
UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS 

UNICAMP FACULDADE DE OOONTOLOGIA DE PIRACICABA 

CURSO DE GRADUAc;AO EM ODONTOLOGIA 

Monografia de Final de Curso 

Aluno(a): RAFAEL NOBREGA STIPP 

( 

Ano de Conclusao do Curso: 2003 

( 

ICC 020 

( 

( 



RAFAEL NOBREGA STIPP 

PRESEN<;A QUANTITATIVA E QUALITATIVA DE 
ESTREPTOCOCOS GRUPO MUTANS EM CRIAN<;AS COM 

LESAO DE CARIE ATIVA OU PARALISADA. 

Monografia apresentada .3 Faculdade de 

Odontologia de Plracicaba1 da Universidade 

Estadual de Campinas, como requisite para 

obten~;ao de titulo de gradua~;ao em 

Odontologia. 

PIRACICABA 
2003 

UtJ!VERSlU/>:DE LST!'\DUI\i, DE GAMPINAS 
'ACULDAUE DE UGONTOLOGIA DE PIR11CICABA 

SIBLIOTECA 



RAFAEL NOBREGA STIPP 

PRESENc;A QUANTITATIVA E QUALITATIVA DE 
ESTREPTOCOCOS GRUPO MUTANS EM CRIANc;AS COM 

LESAO DE CARIE ATIVA OU PARALISADA. 

Monografia apresentada a Faculdade de 

Odontologia de Piracicaba, da Universidade 

Estadual de Campinas, como requisito para 

obten>iio de titulo de gradua>ao em 

Odontologia. 

Orientador: Prof. Dr. Reginaldo Bruno Gon.;alves 

PIRACICABA 
2003 



Dedico este trabalho aos meus pais, pelo 

apoio, incentive, carinho e compreensao 

durante todo o perfodo de gradua<;ao. 

Dedico tamb€m a toda minha famflia, que 

diretamente au indiretamente ajudou nas 

conquistas obtidas par mim. 



AGRADECIM ENTOS 

Ao Prof. Dr. Reginaldo Bruno Gon,alves, pela orienta\;ao, contribui\;ao e 

compreensao durante a minha forma\;ao. 

Ao responsavel pela area de Microbiologia e Imunologia Prof. Dr. Jose 

Francisco HC>fling, pela transmissao com integridade dos seus conhecimentos e 

ensinamentos, meus sinceros agradecimentos. 

Aos colegas Marcelo Henrique Napimoga e Flavia Martao Florio, pelo 

carinho, amizade e dedica~ao aos ensinamentos transmitidos. 

Aos tecnicos de laborat6rio Anderson Laerte Teixeira e Wilma Ferraz, pela 

presen<;a, ajuda e prontidao no decorrer das atividades diilrias. 

Aos demais colegas da Disciplina de Microbiologia e Imunologia pela 

amizade e companheirismo. 

A todas as pessoas que participaram, direta ou indiretamente, 

contribuindo para a realiza~ao deste trabalho, meu agradecimento. 



"Os homens nao se tornam mais civi/izados 

por seu desejo de acreditar, mas por sua boa 

disposir;ao em duvidar." 

Henry Louis Mencken 



SUMARIO 

1. LIST AS: ................................................................................................... 7 

1.1 Lista de tabelas, ilustra~es e grilficos: •.•.•.•.•..•.•.•.••.•.•.•..•.•.•.••.•...•........ 7 

1.2 Lista de abreviaturas e siglas: ••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••.•.•.•.• 8 

2. RESUMO: •••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 9 

3. INTRODUCi.O: .•••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 10 

3.1 Revisao da literatura: ................... u ••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• lO 

3.2 lustificativa: 13 

3.3 Resultados e beneficios esperados: •.•.••••.•.•••••••••••••••••••••.••••••••••••••••••.•• 14 

4. DESENVOLVIMENTO: ............................................................................ 14 

4.1 Fase piloto: .•.••••.•.•.•.•.•.•.••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••.•.•.•.••. 14 

4.2 Selec;aio da amostra: ••••••••••••••••••••••••••••••••••.••.•.•.•.••.•.•.••.•.•.••.•.•.•.••.•.•.•.• 15 

4.3 Procedimentos realizados nos voluntilrios: .•.••.•.•.•..•.•.•..•••••.••••••••••••••••• 15 

4.4 Procedimentos microbiol6gicos: .......................................................... 16 
4.4.1 Colheita das amostras: ..................................................................... 16 
4.4.2 Processamento do material: .............................................................. 16 
4.4.3 Padrao bioqulmico: ........................................................................... 17 
4.4.4 Fermenta~ao de carboidratos: ........................................................... 18 
4.4.5 Prodw;ao de per6xido de hidrogE!nio: .................................................. 19 
4.4.6 Resistencia a bacitracina: .................................................................. 20 
4.4.7 Hidr61ise da arginina: ........................................................................ 20 
4.4.8 Rea~;ao em cadeia da polimerase (PCR): .............................................. 21 
4.4.9 Produ~ao de ilcidos: .......................................................................... 22 

