YANO (1976). 

b) Outros dois coelhos foram injetados com as 
mesmas suspensoes bacterianas, durante quatro semanas (tres 

dias consecutivos a cada semana). As tres primeiras inje­
çoes 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(Qu~ 
dro 2). 

O esquema de imunização empregado para esse ti 

po de antissor_?, baseou-se naquele utilizado por BRATTHALL 
(1969), com modificações introduzidas em nosso laboratório, 

2.5. Sangria, preparo e conservaçao dos antissoros 

Preliminarmente à injeção de antígenos, fez-se 
uma sangria e o soro normal obtido (SN) foi conservado no 
congelador, para testes posteriores como contrôle nas rea­
çoes serolôgicas. 

Após a primeira 
o antígeno 1), iniciaram-se 

po variados e preparou-se o 

inoculação de antígenos (para 

as sangrias a intervalos de tem 
antissoro (AS), Nos demais es-

quemas de imunização. as sangrias foram efetuadas após a Úl 

tima injeção de antígeno, conforme o esquema de imunização 
utilizado (Quadro 2). 

~as sangrias. fe:-se um pequeno corte longitu-



QUADRO 2 

Antígeno 

Ss. ATCC 

Ss. ATCC 

Ss. ATCC 

Ss.ATCC 

AS.Ss.ATCC 

" ( 1 fn) 

7 (i.o) 

- 5 ~ -

Esquema de imunização dos antissoros obtidos 

pela injeção no linfonôdulo, veia marginal e 

intramuscular de coelho, com suspensões bacte­

rianas de S. oanguLó. 

Coelho n'? 

162 

167 

168 

n 9 de injeções 
do antígeno 

2 ( lfn) 

12 (im-lfn) 

- (i.o.) 

antissoro contra S. ~anguiJ 

Sigla do 
Antissoro 

AS.Ss.ATCC 162 

AS.Ss.ATCC 16-

AS.Ss.ATCC 168 

duas injeções no linfonódulo do coelho 

sete injeções intravenosa - veia margina rla 

orelha 

12 fim - lfn)- nove injeções intramusculares e 3 injeções 

no 1 infonódulo. 
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dinal na ve1a 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 (centrífuga Alpha-soro IA). Distribuiu-se o mate-
rial em vidros (5 ml cada) e adicionou-se Mertiolado 

concentração final de 1:10.000. 
numa 

2.6. Preparo de antígenos utilizados nos testes serológi 

c os 

No preparo de antígenos bacterianos para serem 

utilizados nos testes serolÔgicos em reação com os diversos 

tipos de antissoros obtidos, utili~zou-se os seguintes esqu~ 

mas: 

a} susp~nsoes em água destilada estêril; 
b) suspensoes em salina 0.85~ estéril; e 
c) âcido 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.diluído em salina, :1gua 

ou ácido acético e tran~ferido para um tubo de ensaio esté­

ril, o qual permaneceu durante 1 hora em T .. \. (Esquema 3 J. 

Posteriormente, essas su~pens6es foram centrifugadas a 

5.000 rpm (centrífuga Alpha-soro IA) durante 15 minutos e o 

sobrenadante utilizado como ant!genos nos testes serol6gi­

cos (Extratos A. S. AAC). 

Procedimento semelhante fol efetuado a partir 

do crescimento em tubos de ensaio contendo meio de Tioglic~ 

lato [E>;tratos A]. S1 .:\ACj). 



- 54 -

ESQUEMA 3 - Sequências utilizadas para o preparo de extra­

tos de suspensões bacterianas para serem utili 

zados nas reações serológicas. 

. . 

Esquema A 

') 

elilllinado 

(Z) 

centrífug8 3500 Tpl'll 

(10-lS mirutos) 

ressuspensâ.o 
enA,BeC 

' lh:lraaT.A. 

~ cerrtdfuga 3500 rpm 

1 

Esquema B 

:: 

inóculo err, 3 

~uspen~c do c:~<:!oe~ 

mente 150 A. B f C 

1 hora SI! T.A. 

centrífuga 3500 rpt. 

eli.Jrunado 

1 - crescimento bacteriano de material liofilizado; 2- sus 

pensão bacteriana (meio de Tioglicolato); 3 -meio de igar 

sangue~ A- água destilada estéril; S- salina 0,85% esté­

ril; A.AC - ácido acético a 1%. 
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Antígenos foram também preparados de acordo com 

LANCEFIELD (1933) e RANTZ & RANDALL (1955) para serem usa­

dos nas reações serolÓgicas. 

Segundo LANCEFIELD, suspensoes bacterianas cres 

cidas em meio de cultura por 24 horas, foram suspensas em 5 
cc de solução fisiolÓgica adicionado de HCl 1/ZON e testada 

com papel vermelho de Canga. Posteriormente o tubo de ensaio 

foi imerso em água fervente por 10 minu·tos, esfriada sob á­
gua corrente e centrifugado. O precipitado foi descartado e 

o sobrenadante utilizado como antígeno nas reações -Extrato 
L - (Esquema 4) . 

Antígenos preparados segundo RANTZ & RANDALL, 
foram obtidos inoculando-se o material por 18-24 horas em 
meio lÍquido, composto de 20 grs de Tryptose (Difco), 2 grs 
de dextrose, 5 grs de cloreto de sódio e 2,5 grs de NazHP04 
p/1 de água destilada. Posteriormente ao crescimento, quan­

tidades de 40 ml :(oram colocadas em tubos de centrífuga e 

autoclavadas. Após centrifugação eliminou-se o sobrenadante 
e ao sedimento adicionou-se O, 5 ml de cloreto de sódio 0,9%. 

O sedimento foi então suspenso com leve agitação. Após esse 
procedimento, os tubos foram autoclavados por 20 minutos a 
1 atmosfera. Em seguida, centrifugou-se a suspensao resul­

tante, eliminando-se o sedimento, sendo o sobrenadante uti­
lizado como antígeno (Esquema 5). 

2. 7. Testes serológicos 

Testes serolÓgicos denominados Teste do ane 1 
(Ring test), foram realizados afim de se verificar a reati-
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Preparo de extratos bacterianos para serem u-
tilizados nas reações serológicas, 
LANCEF!ELD. 

Suspensão bacteriana 

centrífuga 3500 rpm 

segundo 

eliminado 

ressuspensão em sol. 

fisiológica 
+ 

HCl 1/ZON 

Suspensão ácida 

água fervente - 10 min. 
+ 

resfriamento 
+ 

centrífuga 3500 rpm 

Extrato L eliminado 
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Preparo de extratos bacterianos para serem u­

sados nas reações serolÓgicas, segundo RANTZ 

& RANDALL. 

Suspensão bacteriana 

aliquotas de 40 ml/tubo 

Autoclave - l Atm (lO minutos) 

centrífuga 3500 rpm 

Suspensão em 

0,5 ml de NaCl 0,9% 
eliminado + 

autoclave - l Atm 
(20 minutos) 

Suspensão 

centrífuga - 3500 rpm 

Extrato R-R I 
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vidade do soro dos animais inoculados (a cada sangria). em 

reaçao com os antígenos de suspensões bacterianas. 

2.7.1. Dupla difusão em gel de agar 

Testes serolÓgicos de dupla difusão em gel 

de agar a 1% foram realizados com os antissoros AS.Ss. ATCC 

162; AS.Ss.ATCC 167 e AS.Ss.ATCC 168 em reação com os an~í­
genos de suspensões bacterianas preparados de acordo com o 
ítem 2.6. Os testes foram feitos em gel de agar a 1% (OUCH­
TERLONY, 1949, 1958 e 1962) em tampão PBS O,OlM pH 7,0, tam 

" -
pão veronal 0,025M pH 8,6 e em agar água (HOFLING, l975),o~ 

de testes de tempos de colocação dos reagentes (antígeno e 

antissoro) foram analisados. 
Foram efetuadas as reações serolÓgicas com c~ 

da antígeno individualmente e depois em conjunto. sendo am­
bos os procedimentos realizados com as sangrias obtidas pa­
ra cada antissoro em particular. 

2.7.2. Determinação do título dos antissoros 

Foram utilizados testes serológicos de dupla 

difusão em gel de agar na determinação do título dos antis­
soros obtidos. Os antissoros foram diluídos em salina 0,85%, 
seguindo-se uma progressão geomêtrica de razão 2. 



RESULTADOS 
' 
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RESULTADOS 

1. T!TULO DOS ANTISSOROS 

Os testes serológicos de dupla difusão (ouch­

terlony) em combinações homÓlogas, utilizados para a deter­
minação do título de antissoros obtidos pela injeção de sus 
pensões bacterianas padronizadas de S. 6dngu~~. permitiram 
verificar diferenças no título de anticorpos, tal como ilu~ 

tra o quadro 3. Os títulos máximos obtidos para AS.Ss.ATCC. 
162 revelaram valôres de 4 na injeção com antígenos obtidos 
segundo o ítem 2.3. Os resultados obtidos nos testes com os 
antissoros AS.SS.ATCC 167 e 168, através da inoculação com 
os antígenos de suspensões bacterianas padronizadas segundo 

BRA~L. mostraram valôres de 16 e 8, respectivamente, qua~ 
do comparados. O soro normal (SN) usado como Contrôle, não 
apresentou reação. 

2. TESTES SEROLCGICOS 

Serão analisados os resultados obtidos em rea-
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QUADRO 3 Título máximo dos antissoros obtidos nas imuni 

zaçoes. 

Coelho 

n' 

162 

167 

168 

• 

Antígeno 

S.mu.ta.M 

S.mu.ta.M 

S.mu.ta.M 

Código do 

Antissoro 

AS.Ss.ATCC 162 

AS.Ss.ATCC 167 

AS.Ss.ATCC 168 

Título* dos antis 

soros nos testes 

de dupla difusão 

4 

16 

8 

SN 

Título do antissoro representado pelo inverso da diluição. 

