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2. RESUMO:

Os estreptococos grupo mutans (EGM) destacam-se como agentes causais
primérios da carie dental no homem e, embora multifatorial, a placa bacteriana é
o fator etiolégico determinante da doenca carie (BUISCHI & AXELSSON, 1997)
sendo de fundamental importancia para sua iniciagdo e desenvolvimento. Neste
estudo objetivou-se quantificar e identificar as espécies pertencentes ao grupo
mutans presentes na cavidade oral de criangas de 6 a 7 anos de idade, com
lesGes iniciais de carie ativas (Grupo 1) ou paralisadas (Grupo 2), através da
verificagdo microbioidgica pelas técnicas de cultura e PCR em trés nichos
distintos (saliva, superficie oclusal com lesdo e superficie lisa higida), bem como
analisar seu potencial cariogénico. Os resultados mostraram que os niveis de
EGM foram maiores, em todos os nichos de colheita, nos voluntarios do Grupo 1,
sendo que 93,5% das amostras foram identificadas como sendo S. mutans (SM)
e 6,5% classificadas como S. sobrinus (SS), enquanto que no Grupo 2 96,7%
das amostras foram identificadas como sendo SM e 3,3% SS nao havendo
diferencas entre os grupos. Na andlise do potencial cariogénico, observou-se
diferentes perfis de queda de pH dos isolados, sendo que as cepas de SM do G1
mostraram uma maior capacidade de redugdo do pH do meio, nos periodos de 6
e 12 horas, estatisticamente significante (p<0,0001) em comparacdo com as
cepas do G2. Os resultados deste estudo sugerem que existam diferengas nos
fatores de viruléncia apresentados por microrganismos isolados de lesGes ativas

ou paralisadas.
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3. INTRODUGAO:

3.1 REVISAO DA LITERATURA:

A microbiota complexa que coloniza a cavidade oral dos seres humanos é
um reflexo da grande diversidade de ecossistemas disponiveis a seu
desenvolvimento. Pertencentes a essa microbiota, os estreptococos grupo
mutans (EGM) destacam-se como agentes causais primarios da carie dental no
homem (SHKLAIR & KEENE,1974; LOESCHE, 1993; HIROSE et al/., 1993;
THYLSTRUP & FEJERSKOV, 1995; WHILEY & BEIGHTON, 1998).

O papel central dos EGM no desenvolvimento da cérie dental humana ja estd
bem estabelecido (LOESCHE, 1993). Além de apresentarem grande habilidade
adesiva e acido-secretora (HIROSE et af., 1993) relinem outros fatores de
viruléncia para o desenvolvimento da carie dental, como aciduricidade e capacidade
de sintese de polissacarideos intracelulares e de polissacarideos extracelulares
solQveis e insoldveis em agua (LOESCHE, 1993; THYLSTRUP & FEJERSKQV, 1995).

Atualmente, estes estreptococos compreendem 7 espécies bacterianas
diferentes: Streptococcus cricetus, Streptococcus downei, Streptococcus ferus,
Streptococcus macacae, Streptococcus mutans, Streptococcus rattus e
Streptococcus sobrinus (WHILEY & BEIGHTON, 1998). As espécies: S. cricetus, S.
mutans, S. rattus e S. sobrinus sdo identificdveis no homem. S. mutans e S,
sobrinus (isolados exclusivamente de humanos) s&o as espécies mais importantes
na patogénese da cérie dental (WHILEY & BEIGHTON, 1998).

Relacionando a presenga quantitativa desses microrganismos, SHKLAIR &
KEENE (1974) demonstraram uma baixa fregiiéncia de isolamentos de S. mutans

e baixa porcentagem dessa espécie em relacdo aos estreptococos totais isolados

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
£ACULDADE DE DRONTOLGEIA DE PIRACICABA
BIBLIOTEC
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de placa dental em individuos livres de carie (CPOD = 0), quando comparados
com outro grupo composto por individuos carie-ativos (CPOD médio = 10,5).