6. CONCLUSiO: ....................................................................................... 23 

6.1 FreqU@:ncia de isolamento: •••••••••••••••.••••••.•.•.•.••.•.•.•.••.•••.••••••••••••••••••••••• 23 

6.2 Contagem de estreptococos grupo mutans: .......................................... 25 

6.3 Relac;iio estreptococos grupo mutans x estreptococos totais: .............. 26 

6.4 Decrescimo de pH: ............................................................................... 27 

7. REFERENCIAS BIBLIOGRA.FICAS: ........................................................ 29 



7 

1. LISTAS: 

1.1LISTA DE TABELAS, ILUSTRA¢ES E GRAFICOS: 

Tabela 01 

Tabela 02 

Figura 01 

Figura 02 

Tabela 03 

Figura 03 

Figura 04 

Figura 05 

Figura 06 

Figura 07 

Figura OS 

Figura 09 

Figura 10 

Tabela 04 

Grafico 01 

Grafico 02 

Grafico 03 

Grafico 04 

Pag. 
Grupos estudados ..... ... ... .... ... ... .... ... .. ... .. .. ... ... .. ... .. 15 

Nichos de coleta nos grupos estudados . .... ... .. ... ... . ... . 16 

Swab utilizado para a col he ita .. . .. ... .. ... ... . ... ... .. ... ..... 16 

Procedimentos para conserva(,;§o das cepas ............... 17 

Divisao des EGM pelas caracterfsticas bioqufmicas . ..... 18 

Teste bioqufmico de fermenta~ao de carboidratos .. ... . 19 

Repleader de Steer................................................ 19 

Teste bioqufmico de produ~ao de H,O, ...................... 20 

Teste bioqufmico de hidr61ise de arginina .................. 21 

Identifica~ao par PCR . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. . 22 

Termociclador .. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 22 

Protocolo do teste de produ~o de acidos in vitro ... .... 22 

Fita para medi~ao do pH (Merck®) ..... ... . ... ... . ... .. . .. ... . 23 

NUmero de esp8cies isoladas conforme as grupos e 
23 

voluntaries............................................................ 24 

FreqOencia de isola menta em porcentagem .. ... .. ... ... . . 24 

Media das unidades formadoras de colonia (UFC) de 

EGM par paciente e media do grupo . . ... ..... ... . ... ..... ... 25 

Rela~ao entre EGM/Streptococcus sp presente na 

saliva des volunt.3rios ............................................. 27 

Decrescimo de pH em fun~;ao do tempo .. ........ ... . ... ... 28 



1.2 LIST A DE ABREVIATURAS E SIGLAS: 

~L 

EGM 

mL 

MSA 

MSB 

S. mutans 

s. sobrinus 

Microlitro 

Estreptococos Grupo Mutans 

Mililitro 

Mitis Salivarius Agar 

Mitis Salivarius Agar + Bacitracina 

Streptococcus mutans 

Streptococcus sobrinus 

8 



9 

2. RESUMO: 

Os estreptococos grupo mutans (EGM) destacam-se como agentes causais 

primilrios da cckie dental no homem e, em bora multifatorial, a placa bacteriana e 

o fator etiol6gico determinante da doen<;a carie (BUISCHI & AXELSSON, 1997) 

sendo de fundamental importancia para sua iniciac;ao e desenvolvimento. Neste 

estudo objetivou-se quantificar e identificar as especies pertencentes ao grupo 

mutans presentes na cavidade oral de crian~as de 6 a 7 anos de idade, com 

lesoes iniciais de carie ativas (Grupo 1) ou paralisadas (Grupo 2), atraves da 

verifica<;ao microbiol6gica pelas t€cnicas de cultura e PCR em tres niches 

distintos (saliva, superficie oclusal com lesao e superficie lisa higida), bem como 

analisar seu potencial cariogenico. Os resultados mostraram que as niveis de 

EGM foram maiores, em todos as niches de colheita, nos voluntilrios do Grupe 1, 

sendo que 93,5% das amostras foram identificadas como sendo 5. mutans (SM) 

e 61 5% classificadas como S. sobrinus (SS), enquanto que no Grupe 2 96,7% 

das amostras foram identificadas como sendo SM e 3,3% 55 nao havendo 

diferenc;as entre OS grupos. Na anc31ise do potencial cariog€niC01 observou-se 

diferentes perfis de queda de pH dos isolados, sendo que as cepas de SM do G1 

mostraram uma maior capacidade de redw;;:ao do pH do mei01 nos perfodos de 6 

e 12 horas, estatisticamente significante (p<0,0001) em comparac;ao com as 

cepas do G2. Os resultados deste estudo sugerem que existam diferenc;as nos 

fatores de virul€ncia apresentados par microrganismos isolados de 1es6es ativas 

au paralisadas. 
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3. INTRODUc;AO: 

3.1 REVISAO DA LITERATURA: 

A microbiota complexa que coloniza a cavidade oral dos seres humanos e 

urn reflexo da grande diversidade de ecossistemas disponfveis a seu 

desenvolvimento. Pertencentes a essa microbiota, os estreptococos grupo 

mutans (EGM) destacam·se como agentes causais primaries da carie dental no 

homem (SHKLAIR & KEENE,1974; LOESCHE, 1993; HIROSE et al., 1993; 

THYLSTRUP & FEJERSKOV, 1995; WHILEY & BEIGHTON, 1998). 