SN soro normal 

não apresentou reaçao 
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çoes serolÓgicas de dupla difusão com os AS.Ss.ATCC 162 

AS.Ss.ATCC 167 e AS.Ss.ATCC 168. em reação com antígenos 

(extrator de suspensões bacterianas) obtidos por tratamen­
tos diversos., de S . .õangu.t-6, S. 6ae.c.aU.ó, S. m.Lt--L6, S . .6a.l.-i.. 

va4iu.h e. S. muta.n-6. 

A análise das linhas de precipitação (LP) ob­

servadas, foram feitas em função dos sistemas imunoprecipi­

tantes detectados (Esquema 6). 

2.1. Testes Sero1ógicos empregando-se AS.Ss.ATCC 162 

StJt.e.ptoc.occu.-6 J..a.ngu.t<. 

As reações serológicas de dupla difusão em gel 

de ágar-água a 1% com antígenos de suspensões bacterianas 

em a) água destilada estéril, b) salina 0,85% estéril, c) á 

cido acêtico a 1\, d) segundo LANCEFIELD e e) segundo Rant~ 

gandall de S • .õa.ngu.-i..-6, respectivamente, A, S, AAC, L e R-R, 
não demonstraram reação positiva em nenhuma das reações efe 

tuadas, observando-se reação inespecífica nos testes efetua 

dos com antígenos de suspensões bacterianas em ácido acéti­

co - AAC, as quais foram detectadas em todos os testes efe­

tuados com esse antissoro. Os resultados obtidos nas rea­

ções com o antígeno L (segundo LANCEFIELD) não demonstraram 

reação positiva com nenhuma das sangrias obtidas. Esse mes­

mo comportamento foi observado em todos os demais testes e­

fetuados com esse antissoro (Quadro 4). 

As reações serolÓgicas efetuadas em agar a 1% 

em tampão veronal, se apresentaram fracamente positivas, re 

velando o aparecimento de uma linha de precipitação (LP)nas 

reações com os antígenos de suspensões bacterianas A e S.Po 

de-se verificar que para o antígeno A, as reações foram po­

sitivas a partir da 9~ sangria obtida, o que demonstra rea-
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ESQUEMA 6 - Fotografia e gráfico dos tipos de linha de 

precipitação (LP) observadas nas reaçoes 

serológicas de dupla difusão em ágar,entre 

antissoros e antigenos de suspensões bacte 

rianas Lhom51ogos e heterólogos) 

A@ A0 o 

~ 
® ~o ~ o 

B 0 ~) 
® ® o o o o 

® o o 

AS - RJltissoro 

at - :lntígeno 

.\.B.C Linhas de pre~1pit~cão 



- 64 -

çao positiva seis dias apôs a zê injeção de antígenos. Nas 
reações com o antígeno S, observou-se também reação 
va, apôs a 8~ sangria, 4 dias após a 2~ injeção de 

nos, não se verificando reação p9sitiva com relação 

positi­

antíge­

a Últi-

ma sangria obtida. Para as demais reações, efetuadas com os 

antígenos L e R-R, as reações foram negativas. (Quadro S). 

Os testes serológicos de dupla difusão em gel 

de ágar a 1% em tampão PBS, com os antígenos de s~spensões 

bacterianas obtidos, revelaram o aparecimento de reação fr! 

camente positiva para o antígeno A, na 10~, 11~ e 12~ san­

grias, verificando-se o mesmo comportamento com relação ao 
antígeno S. Nesses testes efetuados, pode-se verificar tam­

bém reação fracamente positiva com relação ao antígeno R-R, 
na sê, 9~. 10~, 11~ e 12~ sangrias obtidas, respectivamen­

te 4, 6, 8, 10 e 12 dias após a 2ê injeção de antígenos 

(Quadro 6). 

2.2. Testes Serológicos empregando-se AS.Ss.ATCC 167 

Nas reações com S. bangu~b em âgar agua a 1% , 
pode-se verificar reações positivas com os antígenos de sus 

pensoes bacterianas A e R-R, observando-se também reações 
fracamente positivas com o antígeno S. Não se detectou rea­
ção positiva com relação ao antígeno L (segundo LANCEFIELD), 

observando se reação tipo inespecífica com relação ao antíg~ 
no AAC, o mesmo verificando-se para os demais testes efetua 
dos com esse antissoro. (Quadro 7). 

Os resultados dos testes em agar a 1% em tam­

pao verona1, demonstraram o aparecimento de reações positi­
vas com os antlgenos A e R-R, verificando-se reações negati 
vas para os antígenos Se L, quando comparados (Quadro 8) 
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Nos testes em ágar a 1% em tampão PBS, constatou-se reaçao 

positiva apenas para o antígeno R-R, não detectando-$C rea­

ções positivas para os demais antígenos, quando comparados. 

(Quadro 9). 

2.3. Testes Serológicos empregando-se AS.Ss.ATCC 168 

As observações decorrentes da análise das rea­
ções com S. ~angu~~ revelaram o aparecimento de reações po­

sitivas sõmente com relação ao antígeno R-R, não se verifi­
cando nenhuma reaçao com os demais antígenos obtidos, res­

pectivamente, A, S e L. Reações inespecíficas foram observ~ 

das com relação ao antígeno AAC, verificando-se o mesmo com 
portamento para as demais reações feitas com esse antissoro 

(Quadro 7.). 

Os resultados obtidos nos testes efetuados em 
ágar a 1% em tampão veronal, mostraram o aparecimento de 

reações positivas, sõmente com relação ao antígeno R-R, o 

mesmo nao se verificando com relação aos demais antigenos 

os quais nao apresentaram reação, quando comparados (Quadro 

3). 

Os resultados obtidos nos testes feitos em -a-

gar a 1% em tampão PBS, revelaram reações fracamente posit~ 

vas sõmente para o antÍgeno R-R. Nas demais reaçoes com os 

antígenos A, S e L, não se verificou reação positiva (Qua­

dro 9). 

2.4. Testes Serol6gicos empregando-se AS.Ss.ATCC 162 
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As reaçoes serolÕgicas de dupla difusão em gel 

de ágar a 1% em tampão veronal com antígenos de S. ~angui~ 

em agua destilada estéril, em que variações de tempos de c~ 
locação 

(Quadro 
dos reagentes (antígeno e antissoro) foram testados 
10), revelaram reações fracamente positivas ( nona 

sangria), e reações positivas (décima e décima primeira sa~ 
gria) a O, 1, 2, 3 'e 4 horas de colocação do antígeno, após 

a colocação do antissoro. Na décima segunda sangria, as re! 

çoes foram fracamente positivas e positivas, respectivamen­

te a O, 1, 4 e 2,3 horas de colocação do antígeno. Não se 

observaram reações positivas nas demais reações com as san­
grias restantes. 

Nos testes com antígenos de S. ~angui~ em água 

destilada estéril, em que inverteu-se o sistema, houve o a­
parecimento de reações positivas e fracamente positivas,re~ 

pectivamente a 1 hora e O, 2, 3, 4 horas de colocação do a~ 

tissoro, após a colocação do antígeno para a décima primei­

ra sangria (Quadro ll). 

Os testes efetuados com antígenos de S.~angu~ó 
em salina estéril, demonstraram reações fracamente positi­
vas e positivas, respectivamente, para a nona, décima e dé-
cima primeira sangrias. Na décima segunda sangria as rea-
ções foram positivas a 1,2 e 3 horas de colocação do antíg~ 
no após a colocação do antissoro, e fracamente positivas os 

testes a O e 4 horas de reação (Quadro 12). Os testes en que 
manteve-se o antígeno a O horas e testou-se tempos de colo­
caçao do antissoro, observou-se reações fracamente positi­
vas e positiva, respectivamente a 1 hora e O horas de rea­

ção. Não foram observadas reações positivas nos demais tem­
pos de colocação dos reagentes (Quadro 13). 

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



- 67 -

StAeptococcu~ ~angu~~ 

Os resultados obtidos nas reações de dupla di­

fusão em gel de âgar-água a 1% com antígenos de suspensoes 

bacterianas em água destilada estéril, demonstraram reações 

positivas a O, 1, 2, 3 e 4 horas de colocação do antígeno, 

após a colocação do antissoro. Os testes em que inverteu-se 

o sistema, demonstraram também reação positiva a O, 1, 2, 3 

e 4 horas de colocação do antissoro (Quadros 14 e 15). 

As reações serolÓgicas com antígenos de suspe~ 

soes bacterianas segundo RANTZ & RANDALL (R-R), revelaram 

reações positivas e fracamente positiva, respectivamente, a 

O, 1, 2, 3 e 4 horas de colocação do antígeno, apôs a colo­

cação do antissoro. Os testes onde inverteu-se o sistema de 

reação, revelaram reações positivas a O, 1, 2 e 3 horas de 

colocação do antissoro, e ap6s 4 horas as reaçoes foram fia 

camente positivas (Quadros 16 e 17). 

Os testes feitos em ágar a 1% em tampão PBS , 

com antígenos de suspensões bacterianas R-R, demonstraram 

reaçÕe!.? positivas a O, 1, 2, 3 e 4 horas de colocação do an 

tígeno, após a colocação do antissoro. Essas reações foram 

fracamente positivas e positiva, respectivamente, a 1, 2,3, 

4 e O horas, quando testou-se tempos de colocação do antis­

soro em relação ao antígeno colocado a O horas (Quadros l'< 

e 19). 

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

S.tJtep.toc.otc.u..o ~~angu.L~ 

Os testes com esse antissoro em reaçao com an­

tigenos R-R em igar-água a 1%, demonstraram reaçcies positi­

vas a O, 1, 7 ::; e -1 horas de colocação do antígeno em rela 
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çao ao antissoro. Nos testes onde inverteu-se o sistema, o 

mesmo quadro serolOgico foi observado (Quadros 20 e 2!). 