HIROSE et a/. (1993), compararam a presenca de 5. mutans na saliva aos
indices de caries em criangas. Os resultados mostraram gque os escolares que
possuiam as espécies S. mutans e S. sobrinus apresentavam indices de caries
significativamente mais elevados que as criangas colonizadas por apenas uma
das espécies, e que 0 S. sobrinus estava mais intimamente associado as lesBes
de superficie lisa, sugerindo uma maior capacidade de adesdo desse
microrganismo & estrutura dentaria, quando comparada a espécie S. mutans.
QOutros estudos (CARLSSON, 1968; BEIGHTON et al. ,1987; KOHLER &
BJARNASON, 1987; LINDQUIST & EMILSON, 1991) também demonstraram uma
relacdo positiva entre a presenca de uma dessas duas espécies, e a carie dental.
O S. mutans é a espécie mais encontrada na cavidade bucal, seguida pelo S.
sobrinus, sendo que quando estas duas espécies estao associadas, podem elevar
o indice desse processo infeccioso em seus portadores (LINDQUIST & EMILSON,
1991).

Estudos epidemiolégicos da distribuicdo de EGM e sua relagdo com a saude
dentéria, envolvendo populagbes humanas de vdrias faixas etdrias, diferente
modos de vida, diversas localizagBes e distintas classes sOcio—econdmicas tém
sido feitos, empregando-se amostras de placa dentaria (MUNDORFF et al., 1990)
e saliva (BRETZ et al., 1992); entretanto pouco se sabe sobre a distribui¢do das
espécies do grupo mutans nos diversos nichos ecoldgicos da cavidade oral.

Dentre os fatores de viruléncia apresentados por essas bactérias, destaca-

se a habilidade acido-secretora, que presente, parece ser de intensidade variavel
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entre as espécies do grupo mutans. Segundo PEREIRA (1998), as amostras de
EGM isoladas e em associagdo, se comportam de modo diversificado, ao longo do
periodo de incubagdo, apresentando momentos distintos de maior queda do pH
do meio de cultura. KOHLER et al. (1995) observaram grandes diferencas na
producdo de acido em meio com pH controtado de 5,5 entre cepas de S. mutans
isoladas de humanos, sendo que algumas das cepas mais acidogénicas de S.
mutans produziram uma quantidade de &cido cerca de cinco vezes maior do que
outras da mesma espécie. Embora tenham detectado grandes variaces na
acidogenicidade entre cepas S. mutans isoladas de diferentes individuos, esses
autores ndo foram capazes de correlacionar o potencial acidogénico com o
numero de lesGes de carie presentes nos individuos colonizados por estes

microrganismos.

DE SOET ef al. (1991) analisando as diferencas no potencial cariogénico
entre S. mutans e S. sobrinus, verificaram que © numero de lesdes cariosas em
ratos colonizados por S. mitans foi significativamente menor que 0s c¢olonizados
por S. sobrinus, e, 0 S. sobrinus também produziu acidos mais rapido, ocasionando
uma gueda mais brusca do pH, quando comparado ao S. mutans. Os autores
sugerem que esses resultados se devem a diferengas nas propriedades glicoliticas

entre as duas espécies.

Alguns estudos (KOHLER & KRASSE, 1990; BOWDEN, 1997),
demonstraram diferencas no potencial cariogénico entre cepas de estreptococos
grupo mutans isoladas de humanos, portanto, variag@es nos fatores de viruléncia

destes microrganismos podem influenciar o desenvolvimento da carie dental.
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Em estudo recente, GRANER (1999) conclui que ndo houve relacdo
positiva estatisticamente significante entre os valores de pH final atingidos por
cepas de S. mutans e a incidéncia de carie dental em criangas infectadas,
entretanto poucos isolados de cada paciente foram testados, havendo porém,
variagBes entre cepas.