0 papel central dos EGM no desenvolvimento da carie dental humana ja esta 

bem estabelecido (LOESCHE, 1993). Alem de apresentarem grande habilidade 

adesiva e acido-secretora (HIROSE et at., 1993) reunem outros fatores de 

virul€ncia para o desenvolvimento da cc3rie dental, como aciduricidade e capacidade 

de sintese de polissacarideos intracelulares e de polissacarideos extracelulares 

soluveis e insoluveis em agua (LOESCHE, 1993; THYLSTRUP & FEJERSKOV, 1995). 

Atualmente, estes estreptococos compreendem 7 esp8cies bacterianas 

diferentes: Streptococcus cricetus, Streptococcus downei1 Streptococcus ferus, 

Streptococcus macacae, Streptococcus mutans, Streptococcus rattus e 

Streptococcus sobrinus (WHILEY & BEIGHTON, 1998). As especies: 5. cricetus, 5. 

mutans, 5. rattus e S. sobrinus sao identificc3veis no hom em. S. mutans e 5. 

sobrinus (isolados exclusivamente de humanos) sao as especies mais importantes 

na patogenese da carie dental (WHILEY & BEIGHTON, 1998). 

Relacionando a presenc;a quantitativa desses microrganismos, SHKLAIR & 

KEENE (1974) demonstraram uma baixa freqO€:ncia de isolamentos de S. mutans 

e baixa porcentagem dessa especie em rela<;ao aos estreptococos totais isolados 

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPit-IP.S 
•AGULDAOE DE ODONTOLOGIA DE PIP.AGICABA 

BIBLIOTECA 
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de placa dental em individuos livres de carie (CPOD = 0), quando comparados 

com outre grupo composto par individuos cilrie-ativos (CPOD me!dio = 101 5). 

HIROSE eta/. (1993), compararam a presen,a de S. mutans na saliva aos 

indices de caries em crianc;as. Os resultados mostraram que as escolares que 

possulam as esp8cies 5. mutans e S. sobrinus apresentavam Indices de caries 

significativamente mais elevados que as crianc;as colonizadas par apenas uma 

das esp€cies, e que o 5. sobrinus estava mais intimamente associado as les5es 

de superficie lisa, sugerindo uma maior capacidade de adesilo desse 

microrganismo a estrutura dentckia, quando comparada a esp€cie s. mutans. 

Outros estudos (CARLSSON, 1968; BEIGHTON et a/. ,1987; KOHLER & 

BJARNASON, 1987; LINDQUIST & EMILSON, 1991) tambem demonstraram uma 

relac;ao positiva entre a presenc;a de uma dessas duas esp€ciesr e a carie dental. 

0 s. mutans e a especie mais encontrada na cavidade bucal, seguida pelo S. 

sobrinus, sendo que quando estas duas espekies est§o associadas, podem elevar 

o fndice desse processo infeccioso em seus portadores (LINDQUIST & EMILSDN, 

1991). 

Estudos epidemiol6gicos da distribui~ao de EGM e sua rela<;;ao com a saUde 

dentilria, envolvendo populac;;:5es humanas de vilrias faixas etilriaS1 diferente 

modes de vida, diversas localizac;;:Oes e distintas classes s6cio-econ0micas tern 

sido feitos, empregando-se amostras de placa dentaria (MUNDORFF eta/., 1990) 

e saliva (BRETZ eta!., 1992); entretanto pouco se sabe sobre a distribui,ilo das 

especies do grupo mutans nos diversos nichos ecol6gicos da cavidade oral. 

Dentre os fatores de virul8ncia apresentados par essas bacterias, destaca­

se a habilidade ilcido-secretora, que presente, parece ser de intensidade variilvel 
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entre as especies do grupo mutans. Segundo PEREIRA (1998), as amostras de 

EGM isoladas e em associa<;ao, se comportam de modo diversificado, ao Iongo do 

perfecto de incubac;ao, apresentando mementos distintos de maier queda do pH 

do meio de cultura. KOHLER et a/. (1995) observaram grandes diferen<;;as na 

produ<;;ao de acido em meio com pH controlado de 5,5 entre cepas de 5. mutans 

isoladas de humanos, sendo que algumas das cepas mais acidogenicas de 5. 

mutans produziram uma quantidade de ckido cerca de cinco vezes maier do que 

outras da mesma especie. Embora tenham detectado grandes varia<;;i5es na 

acidogenicidade entre cepas S. mutans isoladas de diferentes individuOS1 esses 

autores nao foram capazes de correlacionar o potencial acidog8nico com o 

numero de les6es de cckie presentes nos individuos colonizados par estes 

microrganismos. 