Os resultados obtidos nas reações de dupla di­

fusão em gel de ágar a 1% em tampão veronal, com essa espé­

cie, revelaram reações positivas e fracamente positivas,re~ 

pectivamente, a 0,1 e 2, 3, 4 horas de colocação do antíge­

no, após a colocação do antissoro. Os resultado obtidos in­

vertendo-se o sistema, demonstraram reaçoes positivas e fra 

camente positivas, respectivamente, a O, 1, 2 e 3, 4 horas 

de reação (Quadros 22 e 23). 

3. REAÇOES HOMOLOGAS E HETER0LOGAS 

3.1. Testes Sero1Õgicos empregando-se AS.Ss.ATCC 162 

Os resultados obtidos nos testes serológicos de 
dupla difusão em gel de agar a 1% em tampão PBS empregando 
~e o antissoro As.Ss.ATCC 162 em reação com antígenos de 

suspensões bacterianas em água destilada estéril de S. ~an­

gui~, S. ~alivaniu~. S. mutan~. S. miti~ e S. 6aecali~ reve 

!aram o aparecimento de reações positivas para S. ~angui~ e 

reações fracamente positivas para as demais espécies testa­

das (Quadro 24). Pode-se verificar o aparecimento de 2 li­

nhas de precipitação (LP) a LPA e C nas reações com o homó­

logo S.~angui~, o mesmo observando-se com relação aos hete­

rólogos S. m~t~~ e S. &ativa~iub. As reações com S. 6aeca -

ti~ e S. mu~an~ demonstraram o aparecimento da LP-A (Figura 
1) . 

As reaçoes serolÓgicas de dupla difusão em gel 

de ágar água a 1% em tampão PBS com antígenos de suspensões 

bacterianas em salina revelaram o aparecimento de reaçoes 
fracamente positivas em todos os testes efetuados com o ho-
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mÓlogo S. ~angui~ e os heterólogos S. m~~i~, S. 6aeeai~~,S. 

~aiiva4iu~ e S. mutan~. Pode-se verificar apenas um halo de 

precipitação fracamente positivo correpondente à LP-A (Fig~ 

ra 2). O mesmo comportamento foi observado com relação as 

reações efetuadas com antígenos obtidos segundo Rantz & Ran 

dall, não observando-se reação positiva com o heterólogo S. 

óaeeatú (Figura 3) o 

3o2o Testes SerolÓgicos empregando-se ASoSsoATCC 167 

As observações decorrentes da análise das rea­

çoes em gel de âgar água a 1% com esse antissoro em reaçao 
com os antígenos homôlogos e heterólogos em á.gua.. nao 

revelaram reação positiva em nenhum dos testes efetuados 

(Quadro 25)0 

Os resultados obtidos nos testes efetuados em 

gel ágar água a 1% com antígenos de suspensoes bacterianas 

em salina, mostraram o aparecimento de reações positivas a­

penas para o antígeno homólogo - S. &angui& - não se verifi 

cando reações positivas com as demais espécies testadas(Qu~ 

dro 26). Os testes efetuados com esse mesmo antissoro, em 

reação com antígenos obtidos segundo Rantz & Randall (R-R) 

revelaram reação positiva para S. &angu~&, S. &aliva~~u& e 

S. riaecal~&, verificando-se reações fracamente 

com relação a S. mlti&. Reações negativas foram 

para a espécie S. mutan& (Quadro 27). Observou-se 

positivas 

observadas 

sõmente 

uma LP, nas reaçoes positivas e fracamente positivas obti­

das o a L P-C (Figura A) o 

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

:\as reaçoes serolÓgicas de dupla difusão em gel 
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de ágar-água a 1% com esse antissoro em reação com antíge­

nos de suspensões bacterianas segundo Rantz & Randall(R-R), 

pode-se observar reação positiva com o homólogo S. ~a~gu~~ 

e os heterOlogos S. rn~t~~ e S. riaeca!i~. não se verificando 

reação com S. &aliva~~u& e S. muta~~ (Quadro 28). Nas rea­
ções positivas com S. ~angui&, S. miti& e S. 6aecali~ obser 

vou-se sõmente uma LP, a LPC (Figura 5). 

3.4. Estudos comparativos dos padrões obtidos por dupla 

difusão em gel de âgar com os homólogos e heterólo­

gos 

Serão analisadas as reaçoes serológicas de du­

pla difusão em gel de ágar-água a 1%, através da observação 

comparativa dos padrões obtidos nos testes com os heterólo­

gos S. miti&, S. 6aecali~ e S. &ativa~iu~ em relação ao ho­

mólogo S. ~a~gui~. 

3.4.1. Testes SerolÓgicos empregando-se 

AS.Ss.ATCC 167 

Os resultados obtidos nos testes serológicos 

de dupla difusão em gel de âgar-água a 1% com antÍgenos de 

suspensões bacterianas ob~dos segundo Rantz & Randall(R-R) 

dos heterólogos em relação ao homólogo S. ~angui6, demons­

traram o aparecimento de reações de identidade total, obse~ 

vando-se a presença de LP coalescentes entre os antígenos 

de S. miti6, S. ~ae~at~~. S. ~at~va~iu~ e S. 6angu~6 quando 

comparados. (Figura 6). 

3.4.2. Testes Serológicos empregando-se 

AS.Ss.ATCC 168 
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Nas reaçoes serolôgicas de dupla difusão em 

gel de âgar-âgua a lt com esse antissoro, em reaçao com an­

tígenos de suspensões bacterianas obtidas segundo Rantz & 
Randall (R-R) dos heterólogos S. rnit~ó, S. 6aeoal~ó e S. óa 
liva~iu~ em relação ao homólogo S. ~angui~. revelaram o ap~ 
recimento de reações de identidade total ou fusão, detecta­

das através da presença de LP coalescentes entre os diver­

sos antígenos, quando comparados (Figura 7). 
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QUADRO 4 - S. óangu~ó contra AS.Ss.ATCC 162. Testes sero1ó­

gicos de dupla difusão em gel de ágar-água a 1~ 

com antígenos de suspensões bacterianas. 

Ordem e data 

da sangria 

04/02.1 

07/05.1 

09/07.1 

11/09.1 

14/12.1 

16/14.1 

18/16.1 

21/04.2 

23/06.2 

25/08.2 

28/10.2 

30/12.2 

01/14.2 

04/17.2 

+ 

A 
s 
MC 
L 
R-R 
Numerador 
Denominador 

' 

Resultado das reaçoes obtidas com os diversos antígenos 

A s MC L R-R 

? 

? 

? 

? 

' 
? 

? 

? 

, 

' 
? 

? 

, 
- reaç~es positivas 
- reaçoes negativas 
- Extratos solúveis em água destilada estéril 
- salina 0,85% estéril 
- ácido acético a 1% 
- extratos ácidos segundo Lancefield 
- extratos em autoclave segundo Rantz & Randall 
- ordem de sangria obtida 
- dias após a ultima injeção de antí~eno (19 dígito) 

número de série das injeções (29 d1gi to) 
reações inespecÍficas 
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QUADRO 5 - S. óang~ó contra AS.Ss.ATCC 162. Testes sero1Ógi 

cos de dupla difusão em gel de âgar a 1\ em tam­

pão veronal com antígenos de suspensões bacteria­

nas. 

Ordem e data 

da sangria 

Resultado das reaçoes obtidas com os diversos antígenos 

04/02.1 

07/05.1 

09/07.1 

11/09.1 

14/12.1 

16/14.1 

18/06.1 

21/04.2 

23/06.2 

25/08.2 

28/10.2 

30/12.2 

01/14.2 

04/17.2 

A 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

s 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ - reaç~es positivas 

AAC L R-R 

? 

? 

? 

? 

? 

? 

' 
' 
? 

' 
? 

? 

? 

? 

- reaçoes negativas 
A - extratos solúveis em agua destilada estéril 
S salina 0,85% estéril 
AAC - ácido acético a 1% 
L extratos âcidos segundo Lancefield 
R-R extratos em autoclave segundo Rantz & Randall 
~umerador - ordem de sangria obtida 
Denominador - dias a pôs· a ultima injeção de anti~eno (1 9 dígito) 

número de série das injeções (29 d1gito) 
reações inespecíficas 



- 7 4 -

QUADRO 6 - S. "angu~" contra AS.Ss.ATCC 162. Testes sero1Õgi 

cos de dupla difusão em gel de âgar a 1% em tam­

pão PBS com antígenos de suspensões bacterianas. 

Ordem e data 

da sangria 

04/02.1 

07/05.1 

09/07.1 

ll/09.1 

14/12.1 

16/14.1 

18/16.1 

21/04.2 

23/06.2 

25/08.2 

28/10.2 

30/12.2 

01/14.2 

04/17.2 

+ 

A 
s 
AAC 
L 
R-R 
.\umerador 
Denominador 

Resultado das reaçoes obtidas com os diversos antígenos 

A s AAC L R-R 

? 

? 

? 

? 

? 

? 

? 
+ 

? + 

+ + ? + 

+ + ? + 

+ + ? + 

? 

? 

reaç~es positivas 
reaçoes negativas 

- extratos solGveis em agua destilada est~ril 
salina 0,85% estéril 

- âcido acêtico a 1% 
extratos ácidos segundo Lancefield 

- extratos em autoclave segundo Rantz e Randall 
ordem de sanaria obtida 
dias após a ultima injeção de antí~eno (1'? dígito) 
número de série das injeções (2" d1gito) 
reações inespecíficas 
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QUADRO 7 -S. oangul• contra AS.Ss.ATCC 167-168. Testes sero 

lÓgicos de dupla difusão em gel de ãgar-água a 1% 

com antígenos de suspensoes hacterianas. 