Pelo exposto, a diversidade existente nessas espécies bacterianas é
evidente, considerando-se que ainda variacBes fenotipicas e genotipicas foram
observadas através de estudos de sorotipagem, tipagem de bacteriocinas,
biotipagem e analise de DNA (BOWDEN, 1997). A presenca de diferentes clones
neste grupo de microrganismos pode implicar na selecdo de cepas mais
virulentas. (MUSSER et a/, 1988; MAYER et af, 1999; GRANER, 1999).

Este é um campo promissor para o methor entendimento do processo de
indugdo da carie dental por estes microrganismos, uma vez que, variacfes na
cariogenicidade das cepas de S. mutans e S. sobrinus isoladas de humanos
foram observadas em modelos animais (KOHLER & KRASSE, 1990; DE SOET et

al., 1991) e em estudos “in vitro” (PEREIRA, 1998; GRANER, 1599).

3.2 JUSTIFICATIVA:

Com relagdo as superficies oclusais, em especial as dos primeiros molares
permanentes, amostra deste estudo, a época critica para 0 desenvolvimento de
céarie dentdria refere-se ao periodo de erupgdo, média de 6 a 9 meses segundo
MANSSON (1977) e de 9 a 12 meses segundo CARVALHO & MALTZ (1997),
momento em que o dente encontra-se em infra-oclusdo quando a estagnacédo do
biofilme é facilitada pela presenca do capuz gengival, dificuldade de higienizagdo

e impossibilidade da autolimpeza resultante da utilizacdo funcional do dente.
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Na literatura, observa-se que a superficie oclusal é responsavel pelos
maliores indices de incidéncia de carie em criangas (BURT, 1986; MITCHELL &
MURRAY, 1989; PINTO, 1995; PEREIRA & MOREIRA, 1995), sendo responsavel
por 65 a 70% do componente cariado do indice CPOD, em criancas de 7-12 anos
de idade, da cidade de Piracicaba - S. Paulo (PEREIRA & MOREIRA, 1995;
MENEGHIN, 1999).

Considerando-se que a cdrie dentaria € uma doenga endémica em
sociedades industrializadas (VAN HOUTE, 1994), infecciosa (LOESCHE, 1993;
THYLSTRUP & FEJERSKQOV, 1995) e transmissivel (CAUFIELD, 1997), e
reconhecendo-se que embora multifatorial, a placa bacteriana & o fator etiologico
determinante da doenga (BUISCHI & AXELSSON, 1997) tornam-se necessarios
estudos de perfis comparativos da colonizagdo e potencial cariogénico desses
microrganismos para indicar se existe ou nao uma correlagdo entre o perfil de
colonizagéio e intensidade de fatores de viruléncia com a histdria de carie do

voluntario,

3.3 RESULTADOS E BENEFICIOS ESPERADOS:

O conhecimento das informagdes pode revelar se existe ou ndo diferengas
inerentes a composicdo e potencial cariogénico da microbiota em lesdes de carie

ativas ou paralisadas.

4. DESENVOLVIMENTO:

4.1 FASE PILOTO:

Nesta fase foi realizada a calibracdo do pesquisador responsavel pelos

exames utilizados para a selecdo da amostra e seu treinamento para a colheita
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das amostras clinicas.

4.2 SELECAO DA AMOSTRA:

Como critério de uniformizacdo da amostra, todas as criancas selecionadas
para o estudo residiam em Piracicaba-SP pelo menos desde os 2 anos de idade,
beneficiadas portanto pela fluoretacdo das &guas de abastecimento publico (0,7
ppm F).

Apos a aprovagao do estudo pelo CEP da FOP-UNICAMP, dezesseis criancas
na faixa etaria de 7 a 8 anos que apresentaram pelo menos dois primeiros
molares permanentes em oclusdo completa foram selecionadas e divididas em
dois grupos de acordo com a presenca ativa da lesdo ou presenga da lesdo
paralisada de carie de esmalte na superficie oclusal destes dentes.