DE SOET et a/. (1991) analisando as diferen.;;as no potencial cariogenico 

entre 5. mutans e 5. sobrinus, verificaram que o nUmero de lesOes cariosas em 

rates colonizados par 5. mutans foi significativamente menor que as colonizados 

par 5. sobrinus, e, a S. sobrinus tambE!m produziu ckidos mais rilpido, ocasionando 

uma queda mais brusca do pH, quando comparado ao S. mutans. Os autores 

sugerem que esses resultados se devem a diferenr;;:as nas propriedades glicoliticas 

entre as duas espE!cies. 

Alguns estudos (KOHLER & KRASSE, 1990; BOWDEN, 1997), 

demonstraram diferenr;;:as no potencial cariog€nico entre cepas de estreptococos 

grupo mutans isoladas de humanos, portanto, variar;;:Oes nos fatores de virul€ncia 

destes microrganismos podem influenciar a desenvolvimento da cilrie dental. 
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Em estudo recente, GRANER (1999) conclui que nao houve relac;ao 

positiva estatisticamente significante entre as valores de pH final atingidos par 

cepas de S. mutans e a incidencia de carie dental em crianc;as infectadas, 

entretanto poucos isolados de cada paciente foram testados, havendo porem, 

varia~Oes entre cepas. 

Pelo exposto1 a diversidade existente nessas espE!cies bacterianas e 

evidente, considerando-se que ainda varia<;5es fenotfpicas e genotfpicas foram 

observadas atraves de estudos de sorotipagem, tipagem de bacteriocinas, 

biotipagem e analise de DNA (BOWDEN, 1997). A presenc;a de diferentes clones 

neste grupo de microrganismos pode implicar na selec;ao de cepas mais 

virulentas. (MUSSER eta/, 1988; MAYER eta/, 1999; GRANER, 1999). 

Este e um campo promissor para o melhor entendimento do processo de 

induc;§o da ccirie dental par estes microrganismos, uma vez que, variac;Oes na 

cariogenicidade das cepas de 5. mutans e 5. sobrinus isoladas de humanos 

foram observadas em modelos animals (KOHLER & KRASSE, 1990; DE SOET et 

al., 1991) e em estudos "in vitro" (PEREIRA, 1998; GRANER, 1999). 

3.2 JUSTIFICATIVA: 

Com relac;ao as superficies oclusais1 em especial as dos primeiros mala res 

permanentes, amostra deste estudo1 a epoca critica para o desenvolvimento de 

cckie dentilria refere-se ao perfodo de erup~aor mE!dia de 6 a 9 meses segundo 

M.il.NSSON (1977) e de 9 a 12 meses segundo CARVALHO & MALTZ (1997), 

momenta em que o dente encontra-se em infra-oclusao quando a estagna~ao do 

biofilme e facilitada pela presen~a do capuz gengivalf dificuldade de higienizac;ao 

e impossibilidade da autolimpeza resultante da utilizac;ao funcional do dente. 
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Na literatura, observa-se que a supetifcie oclusal 8 responsavel pelos 

maiores indices de incidencia de carie em crian~;as (BURT, 1986; MITCHELL & 

MURRAY, 1989; PINTO, 1995; PEREIRA & MOREIRA, 1995), sendo responsavel 

par 65 a 70% do componente cariado do indice CPOD, em crian'"s de 7-12 anos 

de idade, da cidade de Piracicaba - 5. Paulo (PEREIRA & MOREIRA, 1995; 

MENEGHIN, 1999). 

Considerando-se que a c.3rie dentcflria e uma doent;;a endemica em 

sociedades industrializadas (VAN HOUTE, 1994), infecciosa (LOESCHE, 1993; 

THYLSTRUP & FEJERSKOV, 1995) e transmissive! (CAUFIELD, 1997), e 

reconhecendo-se que em bora multifatorial, a placa bacteriana e o fator etiol6gico 

determinante da doenc;a (BUISCHI & AXELSSON, 1997) tornam-se necessaries 

estudos de perfs comparatives da colonizac;ao e potencial cariogenico desses 

microrganismos para indicar se existe au nao uma correlat;;ao entre o perfil de 

colonizac;;:ao e intensidade de fatores de virulencia com a hist6ria de cc3rie do 

voluntilrio. 

3.3 RESULTADOS E BENEFiCIOS ESPERADOS: 

0 conhecimento das informac;Oes pede revelar se existe au nao diferenc;as 

inerentes a composic;ao e potencial cariogEmico da microbiota em lesOes de cilrie 

ativas au paralisadas. 

4. DESENVOLVIMENTO: 

4.1 fASE PILOTO: 

Nesta fase foi realizada a calibra~o do pesquisador responsavel pelos 

exames utilizados para a sele~ao da amostra e seu treinamento para a colheita 
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das amostras clfnicas. 

4.2 SELE<;AO DA AMOSTRA: 

Como criteria de uniformiza~ao da amostra, todas as crian~s selecionadas 

para o estudo residiam em Piracicaba-SP pelo menos desde as 2 anos de idade, 

beneficiadas portanto pela fluoretac;ao das aguas de abastecimento publico (0, 7 

ppm F). 