Ordem e data 

sa sangria 

AS. Ss.ATCC 167 

22/07.12 

AS.Ss.ATCC 168 

22/07.07 

+ 

A 
s 
AAC 
L 
R-R 
Numerador 
Denominador 

Resultado das reaçoes obtidas com os diversos antígenos 
----

A s AAC L R-R 

+ ? + + 

? + 

- reaç~es positivas 
- reaçoes negativas 
- extYatos solúveis em agua destilada estéril 
- salina 0,85% estéril 

ácido acêtico a 1% 
- extratos âcidos segundo Lancefield 

extratos em autoclave segundo Rantz & Randall 
ordem de sangria obtida 

- dias após a Última injeção de antígeno (19 digito) 
número de série das injeções (: 9 dígito) 

- reações inespecific;ts 
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QUADRO 8 - S. •angu~• contra AS.Ss.ATCC 167-168. Testes sero 

lógicos de dupla difusão em gel de ágar a 1% em 

tampão veronal com antígenos de suspensões bacte­

rianas. 

Ordem e data Resultado das reaçoes obtidas canos diversos -antlgenos 

da sangria A s MC L R-R 

AS.Ss.ATCC 167 

22/07.12 + ? + 

AS.Ss.ATCC 168 
22/07.07 ? + 

+ - reações positivas 
- reações negativas 

A - extratos solúveis em água destilada estéril 
S - salina 0,85% estéril 
AAC - ácido acético a 1% 
L - extratos ácidos segundo Lancefield 
R-R - extratos em autoclave segundo Rantz & Randall 
Numerador - ordem de sangria obtida 
Denominador- dias após a lil tima injeção de antígeno (1"' dÍgito) 

número de série das injeções (2 9 dÍgito) 
~ - reações inespecífica 



- 77 -

QUADRO 9 -S. õangu~ô contra AS.Ss.ATCC 167-168. Testes se­

rológicos de dupla difusão em gel de ãgar a 1\"" 

tampão PBS com antígenos de sus'pensões bacteria­

nas. 

Ordem e data 

da sangria 

Resultado das reaçoes obtidas com os diversos antígenos 

AS.Ss.ATCC 167 

22/07.12 

AS.Ss.ATCC 168 

22/07,07 

A s 

+ 

+ - reaç~es positivas 

AAC L R-R 

? + 

? + 

- reaçoes negativas 
A - extratos solúveis em água destilada estéril 
S - salina 0,85% estéril 
Me - ácido acêtico a 1% 
L - extratos ácidos segundo Lancefield 
R-R - extratos em autoclave segundo Rantz & Randall 
Numerador - ordem de san~r ia obtida 
Denominador- dias após a ultima injeção de anti~eno(l9 dígito) 

número de série das injeções (29 d1gito) 
? - reações inespecificas 
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QUADRO 10 -S. ~angu~~ contra AS.Ss.ATCC 162. Testes seroló­

gicos de dupla difusão em gel de ágar a 1% en ta~ 

pão veronal, com antígenos de suspensões bacteri 

anas, em água destilada estéril. 

Ordem e data 

da sangria 

(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 

25/08. z 

28/10.2 

30/12.2 

01/14.2 

04/17.2 

+ 

AG 

AS 
.\umerador 
Denominador 

Tempo de colocação dos reagentes (antígeno e antissoro) 

(AG) Ohs 1h 2hs 3hs 4hs 

+ + + + 

+ + + + + 

+ + + + + 

+ + 
+ + 

reaç~es positivas 
reaçoes negativas 
Variações de tempo de colocação do antígeno a 
O, 1 . .::, :S e 4 hs., após a colocação do antissoro. 
antissoro colocado a o hs. 

- ordem da sangria obtida 
- dias ~pós a ú.!1:ima injeção de antÍgeno (1 9 dígito) 

numero de scrie Jas injeç6es (29 dígito) 
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QUADRO 11 - S. •~ngui• contra AS.Ss.ATCC 162. Testes sero1ó 

gicos de dupla difusão em gel de âgar a 1% em 
tampão veronal, com antígenos de suspensões bac 

terianas, em água destilada estêril. 

Ordem e data Tempo de colocação dos reagentes (antígeno e antissoro) 

da sangria 

(Ag) Ohs 

28/10.2 

+ 

AG 
AS 

~umerador 

(AS) Ohs lh 2hs 3hs 4hs 

+ + + + 
+ 

- reações positivas 
- reasões negativas 

ant1geno colocado a O horas 
- variações de tempo de colocação do antissoro 

a O, 1, 2, 3 e 4 horas, após a colocação do 
antígeno 

- ordem da sangria obtida 

Denominador- dias após a Última injeção de antígeno (1 9 di 
g i to) 

número de sêrie das injeções (29 dígito) 
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QUADRO 12 -S. ~angu~~ contra AS.Ss.ATCC 162. Testes seroló 

gicos de dupla difusão em gel de ágar a 1% em 

tampão veronal com antígenos de suspensões bac­
terianas, em salina estéril. 

Orden e data Tempo de colocação dos reagentes (antígeno e antissoro) 

da sangria 

(AS) Ohs 

04/07.1 

07/05.1 

OS/07 .1 

11/09.1 

14/12.1 

16/14.1 

18/16.1 

21/04.2 

23/06.2 

25/08.2 

28/10.2 

30/12.2 

01/12.2 

04/17.2 

+ 

AG 
AS 

~urnerador 

Denominador 

(AG) Ohs lh 

± t 

+ + 

+ + 

± 

reaç~es positivas 
reaçoes negativas 

2hs 

t 

+ 

+ 

antissoro colocado a O horas 

3hs 4hs 

± ± 

+ + 

+ + 

- variações de tempo de colocação do antígeno 
a O, 1, 2, 3 e 4 horas, após a colocação do 
antissoro 

- ordem de sangria obtida 
- dias após a ultima injeção de antígenos (19 

dígito) 
número de série das injeções (2 9 dÍgito) 



- 81 -

QUADRO 13 - S. oa•gu~o contra AS.Ss.ATCC 162. Testes seroló 

gicos de dupla difusão em gel de ágar a 1\ em 

tampão veronal, com antígenos de suspensões bac 
terianas, em salina estiril. 

Ordan e data 

da sangria 

(AG) Ohs 

28/10.2 

Tanpo de colocação dos reagentes (antígeno e antissoro) 

(AS) Ohs lh Zhs 3hs 4hs 

+ 
+ 

+ reações positivas 
- reasões negativas 

AG ant1geno colocado a O horas 
AS - variações de tempo de colocação do antissoro 

a O, 1, 2, 3 e 4 horas, após a colocação do 
• ant1geno 

Numerador - ordem da san~ria obtida 
Denominador - dias após a ultima injeção de antígeno (19 

dÍgito) 
número de série das injeções (29 dígito) 
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QUADRO 14 - S. oanguü contra AS.Ss.ATCC 167. Testes seroló 

gicos de dupla difusão em gel de âgar-água a 1\ 

com antígenos de suspensões bacterianas 

veis em água destilada estéril. 
solú-

Ordan e da ta 

sa sangria 

Tanpc de colocação dos reagentes (antígeno e antissoro) 

(AG) Ohs lh Zhs 

(AS) Ohs 
AS. Ss.ATCC 167 

22/07.12 + + + 

+ - reações positivas 
- rea~ões negativas 

AG ant1geno colocado a O horas 

3hs 4hs 

+ + 

AS - variações de tempo de colocação do antissoro 
a O, 1, 2, 3 e 4 horas, após a colocação do -ant1geno 

NUmerador - ordem da san~ria obtida 
Denominador - dias após a ultima injeção de antígeno (19 

digito) 
número de série das injeções (29 dígito) 
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QUADRO 15 -S. õangu~l contra AS.Ss.ATCC 167. Testes sero1Ó 

gicos de dupla difusão em gel de ágar-água a 1% 

com antígenos de suspensões bacterianas, em a­

gua destilada estéril. 

Ordem e data 

da sangria 

(AG) Ohs 

AS.Ss.ATCC 167 

22/07.12 

+ 

AG 
AS 

~umerador 

Denominador 

Tempo de colocação dos reagentes (antígeno e antissoro) 

(AS) Ohs lh 2hs 3hs 4hs 

+ + + + + 

- reaç~es positivas 
- rea~oes negativas 

ant1geno colocado a O horas 
- variações de tempo de colocação do antissoro 

a O, 1, 2, 3 e 4 horas, após a colocação do 
antigeno 

- ordem da sangria ohtida 
-dias após a Última injeção de antígeno ( 1? 

dígito) 
número de sêrie das injeções (29 dÍgito) 



- 8 4 -

QUADRO 16- S. õangul• contra AS.Ss.ATCC 167. Testes sero1Õ 
gicos de dupla difusão em gel de ágar-âgua a 1% 

com antígenos de suspensões bacterianas, segun­

do Rantz-Randa11. 

Ordem e data 

da sangria 

Tempo de colocação dos reagentes (antígeno e antissoro} 

(AS) Ohs 

AS.Ss.ATCC 167 

22/07.12 

(AG) Ohs 1h 

+ + 

+ - reaç~es positivas 
- reaçoes negativas 

2hs 

+ 

AS - antissoro colocado a O horas 

3hs 4hs 

+ + 

AG - variações de tempo de colocação do antígeno 
a O, 1, 2, 3 e 4 horas, após a colocação do 
antissoro 

Numerador - ordem da san~ria obtida 
Denominador - dias após a ultima injeção de antígeno (19 

dígito) 
número de série das injeções (29 dígito) 
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QUADRO 17 - S. ôangui• contra AS.Ss.ATCC 167. Testes sero1Ó 

gicos de dupla difusão em gel de ágar-água a 1% 

com antígenos de suspensões bacterianas, segun­
do Rantz-Randall. 