Para confirmagdo da extensdo da lesdao (WEERHEIJM, 1992) ou para a
identificac8o de lesBes ocultas (GRAY & PATERSON, 1997), foi realizado o exame
radiografico interproximal, excluindo-se assim lesdes cariosas que ultrapassavam

a juncdo amelo-dentiaria.

4.3 PROCEDIMENTOS REALIZADOS NOS VOLUNTARIOS:

Os voluntérios foram divididos (Tabela 01) em dois grupos de estudo de
acordo com a caracteristica da superficie oclusal dos 1°° molares permanentes.

Tabela 01 - Grupos estudados.

Grupo 1: 08 criangas com evidéncia clinica de lesdo incipiente ativa no 1°

molar permanente.

Grupo 2: 08 criangas com evidéncia clinica de {esdo incipiente paralisada no 19

molar permanente.
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4.4 PROCEDIMENTOS MICROBIOLOGICOS:
4.4.1 COLHEITA DAS AMOSTRAS:

Em uma unica consulta, as colheitas foram realizadas através da utilizagéo
de swabs autoclavados pré-pesados. Obtivemos amostras de trés nichos distintos

de cada voluntario de acordo com o grupo (Tabela 02).

Tabela 02 - Nichos de coleta nos grupos estudados.

Grupo 1: saliva; superficie oclusal cariada, superficie lisa higida.

Grupo 2: saliva; superficie oclusal com carie paralisada, superficie lisa higida.

A colheita de saliva foi realizada conforme metodologia utilizada por

DASANAYAKE et al. (1993), enquanto que a colheita de material depositado
sobre as superficies dentarias foi realizada atraveés da raspagem do swab sobre a

superficie requerida (Figura 01).

Figura 01 - Swab utilizado para a colheita.

4.4.2 PROCESSAMENTO DO MATERIAL:

As amostras obtidas foram transportadas imediatamente ao laboratério de

Microbiologia e Imunologia da FOP-UNICAMP, em banho de gelo, submetidas a
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30 segundos de vibragdo em um agitador de tubos (Phoenix - AT 56), sendo
entdo diluidas em série decimal de 10 a 10 solugo salina 0,9%.

Para o cultivo dos EGM, aliquotas de 5ulL de cada diluicdo foram inoculadas
em duplicata em placas de Petri, contendo meio Mitis Salivarius Bacitracina
(MSB). Ap6s incubagado a 37°C por 24-48 horas em atmosfera com pCO, de 10%
(Water-Jacked CO; Incubators/Cole Parmer Instruments — USA), foram coletadas
entre 15 e 20 col6nias (de cada nicho pesquisado, totalizando por volta de 50
cepas/voluntario) com caracteristicas morfologicas tipicas e transferidas
individualmente para um tubo de cultura contendo caldo de infusdo de cérebro e
coragdo (BHI), sendo incubadas em condigBes 6timas para seu desenvolvimento
celular (37°C, pCO, 10%, 24-48 horas). Apds o crescimento bacteriano, aliquota-
se 1000uL do subcultivo para identificacdo e outros 500uL sdo armazenados em

tubos contendo 500uL de BHI-Glicerol 20% (em duplicata) (Figura 02).

1000 =l W = Identificagdo bioquimica e por PCR

2x
500 pL.  msmmmmp> 500 pL BHI + Glicerol 20% - Conservacioa—70°C

CEPA X (em duplicata)

CRESCIMENTO +

Figura 02 - Procedimentos para conservagdo das cepas selecionadas.

4.4.3 PADRAO BIOQUIMICO:

A identificacdo das cepas de EGM foi realizada através de provas
bioquimicas, seguindo-se a tabela das caracteristicas bioquimicas (Tabela 03),

segundo os critérios adotados no Manual de Bergey (HARDIE, 1986). As
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inoculagdes foram realizadas sempre a partir de culturas recentes (24 horas) em

BHI.