Ap6s a aprovac;ao do estudo pelo CEP da FOP-UNICAMP, dezesseis crianc;as 

na faixa etaria de 7 a 8 anos que apresentaram pelo menos dais primeiros 

molares permanentes em oclusao completa foram selecionadas e divididas em 

dais grupos de acordo com a presenc;a ativa da lesao au presenc;a da lesao 

paralisada de carie de esmalte na superficie oclusal destes dentes. 

Para confirmac;ao da extensao da lesao (WEERHEIJM, 1992) au para a 

identificac;ao de lesoes ocultas (GRAY & PATERSON, 1997), foi realizado o exame 

radiogrilfico interproximal 1 excluindo-se assim les5es cariosas que ultrapassavam 

a jun~ao amelo-dentiilria. 

4.3 PROCEDIMENTOS REAUZADOS NOS VOLUNTARIOS: 

Os voluntaries foram divididos (Tabela 01) em dais grupos de estudo de 

acordo com a caracterfstica da superffcie oclusal dos 1°5 molares permanentes. 

Tabela 01 - Grupos estudados. 

Grupe 1: OS crian<;as com evid€:ncia clinica de lesao incipiente ativa no 1° 

molar permanente. 

Grupe 2: 08 crianc;as com evidEmcia clfnica de lesao incipiente paralisada no 10 

molar permanente. 



4.4 PROCEDIMENTOS MICROBIOL6GICOS: 

4.4.1 COLHEITA DAS AMOSTRAS: 

16 

Em uma (mica consulta, as colheitas foram realizadas atraves da utiliza~ao 

de swabs autoclavados pre-pesados. Obtivemos amostras de tres nichos distintos 

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

Tabela 02- Nichos de coleta nos grupos estudados. 

Grupo 1: saliva; superffcie oclusal cariada, superffcie lisa hfgida. 

Grupo 2: saliva; superffcie oclusal com carie paralisada, superffcie lisa hfgida. 

A colheita de saliva foi realizada conforme metodologia utilizada por 

DASANAYAKE et a/. (1993), enquanto que a colheita de material depositado 

sabre as superficies dentarias foi realizada atraves da raspagem do swab sabre a 

superffcie requerida (Figura 01). 

Figura 01 - Swab utilizado para a colheita. 

4.4.2 PROCESSAMENTO DO MATERIAL: 

As amostras obtidas foram transportadas imediatamente ao laborat6rio de 

Microbiologia e Imunologia da FOP-UNICAMP, em banho de gelo, submetidas a 



17 

30 segundos de vibra~ao em urn agitador de tubos (Phoenix - AT 56), sendo 

entao dilufdas em serie decimal de 10"1 a 10-s solu~ao salina 0,9%. 

Para o cultivo dos EGM, aliquotas de 5J..LL de cada dilui~ao foram inoculadas 

em duplicata em placas de Petri, contendo meio Mitis Salivarius Bacitracina 

(MSB). Ap6s incuba~ao a 37oc por 24-48 horas em atmosfera com pC02 de 10% 

(Water-Jacked C02 Incubators/Cole Parmer Instruments- USA), foram coletadas 

entre 15 e 20 colonias (de cada nicho pesquisado, totalizando por volta de 50 

cepas/voluntario) com caracterfsticas morfol6gicas tfpicas e transferidas 

individualmente para urn tubo de cultura contendo caldo de infusao de cerebro e 

cora~ao (BHI), sendo incubadas em condi~oes 6timas para seu desenvolvimento 

celular (37oc, pC02 10%, 24-48 horas). Ap6s o crescimento bacteriano, aliquota-

se 1000J..LL do subcultivo para identifica~ao e outros 500,....L sao armazenados em 

tubos contendo 500!-lL de BHI-Giicerol 20% (em duplicata) (Figura 02). 

CEPAX 
CRESCIMENTO + 

1000 

500 IJL 2x a 

Identifica~ao bioquimica e por PCR 

Conserva~ao a - 700 c 
(em duplicata} 

Figura 02 - Procedimentos para conserva~ao das cepas selecionadas. 

4.4.3 PADRAO BIOQUIMICO: 

A identifica~ao das cepas de EGM foi realizada atraves de provas 

bioqufmicas, seguindo-se a tabela das caracterfsticas bioqufmicas (Tabela 03), 

segundo os criterios adotados no Manual de Bergey (HARDIE, 1986). As 
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inoculac;5es foram realizadas sempre a partir de culturas recentes (24 horas) em 

BHI. 

Tabela 03 - Divisao especies de EGM segundo suas caracteristicas bioquimicas. 

Esp8c:ies s. S. S. s. S. S. S. S. 
mutans mutans rattus cricetus sobrinus r.rus macacae downei 

Sorotipos c-e-f e b a d-g c c h 

Fermenta~ao: 

Manitol + + + + + + + + 
Sorbitol + + + + +* + + + 
Melibiose + + + -·· 
Rafinose + + + + -·· + 
Produc;ao de 

H202 + 
Hidr61ise da 

Arginina + 
Resist€ncia a 
Bacitracin a + + + + 

(*)algumas cepas podem dar resultado negative; (••) algumas cepas podem dar 
resultado positive. 