Ordem e data 

da sangria 

Tempo de colocação dos reagentes (antígeno e antissoro) 

(AS) Ohs 1h Zhs 

(AG) Ohs 

22/07.12 + + + 

+ - reaç~es positivas 
- rea~oes negativas 

AG - ant1geno colocado a O horas 

3hs 4hs 

+ 
+ 

AS variações de tempo de colocação do antissoro 
a O, 1, 2, 3 e 4 horas, após a colocação do 

' ant1geno 
Numerador - ordem da san~ria obtida 
Denominador - dias após a ultima injeção de antígeno(19 di 

g~to) 
numero de série das injeções (29 dígito) 
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QUADRO 18 - S, ;angttü contra AS.Ss.ATCC 167, Testes sero1Ó 

gicos de dupla difusão em gel de ágar a 1\ em 

tampão de PBS, com antígenos de suspensões bac­
terianas, segundo Rantz-Randall. 

Ordem e data 

da sangria 

(AS) Ohs 

22/07.12 

+ 

AS 
AG 

Numerador 
Denominador 

Tempo de colocação dos reagentes (antígeno e antissoro) 

(AG) Ohs 1h Zhs 3hs 4hs 

+ + + + + 

- reaç~es positivas 
- reaçoes negativas 
- antissoro colocado a O horas 
- variações de tempo de colosação do antígeno 

a O, 1, 2, 3 e 4 horas, apos a colocação do 
antissoro 

- ordem da sangria obtida 
- dias após a Última injeção de antígeno (19 

dígito) 
número de série das injeções (29 dígito) 
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QUADRO 19- S. •~•gui• contra AS.Ss.ATCC 167. Testes sero1Ó 

gicos de dupla difusão em gel de ágar a 1% em 

tampão PBS, com antígenos de suspensões bacte­

rianas segundo Rantz-Randall. 

Ordem e data 

da sangria 

(AG) Ohs 

22/07.12 

+ 

AG 
AS 

~umerador 

Denominador 

T€m]_X) de colocação dos reagentes (antígeno e antissoro) 

(AS) Ohs 1h Zhs 3hs 4hs 

+ + + + 
+ 

- reaç~es positivas 
- reasoes negativas 
- ant1geno colocado a O horas 
- variações de tempo de colocação do antissoro 

a O, 1, 2, 3 e 4 horas, após a colocação do 
antígeno. 
ordem da sangria obtida 
dias apOs a Última injeção de antígeno(l 9 dí 
gi to) 
número de série das injeções (29 dígito) 
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QUADRO 20 - S. óanguJó contra AS.Ss.ATCC 168. Testes seroló 

gicos de dupla difusão em gel de ágar-água a 1% 

com antígenos de suspensões bacterianas, segun­

do Rantz-Randall. 

Ordem e data 

da sangria 

T311p0 de colocação dos reagentes (antÍgeno e antissoro) 

(AG) Ohs lh 

(AS) Ohs 

22/07.07 + + 

+ - reaç~es positivas 
- reaçoes negativas 

Zhs 

+ 

AS - antissoro colocado a O horas 

3hs 4hs 

+ + 

AG - variações de tempo de colocação do antígeno 
a O, 1, 2, 3 e 4 horas, após a colocação do 
antissoro 

Numerador - ordem da san~ria obtida 
Denominador - dias após a ultima injeção de antígeno (1 9 

dÍgito) 
número de série das injeções (2 9 dígito) 
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QUADRO 21 - S. oangu~o contra AS.Ss.ATCC 168. Testes seroló 

gicos de dupla difusão em gel de ágar-água a l\ 

com antígenos de suspensões bacterianas, segun­

do Rantz-Randall. 

Ord61l e da ta 

da sangria 

(AG) Ohs 

22/07.07 

+ 

AG 
AS 

:-.lumerador 
Denominador 

Ten!Xl de colocação dos reagentes (antígeno e antissoro) 

(AS) Ohs lh 2hs 3hs 4hs 

+ + + + + 

- reaç~es positivas 
- reaçoes negativas 
- antígeno colocado a O horas 
- variações de tempo de colocação do antissoro 

a O, 1, 2, 3 e 4 horas, após a colocação do 
• ant1geno 

ordem da san~ria obtida 
dias após a ultima injeção de antígeno(l 9 dí 
gito) 
nUmero de série das injeções (29 dígito) 
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QUADRO 22 - S. ó~ngu~ó contra AS.Ss.ATCC 168. Testes seroló 

gicos de dupla difusão em gel de ágar a 1\ em 

tampão veronal com antígenos de suspensões bac­

terianas, segundo Rantz-Randall. 

Ordan e data 
da sangria 

(AS) Ohs 

22/07.07 

TempJ de colocação dos reagentes (antígerx> e antissoro) 

(AG) Ohs lh 2hs 3hs 4hs 

+ + + + + 

+ reaç~es positivas 
- reaçoes negativas 

AS - antissoro colocado a O horas 
AG - variações de tempo de colocação do antígeno 

a O, 1, 2, 3 e 4 horas, após a colocação do 
antissoro. 

Numerador ordem da sangria obtida 
Denominador - dias após a Última injeção de antÍgeno (19 

dÍgito) 
número de série das injeções (29 dÍgito) 
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QUADRO 23- Antissoro AS.Ss.ATCC 168 contra S. &~ngu~ó. 

tes serolOgicos de dupla difusão em gel de 
Tes-
-agar 

Ordem e data 

da sangria 

(AG) Ohs 

22/07.07 

+ 

AG 
AS 

Numerador 
Denominador 

a 1% em tampão veronal com antígenos de suspen­

soes bacterianas, segundo Rantz-Randall. 

Tempo de colocação dos reagentes (antígeno e antissoro) 

(AS) Ohs lh 2hs 3hs 4hs 

+ + 
+ + + 

- reações positivas 
- rea~ões negativas 

ant1geno colocado a O horas 
variações de tempo de colocação do antissoro 
a O, 1, 2, 3 e 4 horas, após a colocação do 
antígeno 

- ordem da san~ria obtida 
-dias após a ultima injeção de antígeno(!~ dí 

gito) 
número de séries das injeções (29 dígito) 
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QUADRO 24 - Antissoro AS.Ss.ATCC 162. Testes sero1ógicos de 

dupla difusão em gel de ágar a 1% em tampão PBS 

com antígenos de suspensões bacterianas em 

destilada estéril. 

-agua 

Ordem e data Resultado das reaçoes homólogas e heterólogas can antígenos 

da sangria 

AS.Ss.ATCC 162 

25/08.2 

+ 

Numerador 
Denominador 

S. •angu.i.o S. •a.tév<:ti!.Wó S. muta.u S. m.U.W 

+ + + + 
+ 

- reaç~es positivas 
- reaçoes negativas 
- ordem de san~ria obtida 
- dias após a ultima injeção de antÍgeno (1 9 dí-

gito) 
número de série das injeções (29 dígito) 
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QUADRO 25- Antissoro AS.Ss.ATCC 167. Testes sero1Ógicos dedu­

pla difusão em gel de ãgar-âgua a 1\ com antígenos 

de suspensões bacterianas em água destilada esté­
ril. 

Ordem e data Resultado das reações homólogas e heterólogas can antígenos de 

de sangria 

AS.Ss.ATCC 167 

22/07.12 

+ 

:-.lumerador 
Denominador 

- reaç~es positivas 
- reaçoes negativas 

ordem de sangria obtida 
dias após a Última injeção de antígeno (1 9 dÍgi­
to) 
número de série das injeções (29 dígito) 



- 94 -

QUADRO 26- Antissoro AS.Ss.ATCC 167. Testes sero1Ógicos dedu­

pla difusão em gel de ágar-âgua a 1\ com antígenos 

de suspensões bacterianas em salina estéril. 

Ordem e data Resultado das reações homólogas e heterólogas can antígenos de 

de sangria 

AS.Ss.ATCC 167 

22/07.12 

+ 

Numerador 
Denominador 

S. Mng tW, S. •o.UvaJI.i.u.l, S. mu..tan.l 

+ 

- reaç~es positivas 
reaçoes negativas 

- ordem de san~ria obtida 
dias após a ultima injeção de antígeno (19 dígi­
to) 
número de série das injeções (2 9 dígito) 
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QUADRO 27 - Antissoro AS.Ss.ATCC 167. Testes sero1Ógicos dedu­

pla difusão em gel de ágar-água a 1% com antígenos 

de suspensões bacterianas, segundo Rantz & Randall 

(R-R). 

Ordem e data Resultado das reações homólogas e heterólogas com antígenos de 

de sangria 

AS.Ss.ATI:C 167 

22/07.2 
+ 

+ + + 

+ - reaç~es positivas 
- reaçoes negativas 

Numerador - ordem de san~ria obtida _ 
Denominador -dias após a ultima injeção de antígeno (1 9 dígi 

to) 
número de série das injeções (29 dÍgito) 
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QUADRO 28 - Antissoro AS.Ss.ATCC 168. Testes serolÓgicos de du­
pla difusão em gel de âgar-água a 1\ com antrgenos 
de suspensões bacterianas, segundo Rantz & Randall 
(R-R). 

Orden e data Resultado das reações hclnólogu e heterõlogu cem andgems de 

de sangria 

AS.Ss.AJ1::c 168 

22/07.07 

• 
Numerado r 
Denominador 

+ + 

- reaç~es positivas 
- reaçoes negativas 

ordem de saniria obtida 
d1as após a ultima injeção de antígeno (1 9 

to) 
número de série das injeções (2' dígito) 

+ 

d Ígi-
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FIGURA l - Reação de dupla difusão em gel de âgar a li em 

tampão PBS com antígenos de suspensões bacte­
rianas em água destilada estéril. (AS): AS.Ss. 