Tabela 03 - Divisdo especies de EGM segundo suas caracteristicas bioguimicas.
Espécies s s. s. s. s. s. s S.

mutans mutans ratfus cricetus sobrinus feris macacae downef

Sorotipos c-e-f e b a d-g C c h
Fermentagdo:
Manitol + + + + + + + +
Sorbitol + + + + 4+ + + +
Melibiose + - + + -rk - - -
Rafinose + + + + Sk - + -
Producdo de
H20, - - - - + - - -
Hidrdlise da
Arginina - - + - - - - -
Resisténcia a
Bacitracina + + + - + - - -

(+) algumas cepas podem dar resultado negativo; (»x) algumas cepas podem dar
resultado positivo.

4.4.4 FERMENTACAQ DE CARBOIDRATOS:

Para esta prova bioguimica € utilizado o meio base constituido por caldo de
tioglicolato sem dextrose e sem acucar; 1,5% de bacto agar e 0,0016% de
ptrpura de bromocresol. Apos dissolugdo dos componentes em agua destilada, o
pH é acertado para 7,0 e o meio base esterilizado. Os substratos manitol,
sorbitol, melibiose e rafinose sdo esterilizados utilizando-se membranas filtrantes
com poros de 0,22 um (Millipore®), e adicionados ao meio na proporgdo final de
1,0% (Figura 03).

Utilizando-se o repicador de Steer (Figura 04), sdo inoculades 5 ul de uma

suspensdo bacteriana ajustada para 1-2 x 10® UFC/mL nas placas contendo os
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diferentes carboidratos, e estas devem ser incubadas nas condicfes ideais para
cultivo de EGM. A leitura foi realizada entre 18 e 22 horas apds a inoculacdo. A
prova € considerada positiva quando houver viragem do indicador de pH, da cor

purpura para a amarela (Figura 03).

Controle Negativo

Figura 03 - Teste bioquimico de Figura 04 - Repicador de Steer.
fermentacdo de carboidratos.

4.4.5 PRODUGAO DE PEROXIDO DE HIDROGENIO:

A prova de producdo de perdxido de hidrogénio é realizada segundo
WHITTENBURY (1964). A semeadura a partir das culturas das cepas em BHI,
consiste de 3 inoculagBes proximas, tipo “picada”, feitas com agulha de platina
diretamente no meio de cultura. As placas sdo entdo incubadas em pCO; 10%,
por um periodo de até 7 dias a 37°C. A producdo de peréxido de hidrogénio é
detectada pela presenga de halo marrom-escuro ou preto em torno do

crescimento bacteriano (Figura 05).
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Teste Positivo

Figura 05 - Teste bioguimico de
producao de H0,.

4.4.6 RESISTENCIA A BACITRACINA:

Ao meio base utilizado no teste de fermentagdao de manitol (SHKLAIR &
KEENE, 1974), deve ser acrescido duas unidades internacionais de bacitracina
por mililitro. O crescimento do microrganismo indica sua resisténcia ao
antibiético presente no meio, observada com a mudanga da cor purpura para

amarela, o que indica a fermentacdo do manitol.

4.4.7 HIDROLISE DA ARGININA:

Esta prova se baseia na produgao ou nao da enzima arginina-desaminase,
a qual libera amoénia ao agir sobre o substrato arginina. A capacidade das cepas
hidrolisarem arginina produzindo amdnia, é testada como preconizado por NIVEN
et al. (1942) e preparado segundo AZEVEDO (1988). As cepas sao semeadas
transferindo-se 0,1 mL do inéculo para os tubos contendo o meio de cultura, e
estes incubados a 37°C durante 48 horas. Apds o periodo de incubagdo, duas

gotas do reativo de Nessler sdo adicionadas a cada tubo. A presenga de amdnia
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na cultura, evidenciada pelo aparecimento de coloracdo alaranjada, indica reacao
positiva enquanto que a coloragdo amarela indica o controle negativo (Figura

06).

Meio Estéril 4/ | L Teste Positivo

Controle
Negativo

Figura 06 - Teste bioguimico de
hidrélise de arginina.