4.4.4 FERMENTA<;AO DE CARBO!DRATOS; 

Para esta prova bioqufmica e utilizado a meio base constitufdo par caldo de 

tioglicolato sem dextrose e sem ac;Ucar; 11 5% de bacto ilgar e 01 0016% de 

pUrpura de bromocresol. Ap6s dissoluc;ao dos componentes em ilgua destilada, o 

pH e acertado para 7,0 e o meio base esterilizado. Os substrates manitol 1 

sorbitol, melibiose e rafinose sao esterilizados utilizando-se membranas filtrantes 

com pores de 0,22 ~m (Millipore®), e adicionados ao meio na proporc;ao final de 

1,0% (Figura 03). 

Utilizando-se o repicador de Steer (Figura 04), sao inoculados 5 J.!L de uma 

suspensao bacteriana ajustada para 1-2 x 108 UFC/mL nas placas contendo as 
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diferentes carboidratos, e estas devem ser incubadas nas condi<;oes ideais para 

cultivo de EGM. A leitura foi realizada entre 18 e 22 horas ap6s a inocula<;ao. A 

prova e considerada positiva quando houver viragem do indicador de pH, da cor 

purpura para a amarela (Figura 03). 

Figura 03 -Teste bioqufmico de 
fermenta<;ao de carboidratos. 

4.4.5 PRODU<;A_O DE PEROXIDO DE HIDROGENIO: 

Controle Negativo 

Figura 04- Repicador de Steer. 

A prova de produ<;ao de per6xido de hidrogenio e realizada segundo 

WHITTENBURY (1964). A semeadura a partir das culturas das cepas em BHI, 

consiste de 3 inocula<;oes pr6ximas, tipo "picada", feitas com agulha de platina 

diretamente no meio de cultura. As placas sao entao incubadas em pC02 10%, 

por um perlodo de ate 7 dias a 37°C. A produ<;§o de per6xido de hidrogenio e 

detectada pela presenc;a de halo marrom-escuro ou preto em torno do 

crescimento bacteria no (Figura 05). 



Figura 05 -Teste bioqulmico de 
produc;ao de H202. 

4.4.6 RESISTENCIA A BACITRACINA: 
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Teste Positivo 

Ao meio base utilizado no teste de fermentac;ao de manitol (SHKLAIR & 

KEENE, 1974), deve ser acrescido duas unidades internacionais de bacitracina 

par mililitro. 0 crescimento do microrganismo indica sua resistencia ao 

antibi6tico presente no meio, observada com a mudanc;a da cor purpura para 

amarela, o que indica a fermentac;ao do manitol. 

4.4.7 HIDR6USE DA ARGININA: 

Esta prova se baseia na produc;ao ou nao da enzima arginina-desaminase, 

a qual Iibera am6nia ao agir sabre o substrata arginina. A capacidade das cepas 

hidrolisarem arginina produzindo am6nia, e testada como preconizado par NIVEN 

et a/. (1942) e preparado segundo AZEVEDO (1988). As cepas sao semeadas 

transferindo-se 0,1 mL do inocula para os tubas contendo o meio de cultura, e 

estes incubados a 37°C durante 48 horas. Ap6s o perlodo de incubac;ao, duas 

gotas do reativo de Nessler sao adicionadas a cada tuba. A presenc;a de am6nia 



21 

na cultura, evidenciada pelo aparecimento de colorac;ao alaranjada, indica rea<;ao 

positiva enquanto que a colorac;ao amarela indica o controle negativo (Figura 

06). 

Meio Esteril 

Controle 
Negativo 

Figura 06 - Teste bioqufmico de 
hidr61ise de arginina . 

4.4.8 REA<.;AO EM CADEIA DA POUMERASE (PCR): 

Teste Positivo 

Os subcultivos sao inoculados em frascos com 5 mL de BHI, incubados a 

37°C, pC02 10%, por 24-48 horas. Para obtenc;ao do DNA bacteriano, centrifuga-

se os meios de cultura e os sedimentos obtidos sao transferidos para tubos de 

eppendorf, onde sao lavados com 1 mL de soluc;ao salina 0,9%. Ap6s a 

centrifugac;ao, as o§lulas sao re-suspendidas em 100 f.!L de tampao de lise (10 

mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, 1% de Triton X-100, pH 8,0) e fervidas por 10 

minutos (OHO et a!., 2000). 0 DNA de cada bacteria e entao submetido a 

amplificac;ao para a confirmac;ao molecular da identidade do S. mutans e S. 

sobrinus (Figura 07) na presenc;a de um par de "primers" especie-espedficos -

primers desenhados por OHO eta/. (2000). E utilizado como controle positivo S. 

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



Figura 07 - Identifica<;ao por PCR. 