ATCC 162. Antígenos: (l) S. odnguú, (2) S. m-i­
t-ü, (3) S. 6d<Od!Ú, (4) S. 1><>'--ivd!t.Üo, (S)S. 

m uta.n.õ . 
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FIGURA 2 - Reação de dupla difusão em gel de ágar a 11 em 

tampão PBS com antígenos de sispensões bacte­
rianas em salina 0.851. (AS): AS.Ss.ATCC 162. 
Antígenos: (1) S. Unguü, (2) S. m-i.t.ü, (3)S. 
íaecalú, (4) S. &aUvalt.i.u&, (5) S. mu.tan&. 
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FIGURA 3 -Reação de dupla difusão em gel de ágar a li em 
tampão PBS com antígenos de suspensões bacte­
rianas, segundo Rantz·Randall. Antígenos: (l) 

S. <>«nguü, (2) S. m<.tü, (4) S. óal.tva'Liuó 

(5) S .. mutan<. 
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FIGURA 4 - Reação de dupla difusão em gel de ágar-água a 

1\ com antígenos de suspensões bacterianas.s~ 
gundo Rantz-Randall. .(AS): AS. Ss.ATCC 167. A!! 
tlgenos: (1) S. angtt.W, (2) S. Mil.iA, (3) S. 

ja.~ca.U•, (4) S. ul.i.vo:lliu.•. 

UNICAMP 
BIBLir,' ·' rr'·1íRAl 
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FIGURA 5 - Reação de dupla difusão em gel de ágar-água a 
1\ com antígenos de suspensões bacterianas,se 
gundo Rantz-Randa11. (AS): AS.Ss.ATCC 168. An 

tígenos: (1) S. ungu..U., (2) S. mU . .ü, (3) S. 

6aeea.t.U,. 
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FIGURA 6 - Reação de dupla difusão em gel de âgar-água a 
1\ com antígenos de suspensões bacterianas,s~ 
gundo Rantz-Randa1l. (AS): AS.Ss.ATCC 167. A!J. 

tígenos: (1) S. &<tng<L-W, (2) S. m.U.ü, (3) S. 

6ae.c.a..t.Lo, (4) S . .5a.l..Lva.Jti.u...t.. 
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FIGURA 7 - Reação de dupla difusão em gel de ágar-água a 

1% com antígenos de suspensões bacterianas,s~ 

gundo Rantz-Randa11. (AS): AS.Ss.ATCC 168. An 
tÍgenos: (1) S . ..sangu..Z...s, (2) S. mJ...tiJ.J, (3) S. 

5aec.al..i.-6, (4) S. c.Sa.t-<-va.Jt-<'.u..s. 
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DISCUSSÃO 

A base para a identificação serolÔgica de cer­

tos grupos de bactérias é a presença de antígenos específi­
cos. Particularmente, estreptococos possuem antígenos na câE 

sula e na parede celular como, ácido hialurônico, polissaca 
rídeos tipo-específicos, polissacarídeos grupo-específicos' 
C, ácidos teicóicos, mucopeptídeos, proteínas Me T, etc. 
Tais substâncias, tem sido de fundamental importância em e~ 
tudos serológicos. A utilização dessas substâncias como an­
tígenos no preparo de antissoros, tem merecido especial a­
tenção por parte de pesquisadores nessa área. Tais compone~ 
tes bacterianos, para os quais se pretende preparar antisso 
ros específicos, devem ser submetidos a tratamentos que fa­

cilitem os processos de extração do material antigênico e 
posteriormente a tais tratamentos, esse material é submeti­
do a um tratamento de extração do material antigênico (FUL-
LER, 1938; LANCEFIELD, 1925; RANTZ & RANDALL, 1955; BRAT-

THALL,1969), Assim, os estudos efetuados em nossas investi-

gações, teve como objetivo verificar se S. oangu~ contém 

antígenos os quais não possam ser detectados nos demais es-
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treptococos analisados, em função da metodologia empregada. 

Os resultados obtidos nos testes sere lÓgicos 
para determinação do título dos antissoros para S. mutanó , 
não apresentaram diferenças significativas quando os títu­
los máximos obtidos foram analisados. Os antissoros utilita 
dos nas reações apresentaram títulos de 1:4, 1:8 e 1:16qua~ 
do determinados pelo teste de Ouchterlony. Tais títulos in­
dicam uma concentração baixa de anticorpos,no entanto,esses 
resultados confirmaram observações feitas anteriormente por 

•• 
HOFLING (1975), cujos antissoros utilizados nas reações a-
presentaram títulos de 1:8, 1:16 e 1:32 quando analisados, 

sugerindo que antissoros com tais títulos, não foram um fa­
tor limitante na obtenção de resultados satisfatórios para 
aplicação em estudos de relações de afinidade serológica. 

Esses antissoros, porém, demonstraram individualmente um co~ 

portamento diferente, quando na interpretação das reações 
serológicas de dupla difusão em reação com os antígenos ob­
tidos por tratamentos diversos. 

Os resultados obtidos nas reações serolÓgicas 
com os antissoros para S. 4angui~. obtidos através de esque 
mas de imunizações diferentes, ou seja, injeções feitas di­
retamente no linfonódulo, intramusculares eintravenosas,re~ 

pectivamente, AS.Ss.ATCC 162, 167 e 168, demonstraram que 
as injeções no linfonõdulo e intravenosas se mostraram me­
nos adequadas para aplicação em estudos serolôgicos quando .. 
comparadas. Relatos feitos por HOFLING (1976) com os resul-
tados obtidos nas reações serológicas com os antissoros pa­
ra C. a~abi~a e C. eanepho44, demonstraram que após uma úni 
ca injeção de antÍgeno nos coelhos foi possível detectar 
reações específicas. Tal fato indicou que a injeção no lin­
fonÕdulo se mostra bastante adequada para aplicação em est~ 
dos taxonômicos, como já foi demonstrado por OLIVEIRA (1975). 
Com relação as injeções intravenosas, também YANO (1976),r~ 
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lata a identificação bacteriológica e serológica de algumas 

amostras de Xanthomona~ campe~lA~ com antissoros obtidos 
por esse esquema de imunização. 

Os resultados obtidos na presente pesquisa, u­

tilizando-se esquemas de imunizações semelhantes, em princ! 

pio não confirmam os resultados obtidos anteriormente por o 
liveira e Yano, no entanto, temos que levar em conta que o 

material utilizado como antígeno foi diferente, indicando 

que os resultados obtidos no preparo de antissoros, estão 

- entre os outros - na dependência do tipo de substância u­

tilizada como antígeno no preparo de antissoro, e não pro­
priamente do tipo de imunização,a não ser quando vários es­

quemas de imunização são utilizados em função do emprego da 

mesma substância antigênica, podendo, portanto, serem comp~ 
rados. 

A análise dos resultados obtidos nas reaçoes 
serolÕgicas de dupla difusão com o AS.Ss.ATCC 162, AS. SS. 
ATCC 167 e AS.Ss.ATCC 168, em reaçio com antígenos (extra­
tos de suspensões bacterianas) obtidos por tratamentos di­
versos, de S. ;..·a.ngu-Z..&, S. 6a.ec.a.l/..ó, S. mi.ti-h, S . .&a..t.iva.Jt...i.u.& 

e S. muta.n.ó, em função das linhas de precipitação (LP) ob­
servadas, quando as reações foram feitas em gel de ágar-água 

a 1~, ágar-tampão veronal e ágar tampão PBS, demonstraram 
que para o AS.Ss.ATCC 162 os resultados foram positivos so­

mente para as reações feitas em tampão veronal e PBS,não se 
verificando reação positiva com o gel de ágar-água. Quando 
se comparam os resultados obtidos com o AS.Ss.ATCC 167 e 
168, verifica-se que houve reação positiva nos diversosgéis 
de ágar usados, embora em alguns casos as reações sejam fr~ 
camente positivas para um determinado antigeno. Essas obser 
vaç&es quando associadas com o tipo de antigeno usado nas 
reações, demonstraram que independentemente do tipo de gel 
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de ágar empregado, e do antissoro, que não houve reação com 

os antígenos obtidos segundo Lancefield (L) e em ácido acé­
tico (AAC), quando comparados. As reações amo antígeno AAC 
em reaçao com o soro normal (SN) foram positivas, indicando 
que tais reações sao inespecíficas. Com relação ao antígeno L, 

esses resultados parecem confirmar o fato de que, embora na 

classificação de estreptococos hemolÍticos, métodos seroló­

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 não é equ! 
valente (cf. BRATHALL, 1972). Esse aspecto, quando associa­
do com a baixa concentração de anticorpos obtidos nos tes­

tes serológicos para obtenção de títulos de anticorpos (Qu~ 

dro 3), parecem sugerir que o problema esteja relacionado 

com o fato de que muitos dos estreptococos viridantes, nao 

sao capazes de induzir a formação de quantidades de antico~ 
pos adequados quando injetados em animais experimentais, ou 

se o fazem, os anticorpos parecem serem inespecíficos e,po~ 
tanto, inadequados para a aplicação em estudos de relações 

de afinidade sero1Ógica (LANCEFIELD, 1925; SOLOWAY, 1942 
SHERMAN et ~·, 1943; SELB!E et al., 1949; PORT!FIELD.l950; 

GUGGENHEIM, 1968). 