4.4.8 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR):

Os subcultivos sdo inoculados em frascos com 5 mL de BHI, incubados a
37°C, pCO, 10%, por 24-48 horas. Para obtengdo do DNA bacteriano, centrifuga-
se 0s meios de cultura e os sedimentos obtidos sdo transferidos para tubos de
eppendorf, onde sdo lavados com 1 mL de solugdo salina 0,9%. Apos a
centrifugacdo, as células sdo re-suspendidas em 100 pL de tampdo de lise (10
mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, 1% de Triton X-100, pH 8,0) e fervidas por 10
minutos (OHO et al., 2000). O DNA de cada bactéria € entdo submetido a
amplificacdo para a confirmagdao molecular da identidade do S. mutans e S.
sobrinus (Figura 07) na presenca de um par de “primers” espécie-especificos -
primers desenhados por OHO et al. (2000). E utilizado como controle positivo S.

mutans (ATCC 25175) e S. sobrinus (ATCC 27607).
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S. mutans 517 pb

S. sobrinus 712 pb

Figura 07 - Identificagdo por PCR. Figura 08 -
Termociclador

4.4.9 PRODUGAO DE ACIDOS:

Para a determinacdo da capacidade de producdo de acidos pelos diferentes
isolados de EGM sao utilizadas medigbes em intervalos de tempo crescentes (0,
3, 6, 12, 24 hrs) do pH do meio de cultura onde as cepas estdo cultivadas. As
amostras devem ser previamente inoculadas em meio BHI para obtencdo de
culturas recentes. A suspensdo bacteriana é ajustada para 1-2 x 10® UFC/mL e
aliquotas de 100uL de cada amostra sdo inoculadas em meio BHI a 5% de
sacarose (Figura 09). O pH pode ser medido através de fitas indicadoras, com

alcance de 4 a 7, subdivisbes de 0,4 (MERCK). Os testes devem ser em triplicata.

Acerto de
Concentragdo

200 100 O potencial cariogénico das
pL L cepas iscladas foi avaliado

=" -_—5 = o N
por medigdes da produgado

Cepas de acido dos lotes nos

Re- - 303

co:s_e;gﬂac:l:as atvachs 108 Triplicata tempos de 0, 3, 6, 12 e 24

Figura 09 - Protocolo da realizagao do teste de produgao de acidos in vitro.
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|40| 44 47 50 53 55 58 50| 563 55 58 61 65 70

Figura 10 - Fita para medic8o do pH (Merck®)

6. CONCLUSAO:

6.1 FREQUENCIA DE ISOLAMENTO:

Com relacdo a atividade cariogénica, ha sugestbes na literatura que
individuos portadores de S. mutans associado a S. sobrinus possuiriam maior
indice de carie dentaria em relacdo aos que possuissem somente o S. mutans
(DAVEY & ROGERS, 1984; HIROSE et al., 1993; KOHLER & BJARNASON, 1987;
TORRES et al.,1991).

Neste estudo isolamos 752 amostras, as quais foram identificadas como
sendo S. mutans ou S. sobrinus. Em porcentagem, 93,3% das amostras do
Grupo Carie Ativa (G1) foram identificadas como sendo S. mutans e 6,7%
classificadas como S. sobrinus; no Grupo Carie Paralisada (G2) 96,4% das
amostras foram identificadas como sendo S. mutans e 3,6% como S. sobrinus
(Grafico 01), ndo havendo diferengas estatisticas entre os grupos (Mann
Whitney, p>0,05).

Tabela 04 - Numero de espécies isoladas conforme os grupos e voluntarios.