4.4.9 PRODU<;AO DE AODOS: 
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S. mutans 517 pb 

S. sobrinus 712 pb 

Figura 08-
Term ociclador 

Para a determina<;ao da capacidade de produ<;ao de acidos pelos diferentes 

isolados de EGM sao utilizadas medi<;oes em intervalos de tempo crescentes (0, 

3, 6, 12, 24 hrs) do pH do meio de cultura onde as cepas estao cultivadas. As 

amostras devem ser previamente inoculadas em meio BHI para obten<;ao de 

culturas recentes. A suspensao bacteriana e ajustada para 1-2 x 108 UFC/mL e 

alfquotas de 100J.tl de cada amostra sao inoculadas em meio BHI a 5% de 

sacarose (Figura 09) . 0 pH pede ser medido atraves de fitas indicadoras, com 

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

Acerto de 
Concentrac;ao 

D 
200 

B 5 
100 

~ 
0 potencial canogen•co das 

IJL IJL cepas isoladas fo1 avahado .. .. .. 
por medic;5es da produc;ao 

Cepas de acido dos lotes nos 
conservadas Re- 10'8 Triplicata tempos de 0, 3, 6, 12 e 24 

a -7oo c ativac;ao 

Figura 09 - Protocolo da realiza<;ao do teste de produ<;ao de acidos in vitro. 
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4.0 4.4 4.7 5.0 5.3 5.5 5.8 5.0 5.3 5.5 5.8 6.1 6.5 7.0 

Figura 10 - Fita para medi~ao do pH (Merck®) 

6. CONCLUSAO: 

6.1 FREQUENCIA DE ISOLAMENTO: 

Com rela~ao a atividade cariogenica, ha sugestoes na literatura que 

indivfduos portadores de S. mutans associado a S. sobrinus possuiriam maior 

fndice de carie dentaria em rela~ao aos que possufssem somente o S. mutans 

(DAVEY & ROGERS, 1984; HIROSE eta/., 1993; KOHLER & BJARNASON, 1987; 

TORRES et a/.,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 (Gl) 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 

(Gritfico 01), nao havendo diferen~as estatfsticas entre OS grupos (Mann 

Whitney, p>0,05). 

Tabela 04- Numero de especies isoladas conforme os grupos e voluntaries. 

Total de cepas: 387 =-a;•••I•f -- ---

-Carie Ativ 
- - -

N. o Voluntario 1 2 4 5 6 10 11 12 
- -- - ----

S. sobrinus 03 00 04 03 03 00 13 00 

S. mutans 46 45 45 43 43 52 38 49 
-·-··-·-·-··· ·-·- ·--

# Isolados 49 45 49 46 46 52 51 49 
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Total de cepas: 365 

N.o Voluntario 3 7 8 9 13 14 15 16 ........................ ~ ............ ··-·-·-··-··-

S. sobrinus 00 02 02 00 00 02 04 03 
S. mutans 34 49 36 43 51 45 46 48 

----

# Isolados 34 51 38 43 51 47 50 51 

97 8 - A frequencia de isolamento de S. sobrinus fo1 

6,7 7 menor no Grupo 2 (Carie Paralisada), em 
96 ~ relac;ao ao Grupo 1. 

95 6 

94 5 - 5. mutans 
E 4 S. sobrinus 
Gl 93 ~ 
D\ 3 
IV 92 .. 2 c 
Gl 91 u 1 Grupos nao diferem estat1sticamente pelo .. 
0 

90 0 teste de Mann Whitney (p>O,OS). c. 
Grupo 1 Grupo 2 

Gratico 01 - Frequencia de isolamento em porcentagem. 

Neste estudo nao foi observada diferen<;a estatfstica entre o perfil de 

coloniza<;ao por S. mutans e S sobrinus entre lesoes de carie iniciais ativas e 

paralisadas. 

A maioria das amostras isoladas foi identificada como sendo a da especie 

S. mutans, em semelhan<;a aos dados obtidos por outros autores (BRATTHALL & 

KOHLER, 1976; MARFORT et a/.,1980; THOMSON et a/.,1980). Esses dados, 

analisados separadamente, confirmam a predominancia de S. mutans nas 

popula<;oes de modo geral (CAUFIELD, 1997; DAVEY & ROGERS, 1984; HIROSE 

et a!., 1993; KOHLER & BJARNASON, 1987; LOESCHE, 1993; TORRES et 

a/., 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 

sftios coletados, para ter uma melhor quantificac;ao do nfvel de colonizac;ao na 

cavidade bucal. 

0 grafico 02 ilustra a media de unidades formadoras de colonia (UFC) por 

paciente de cada grupo. 0 maior valor obtido foi de 4,4 x 105 UFC/ml. A media 

aritmetica dos grupos esta representada pela linha, e em termos numericos foi 

de 1,09 x 105 UFC/ml (Grupo 1) e 1,7 x 104 UFC/ml (Grupo 2). 

5000 

4500 

4000 

u 3500 u.._ 
::J...I 3000 
GJ E , ....... 