Os resultados obtidos com o AS.Ss.ATCC 162, no 

gel de âgar-veronal e PBS foram fracamente positivos em re~ 

ção com os antígenos A e S, obtendo-se resultados fracamen­

te positivos nas reações com o antígeno R-R, somente em a­

gar-PBS. Tais resultados, quando comparados com os demais 

antissoros usados. parecem indicar uma baixa concentração 

de anticorpos como resultado talvez, não do esquema de imu­
n~zação utilizado, mas sim do tipo de antígeno usado no pr~ 

paro de antissoro. Os resultados obtidos com os antissoros 
167 e 168, demonstraram serem capazes de reagir com o antí­

geno R-R nos diversos testes efetuados. e com relação aos 
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antígenos 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. Tais resultados indicam a necessidade de se conhecer o 

comportamento dos reagentes (antígeno e antissoro) nos di­

versos tipos de gel de agar empregado, antes de se utiliza­

rem definitivamente os dados para aplicação na classifica­

çao desses estreptococos. Tais resultados, confirmaram ob-
" servações feitas anteriormente por HOFLING (1975, 1976) em 

estudos serolÓgicos, o qual verificou a necessidade de se 

padronizar as reações, quando testes semelhantes foram efe­
tuados, embora com materiais diferentes. 

Os dados obtidos nas reaçoes serológicas de du 

pla difusão em gel de ágar a 1% em tampão veronal com antí­

genos de S. ~angui~ em água destilada estéril e salina onde 
variações de tempo de coleção dos reagentes (antígeno e an­
tissoro) foram testados (Quadros 10, 11, 12 e 13) revelaram 
o aparecimento de reações positivas, fracamente positivas e 
ausência de reação, quando manteve-se o antígeno a O horas 
variando-se a colocação do antissoro e depois invertendo-se 
o sistema, ou seja, mantendo-se o AS a O horas e variando­
se a colocação do antígeno. O mesmo comportamento foi obser 
vado nas reações efetuadas com os demais antissoros, respec 
tivamente AS.Ss.ATCC 167 e 168. Levando-se em conta que es­
sas reações foram feitas com os diversos tipos de entígenos 
de suspensões bacterianas em reação com todos os antissoros 

obtidos, esses resultados demonstraram que as variações ob­
servadas nos testes serológicos, independem do antígeno e 
do antissoro empregado. Essas variações confirmam observa-, 
ções feitas por HOFLI~G (1975) em estudos serológicos, onde 
as experiências. em que foram introduzidas modificações nos 
testes serolÓgicos de dupla difusão e imunoeletroforese, 1n 
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clicaram que há um gradiente de concentração envolvido em 

tais sistemas de reações, sendo que o tipo de tampão, tempo 

de colocação dos reagentes (antígeno e antissoro) e distân­

cia entre os orifícios, podem constituir fatôres limitantes 

nessas reações. Esses dados e aqueles obtidos em nossas in­
vestigações, indicam - através da variabilidade observada 
nas modificações introduzidas nos testes serolÓgicos - a ne 

cessidade de se padronizar as reações. As modificações fei­

tas quanto à colocação dos reagentes (antígeno e antissoro) 

em tempos pré-determinados sugerem um gradiente de concen­

tração envolvido no sistema e a necessidade de se testarem 

diluições de ambos os reagentes, para se encontrar o Ótimo 

de reação. 

Os dados obtidos nas reaçoes homólogas e hete­
rôlogas, através dos testes serolÔgicos de dupla difusão em 
gel de ágar a 1% em tampão PBS empregando-se o antissoro 
AS.Ss.ATCC 162 em reaçao com antígenos de suspensões bacte­
rianas em igua destilada est~ril de S. ~angui~. S. 4aliua­

Jt.iu.-61 S. mu-tan..:., S. mi.tLo e S. 6ae.c.alLó (Quadro 24), demons 
traram que o antissoro reage especificamente com o homÓlogo 
S. ~angu.i.t., mas é capaz de reações cruzadas com os demais 
antígenos heterólogos usados. Tal fato sugere que as subs­
tâncias antigênicas extraídas - possivelmente da parede ce­
lular - pelo extrator água destilada, possuem determinantes 

antigênicos que são comuns às várias espêcies, quando comp~ 
radas, principalmente se associarmos com o baixo título de 

anticorpos observado para esse antissoro. O numero pequeno 
de reações observadas para o AS.Ss.ATCC 162 oos diversos tes 
tes efetuados suportam tais considerações. 

Os testes homólogos e heterólogos efetuados 
com o AS.Ss.ATCC 16- em reaçio com antigenos de suspensoes 
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bacterianas em agua destilada estéril e salina estéril de 

S. 4angu~~, S. calivaAiu4, S. mutan~. S. mLti4 e S.6a~cati4 
demonstraram um comportamento diferente, 

(Quadros 25 e 26). Os resultados obtidos 
quando comparados 

nas reaçoes com 

esse antissoro em reaçao com antÍgenos de suspensões bacte 

rianas em água destilada estéril, nao revelaram reação posi 
tiva para o homólogo S. 4angui4 e nem para as demais espéci 

es heterólogas testadas. Levando-se em conta que resultados 
positivos tenham sido observados em testes anteriores com o 

homólogo S. 4angul4 para esse antissoro em reaçao com antí­

genos de suspensões bacterianas em água destilada estéril , 
leva nos a considerar o fato de que possivelmente a capaci­
dade reativa desse tipo de antígeno - possivelmente poliss~ 
carideos - após um determinado tempo é bastante diminuida , 

tornando-se incapaz de reagir com o antissoro. Fica, porta~ 
to, a necessidade de se fazerem investigações mais acuradas 
com relação ao tempo de capacidade reativa desse antígeno . 
Curiosamente, os resultados obtidos com esse mesmo antisso­
ro em reação com antígenos de suspensões bacterianas em sa­
lina estêril, revelaram reação positiva para somente o homó 
logo S. ~angui4, não demonstrando reação com as demais esp~ 

cies testadas. Tais resultados, em princípio, parecem suge­
rir que nesse sistema de reação, o antissoro AS.Ss.ATCC 167 

contra o S . .t.angui4, é capaz de reagir especificamente com 
o homólogo S. Ja~gui4 sem apresentar reações cruzadas com 

os demais heterólogos testados, o que nos leva a considerar 
que esse extrator é capaz de extrair determinantes antigên~ 

cos do S. ~anguiJ, que não são comuns aos demais antígenos 
testados, abrindo perspectivas para a aplicação desse sist~ 
ma de reação em estudos de relações de afinidade serológica 
entre microrganismos da cavidade oral. Inúmeras investiga­
ções levadas a efeito por vários pesquisadores, nos Últimos 
anos(BRATTHALL, 1969. 1972; JABLON & ZINNER, 1966; TOW & 

SHKLAIR. 1967; PERCH. 1974: HARDIE & BOWDEN. 1974b). tem de-
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monstrado a presença de reaçoes cruzadas entre S. m~t~nó e 

outros estreptococos orais, particularmente S. 6angui~ e S. 

óaliva~iu6 em estudos serolÕgicos. Tais observações, asso­

ciadas com os dados que obtivemos nos estudos feitos 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 reações homÓlogas e heterólogas. 

Os resultados obtidos nos testes serolÓgicos de 
dupla difusão em gel de ãgar-âgua a 1% com antígenos de su~ 

pensoes bacterianas, segundo Rantz & Randall (R-R) em rea­

çao com o AS.Ss.ATCC 167, revelaram que esse antissoro é ca 

paz de reação cruzada com os heter6logos S. ~aliva~iuA, S. 

6aeQaliA e S. miti~. não se verificando, porém, reação posi 

tiva com o heterólogo S. muta~A. Esses resultados parecem 

indicar que esse extrator é capaz de extrair antígenos que 

sao comuns entre S. -~angu .. ü, S.Aaüva.'r..U.u:., S. ~aeca.J .. {,.\ e S.m.itlc. 

mas não o são com relação a S. mutanA. O mesmo comportamen­

to foi observado nas reações com o AS.Ss.ATCC 168 lQuadro :-). 

onde tamb~m não se verificou reação positiva com S. mutanA 

e S. 6aliva~iuA. Tais observações demonstram 

dificuldade de se interpretarem esses dados, 

uma relati,·a 

já que o tipo 

de antissoro obtido em função do esquema de imunização uti­

lizado parece influenciar também nos resultados obtidos com 

esse sistema de reação. 

Os resultados obtidos com relaçio aoAS.Ss.ATCC 

16-. nos estudos comparativos de padrões proteicos obtidos 

por dupla difusão em gel de igar-igua a l~ com ant~genos de 

suspensões bacterianas segundo Rantz & Randall dos heterÓlo 

gos em relação ao hom6logo S. ~anguiA. revelaram a presença 

de LP coalescentes entre os antigenos das esp~cies S.mit~-~. 



- 113 -

S. 6ae~at~t, S. ~ativ~~u~ e S. &angui&, quando comparadas, 

corno pode se verificar na Figura 6. O mesmo comportamento 

foi observado com relação às reaçoes com o AS.Ss.ATCC 168 

(Figura 7). Tais resultados, indicam que para esses siste­

mas de reação utilizados, as espécies testadas - com exce­

çao de S. muZan~ - apresentaram um grau relativo de afinida 
de serolÓgica. De modo geral, os resultados obtidos sugerem 

uma maior proximidade serolÔgica das espécies S. 6aeQali~ , 
S. miti~ e S. ~aliva~iu& (secundariamente) com o S.&angui&. 

A questão fundamental de estudos atuais tem s1 

do determinar até que ponto técnicas serolôgicas possam ser 

utilizadas em estudos de microrganismos orais. Estudos rea­
lizados através de reações de aglutinação (GRUBER & DURHAM, 

1896) demonstraram que a célula bacteriana continha muitas 

estruturas que podiam atuar como antígeno. Mais precisamen­

te, o problema consistia em se determinar no "mosaico" de 

antígenos, um ou mais antÍgenos que podiam ser demonstrados 

em cepas classificados como por exemplo S. mu.ta.n-6, mas 

em outras bact~rias. Recentes estudos (ZINSER et al. 