Total de cepas: 387 Grupd ijcﬂe Ativa (n=8)
N.© Voluntario i1 2 4 5 6 10 11 12
S. sobrinus 03 00 04 03 03 00 13 00
S. mutans 46 45 45 43 43 b 38 45

# Isolados 49 45 49 46 46 52 51 49
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Total de cepas: 365 ) ~ Grupo 2 - Carie Paralisada
N.© Voluntario
S. sobrinus
S. mutans
# Isolados
97 R &) - A freqliéncia de isolamento de S. sobrinus foi
6,7 | pmem L 7 menor no Grupo 2 (Carie Paralisada), em
96 + o relagdo ao Grupo 1.
95 + i o
+ 5
94 + a EEm S. mutans
E o34 ..o S.sobrinus
o 4 3
+
JE 92 + 2
O 91+
= T1 Grupos nao diferem estatisticamente pelo
g 90 0 teste de Mann Whitney (p>0,05).
Grupo 1 Grupo 2

Grafico 01 - Freqliéncia de isolamento em porcentagem.

Neste estudo ndo foi observada diferenca estatistica entre o perfil de
colonizagdo por S. mutans e S sobrinus entre lesfes de carie iniciais ativas e
paralisadas.

A maioria das amostras isoladas foi identificada como sendo a da espécie
S. mutans, em semelhanca aos dados obtidos por outros autores (BRATTHALL &
KOHLER, 1976; MARFORT et al.,1980; THOMSON et al.,1980). Esses dados,
analisados separadamente, confirmam a predominancia de S. mutans nas
populagdes de modo geral (CAUFIELD, 1997; DAVEY & ROGERS, 1984; HIROSE
et al., 1993; KOHLER & BIARNASON, 1987; LOESCHE, 1993; TORRES et

al.,1991; VAN HOUTE, 1994).
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6.2 CONTAGEM DE ESTREPTOCOCOS GRUPO MUTANS:

As contagens de estreptococos grupo mutans foram feitas em todos os
sitios coletados, para ter uma melhor quantificagdo do nivel de colonizagéo na
cavidade bucal.

O gréfico 02 ilustra a média de unidades formadoras de colénia (UFC) por
paciente de cada grupo. O maior valor obtido foi de 4,4 x 10° UFC/ml. A média
aritmética dos grupos esta representada pela linha, e em termos numeéricos foi

de 1,09 x 10° UFC/m! (Grupo 1) e 1,7 x 10* UFC/ml (Grupo 2).

5000 Dl S
4500 | g Carie Ativa

4000
3500
3000 —
2500 ——M—
2000

@» Carie Paralisada

a@® Média

| Grupos diferem
| estatisticamente pelo
| teste de Mann Whitney
1500 - gy MM —— (p<0,05).
' |
|
|

Namero de UFC
(x 100/mL)

1000 —

500 ——m———

Grupo 1 Grupo 2

Gréafico 02 - Média das unidades formadoras de colénia (UFC) de EGM por
paciente e média do grupo.

Concluimos que o grupo com carie paralisada (Grupo 2) apresentou
menores quantidades de estreptococos grupo mutans, por voluntarios e por
sitios, quando comparados ao grupo 1, diferindo estatisticamente (Teste de Mann
Whitney p<0,05).

Nossos achados estdo de acordo com estudos semelhantes descritos na

literatura, que demonstram uma alta frequéncia de isolamentos positivos de
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estreptococos grupo mutans isolados de individuos carie-ativos, quando
comparados com outro grupo composto por individuos livres de carie (GAQ, et al,
2001; HOFLING et al., 1999; KLOCK & KRASSE, 1978; SHKLAIR & KEENE,

1974;)

6.3 RELACAC ESTREPTOCOCOS GRUPO MUTANS X ESTREPTOCOCOS TOTAIS:

SHKLAIR & KEENE (1974) demonstram uma baixa freqléncia de
isolamentos positivos de estreptococos grupo mutans e uma baixa porcentagem
dessa espécie em rela¢gdo aos estreptococos totais isolados de individuos livres
de carie, quando comparados com outro grupo composto por individuos carie-
ativos (CPOD = 10,5).