2500 cO 
a..O 
Q)~ 2000 
E >< 

1500 •:::S ....... 
z 

1000 

500 

0 

Grupo 1 Grupo 2 

e Carie Ativa 

• Carie Paralisada 

• Media 

Grupos diferem 
estatisticamente pelo 

teste de Mann Whitney 
(p<O,OS). 

Grafico 02 - Media das unidades formadoras de colonia (UFC) de EGM por 
paciente e media do grupo. 

Conclufmos que o grupo com carie paralisada (Grupo 2) apresentou 

menores quantidades de estreptococos grupo mutans, por voluntaries e por 

sftios, quando comparados ao grupo 1, diferindo estatisticamente (Teste de Mann 

Whitney p<O,OS). 

Nossos achados estao de acordo com estudos semelhantes descritos na 

literatura, que demonstram uma alta frequencia de isolamentos positives de 
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estreptococos grupo mutans isolados de indivfduos c.3rie-ativos, quando 

com parades com outre grupo composto par indivfduos livres de cilrie (GAO, eta!, 

2001; HOFLING et a!., 1999; KLOCK & KRASSE, 1978; SHKLAIR & KEENE, 

1974;) 

6.3 RELAI;AO ESTREPTOCOCOS GRUPO MUTANS X ESTREPTOCOCOS TOTAlS: 

SHKLAIR & KEENE (1974) demonstram uma baixa freqOencia de 

isolamentos positivos de estreptococos grupo mutans e uma baixa porcentagem 

dessa especie em rela~ao aos estreptococos totais isolados de individuos livres 

de carie, quando comparados com outre grupo composto par individuos cilrie­

ativos (CPOO = 10,5). 

De acordo com a literatura, existe uma relac;ao direta entre o nUmero de 

estreptococos na saliva e o nUmero de sitios intra-orais colonizados (TOGELIUS 

et a!., 1984; DASANAYAKE et a/., 1995). Sendo portanto realizada a 

determina~ao da quantidade de estreptococos totais presentes na saliva dos 

voluntc3rios. Computamos crescimento positive de em mE!dia 114 coiOnias de 

Streptococcus sp em meio de cultura (MSA) na dilui~ao mais concentrada (10.1
) 

dos voluntarios do grupo 1 (Carie Ativa, Sitio: Saliva). No grupo 2 (Carie 

Paralisada, Sitio: Saliva), a mesma media foi levemente menor (96 colonias). No 

mesmo sitio o crescimento em MSB m€dio (estreptococos do grupo mutans) foi 

de 28 colonias (Grupo 1) e 17,5 colonias (Grupo 2). 

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

utilizado a m€dia da contagem em duplicata. 
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Grafico 03 - Rela~ao entre EGM/5treptococcus sp presente na saliva dos 
voluntaries. 
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Conforme pode ser verificado no grafico, este ha a sugestao de que 

escolares com lesoes 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 porem a sua rela~ao 

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

p>O,OS). 

6.4 DECRESCIMO DE PH: 

KOHLER et a/. (1995) estudando queda de pH provocada por 5. mutans 

em crian~as, concluiram que e diflcil relacionar a produ~ao de acido in vitro aos 

processes de carie in vivo. Ja MACPHERSON eta!. (1992) avaliando o potencial 

cariogenico de 5. mutans isolados de indivlduos com diferentes experiencias de 

carie atraves da medi~ao de pH concluem que a experiencia de carie dos 

indivfduos estudados pode ser relacionada, em alguma extensao, ao potencial 

cariogenico (produ~o de acido) de suas cepas de 5. mutans. 
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Resultados interessantes foram encontrados por NAPIMOGA eta/. (2001), 

que observaram diferen<;as 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 compara<;ao entre 

cepas de S. sobrinus nao resultou em diferen<;as estatfsticas. 

Na analise do potencial cariogenico, foram selecionadas aleatoriamente 50 

amostras de S. mutans de todos os pacientes de cada grupo, totalizando 100 

cepas. A analise estatfstica foi baseada nas medic;oes em triplicata comparando-

se os grupos usando-se o teste de Kruskaii-Wallis (NAPIMOGA et at. 2001). 

Observamos diferentes perfis de queda de pH dos isolados, sendo que as 

cepas de S. mutans do G1 (Carie Ativa) mostraram uma maier capacidade de 

redu<;ao do pH do meio, nos perfodos de 6 e 12 horas, estatisticamente 

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

7,5 

7 7.' 

6,5 
6 

::z:: 5,5 
Q. 

5 

4,5 

4 
3,5 

Ohrs 3hrs 6hrs 12 hrs 

Tempo 

24 hrs 

1 - w: ...... Grupo 2 

-o-Grupo 1 

Grupos diferem estatisticamente pelo 
teste de Kruskaii-Wallis (p<O,OS). 

Grilfico 04 - Decrescimo de pH em fun<;ao do tempo. 

Os resultados deste estudo sugerem que existam diferenc;as nos fatores de 

virul€mcia apresentados por microrganismos isolados de lesoes ativas ou 
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paralisadas. Mais estudos relacionados a viruiEmcia desses microrganismos 

poderiam complementar esta questao. 
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