-na o 

1965a; JABLON & ZINNER, 1966; GIBBONS ~ ~' 1966) tem de-

monstrado que antissoros contra cepas de S. mu.ta.n..ó são 

zes de reação cruzada com cepas heterôlogas em estudos 

imunod ifusão. 

cap~ 

de 

Quando os primeiros antissoros polivalentes f~ 

ram testados contra extratos antigênicos homólogos e heteró 

logos, muitas linhas de precipitação foram formadas. Tais 

observações, vem confirmar a idéia de que os antissoros são 

estimulados por um "mosaico" de antígenos. Tem sido demons­

trado, que as reações são parcialmente o resultado de anti­

corpos contra polissacarídeos extracelulares. Tem sido ob­

servado que preparações de polissacarideos (dextrana) - de­

vido às diferenças no tamanho dos sitias de combinação dos 
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anticorpos - podem apresentar mais que uma linha de precipi 

tação (SCHLOSSMAN & KABAT, 1962), Essa pode ser a razao po~ 

que muitas das linhas de precipitação originais são excluÍ­

das, quando antissoros são produzidos de crescimentos celu­

lares em meio de glicose. Outra razão para a multiplicidade 

de linhas de precipitação pode ser a heterogeneidade do ma­

terial antigênico usado na imunização (polissacarídeo) GUG­

GENHEIM & NEWBORN (1969) relatam que uma cepa de estreptoc~ 

cos cariogênico pode conter muitos glicosil-transferases,as 

quais são responsáveis pela formação de uma mistura de glu­

canos. Se as diferenças estruturais dessas substincias in­

cluem determinantes antigênicos da molécula, é possível que 

mais de urna linha de precipitação ocorra. De qualquer for­

ma, em qualquer caso, parece importante que antissoros de­

vam ser testados em relação a presença de anticorpos contra 

polissacarídeos extracelulares antes de se iniciarem inves­

tigações com o propósito de classificação. Tal recomendação 

possue também relevância em estudos serológicos com S. ôan­

gu~~ e S. ~al~va~~u~. O conteúdo de anticorpos anti-dextra­

na podem ser testados através de preparações comerciais de 

dextrana. 

Os resultados apresentados neste trabalho, su­

gerem a necessidade de se obter informações com relação ao 

preparo de antissoros para as demais espécies aqui analisa­
das, com o objetivo de se ampliarem as informações sôbre o 

comportamento desses antissoros quando testados individual­

mente em reações homólogas e heterólogas, assim como também 

desenvolver metodologias que possam extrair determinantes 

antigênicos que não apresentem reação cruzada com os heter~ 

lagos. ~ também relevante realizar estudos com outros comp~ 

nentes das células bacterianas -ácidos teicóicos, proteí­

nas .\1 e T, etc. - afim de se preparar antissoros que possam 
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ser aplicados em estudos de relações de afinidade serológi­

ca entre estreptococos da cavidade oral. 

O conjunto de dados aqui apresentados, indicam 

que o emprêgo de técnicas serológicas pode contribuir para 

o propósito de classificação de estreptococos orais. Os re­
sultados obtidos abrem perspectivas de novas pesquisas atr~ 

vês do estudo de um maior número de espécies da cavidade o­

ral, no sentido de ampliar um conhecimento mais preciso en­
tre essas espécies. 



-
CONCLUSOES 



- 117 -

CONCLUSOES 

Os estudos realizados no presente trabalho pe~ 

mitiram chegar às seguintes conclusões: 

1) A injeção de suspensoes de cêlulas bacteria 
nas de S . .ban,gui.o, induzem a formação de anticorpos em coe­

lhos. Os antissoros obtidos pela inoculação desses antíge­

nos, reagem com o antígeno homólogo e apresentam reações 
cruzadas com os antígenos heterólogos usados nos testes de 
dupla difusão em gel de ágar; 

2) Pelo menos um dos antissoros, o AS.Ss.ATCC 
167 reage especificamente com o homólogo S . .oangu~.o sem a­

presentar reações cruzadas com os antígenos heterólogos usa 

dos; 

3) Os antissoros AS.Ss.ATCC 162,AS.Ss.ATCC 167 
e AS.Ss.ATCC 168 obtidos contra S. ~~ngui4, se comportaram 

diferentemente quando testados em reação com antígenos de 
suspensões bacterianas de S. Ja.n.gu~.o, S. m..lt~J, S. Ja..t..l.va.tt.{. 
u..o, S. ma.ta.n-6 e S. 5a.ec.ali..ó: 
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4) Os testes serolÓgicos com os antissoros ob­

tidos em reaçao com os antígenos de suspensões bacterianas 

em agua, salina, ácido acêtico, segundo Lancefield e segun­

do Rantz & Randall, indicaram que hi diferenças qualitati­

vas nas reações em relação às linhas de precipitação obti­

das; 

5) As reaçoes serolÓgicas efetuadas com os an­

tígenos de suspensões bacterianas em água, salina, segundo 

Rantz & Randall, em ácido acético e segundo Lancefield, de­

monstraram que esses dois Últimos se mostram muito pouco a­

dequados para aplicação em estudos de relações de afinidade 

serolôgica, enquanto os extratos obtidos segundo Rantz& Ran 

dall parecem ser mais adequados; 

6) A variabilidade observada nas modificações 

introduzidas nos testes serolÓgicos para as espécies de es­

treptococos analisados, demonstraram a necessidade de se p~ 

dronizar as reações. As modificações feitas quanto a 

ção dos reagentes {antígeno e antissoro) em tempos 

coloca 

pr~-d~ 

terminados sugerem um gradiente de concentraçio envolvido no 

sistema e a necessidade de se testarem diluições de ambos 

os reagentes, para se encontrar o ótimo de reação: 

7) De modo geral. os estudos de relações de a­

finidade serológica efetuados entre as espécies de estrept~ 

cocos analisados, demonstraram que S. mutan~ nao possue l­

dentidade com as demais espécies analisadas~ 

8} Os estudos comparativos dos padrões protei­

cos obtidos por dupla difusão em gel de igar a 1\ com os an 

tígenos homólogos e heterólogos das espécies de estreptoco­

cos testadas - com exceção de S. mutan6 - apresentaram uma 

identidade total quando comparados; 
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9) A análise serolÓgica provou ser um método 

de valor complementar em estudos com o propósito de classi­

ficação de estreptococos da cavidade oral. 
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RESUMO 

Com o propósito de se aplicar técnicas seroló­
gicas como contribuição na classificação de estreptococos 

da cavidade oral, antissoros obtidos para S. ~angui~, foram 

utilizados nas reações serolÓgicas em reação com antígenos 

de suspensões bacterianas de algumas espécies de estreptoc~ 

cos ora1s. 

Os antissoros obtidos contra essa espécie, se 

comportaram diferentemente quando testados em reação com an 

tígenos de suspensões bacterianas de S . .6a.ngu.i..6, S. mii..<..t. , 

S. &a..t..i.va.Jtiu..o, S. mu.-ta.n.ó e S. 6a.ec.a.li.ó. 

Os testes efetuados com antígenos de suspen­

soes bacterianas em agua, salina, segundo Rantz e Randall , 

em ácido acêtico e segundo Lancefield, demonstraram que esses 

dois Ultimas se mostram pouco adequados para aplicação em 

estudos de relações de afinidade serolÓgica, enquanto os ex 

tratos obtidos segundo Rantz & Randall parecem ser mais ade 

quados. 
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Estudos serológicos comparativos feitos com an 

tissoros para S. ~angui~ - obtidos através de esquemas de i 

munizações diferentes - em reaçao com os antígenos de sus­

pensões bacterianas, indicaram que os antissoros obtidos 
reagem com o antígeno homólogo e apresentam reação cruzada 

com os antígenos heterélogos usados nos testes de dupla di­
fusão em gel de ágar. Pelo menos um dos antissoros reage es 

pecificamente com o homólogo S. &anguib sem apresentar rea­

ções cruzadas com as demais espécies. 

As reaçoes serolÓgicas efetuadas entre homólo 
gos e heterólogos com os reagentes (antígeno e antissoro)em 

que se observaram reações cruzadas - quando estudos compara 

tivos foram feitos com relação aos padrões proteicos obti­
dos por dupla difusão em gel de ágar a 1%- demonstraram que 
as espécies testadas - com exceção de S. mutan~ - apresenta 

ram uma identidade total quando comparadas. De modo geral,a 
análise serolÓgica provou ser um método de valor complemen­

tar em estudos com o propósito de classificação de estreptQ 
cocos da cavidade oral. 
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SUMMARY 

In an attempt to apply serological techniques 

to the classification of oral microrganisms an antisera o~ 

tained from S . .oangui.ó were utilized in arder to classify 

serologicaly five streptococcus strains from the oral cavi 

ty. 

The antisera raised against S . .óanguib had 

differentsproperties whern tested against antigens o f S . .oan 

guib, S. mi.t.i.o, S . .oalivaJtiu.o, S. mutan.ó and S. 6aec.ali.ó. 

In the tests we used bacterial antigens ex­

tracted in water, saline , acetic acid. The techniques of 

Rantz & Randa11 (1955) and Lancefie1d (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 Rantz & Randall. 

The antisera prepared from S . .oangu.i.ó showed 

positive serological reactions ~ith the homologous antigen 



- 125 -

and cross reacted with all heterologous species tested, but 

.S. mu.tan.o. 

As the antisera were prepared by different me­

thods it was observed that just one reacted only with the 

homologous S. ~angui~ antigen and it was negative 

all heterologous antigens used. 

against 

These results demonstrated serological affini­
ties arnong S. &ae.c.al.i.o, S. miti.o, S. ~aLZ.vaJt.iu.o and S. -6an­

gui.o but not with S. mutan.o. This observations seemed to be 

very significat in the classification of oral streptococcus. 
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