De acordo com a literatura, existe uma relagdo direta entre o nimero de
estreptococos na saliva e 0 numero de sitios intra-orais colonizados (TOGELIUS
et al., 1984; DASANAYAKE et al., 1995). Sendo portanto realizada a
determinacdo da quantidade de estreptococos totais presentes na saliva dos
voluntdrios. Computamos crescimento positivo de em média 114 colbnias de
Streptococcus sp em meio de cultura (MSA) na diluicdo mais concentrada (10™)
dos voluntarios do grupo 1 (Carie Ativa, Sitio: Saliva). No grupo 2 (Cérie
Paralisada, Sitio: Saliva), a mesma média foi levemente menor (96 colénias). No
mesmo sitio o crescimento em MSB médio (estreptococos do grupo mutans) foi
de 28 colénias (Grupo 1) e 17,5 coldnias (Grupo 2).

Para a analise estatistica estes valores foram normalizados para UFC/ml e

utilizado a média da contagem em duplicata.
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teste de Mann Whitney (p<0,05).

n 009 e — —
: 0.08 R e : T | - Houve grande desvio padrdo em ambos
3 L = 0s grupos devido a ndo homogeneidade dos
g 0.07 : - = —  resultados.
g 0.06
0.05
% 0.04
£ 0
0 0.03
< 0.02
E . Grupos ndo diferem estatisticamente pelo
w

o

(=

-
L

o

Grupo 1 Grupo 2

Grafico 03 - Relagdo entre EGM/Streptococcus sp presente na saliva dos
voluntarios.

Conforme pode ser verificado no grafico, este hd a sugestdo de que
escolares com lesdes de carie paralisadas (G2) apresentam em sua microbiota
uma menor quantidade de estreptococos do grupo mutans e estreptococos totais
quando comparada ao grupo carie ativo (G1), sendo porém a sua relagdo

levemente menor e ndo estatisticamente significativa (teste de Mann Whitney,

p>0,05).
6.4 DECRESCIMO DE PH:

KOHLER et al. (1995) estudando queda de pH provocada por S. mutans
em criangas, concluiram que é dificil relacionar a produgdo de acido in vitro aos
processos de carie in vivo. Ja MACPHERSON et al. (1992) avaliando o potencial
cariogénico de S. mutans isolados de individuos com diferentes experiéncias de
carie através da medicdo de pH concluem que a experiéncia de carie dos
individuos estudados pode ser relacionada, em alguma extensdo, ao potencial

cariogénico (producao de acido) de suas cepas de S. mutans.
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Resultados interessantes foram encontrados por NAPIMOGA et al. (2001),
gue observaram diferencas na queda do pH nos intervalos de 3, 6 e 12 horas de
cepas de S. mutans isoladas de grupos de pacientes adultos carie ativos quando
comparados com as de livres de carie. No mesmo estudo a comparagao entre
cepas de S. sobrinus ndo resultou em diferengas estatisticas.

Na analise do potencial cariogénico, foram selecionadas aleatoriamente 50
amostras de S. mutans de todos os pacientes de cada grupo, totalizando 100
cepas. A analise estatistica foi baseada nas medigdes em triplicata comparando-
se 0s grupos usando-se o teste de Kruskall-Wallis (NAPIMOGA et al. 2001).

Observamos diferentes perfis de queda de pH dos isolados, sendo que as
cepas de S. mutans do G1 (Carie Ativa) mostraram uma maior capacidade de
reducdo do pH do meio, nos periodos de 6 e 12 horas, estatisticamente

significativa (p<0,0001) em comparagdo com as cepas do G2 (Carie Paralisada).

7,5 7 . g S e e e

wkina el ind

S e

&= Grupo 2
=== Grupo 1

; Grupos diferem estatisticamente pelo
ot teste de Kruskall-Wallis (p<0,05).
it

Ohrs 3hrs 6hrs 12hrs 24 hrs
Tempo

Grafico 04 - Decréscimo de pH em fungao do tempo.

Os resultados deste estudo sugerem que existam diferengas nos fatores de

viruléncia apresentados por microrganismos isolados de lesdes ativas ou
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paralisadas. Mais estudos relacionados a viruléncia desses microrganismos

poderiam complementar esta questdo.
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