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Resumo: A presenca de Estreptococos
semelhantes aos Streptococcus mutans,
supostos indutores de cdrie, foi demons-
trada em nosso ambiente. A investiga-
¢do relativa & morfologia colonial, bem
como das atividades bioquimicas destes
microrganismos sugere que eles sejam
idénticos aqueles demonstrados como
cariogénicos para animais e seres hu-
manos em diversas regides do globo.
Estas observacbes vém consubstanciar a
suposicdo de que a cdrie dental seria
'fu_ma doenca bacteriologicamente especi-
ica.

Unitermos: Estreptococos  cariogéni-
cos*; Cdrie dental*; Streptococcus mu-
tans®,

1 — INTRODUCAO

As chamadas bactérias cariogénicas fo-
ramny até agora isoladas de individuos
residentes em diferentes posicGes do glo-
bo terrestre: Zinner et al. 13 (1965),
Berman & Gissons 1 (1966), FITZGERALD &
Jorpan 3 (1968) nos Estados Unidos;
Krasse 8 (1966) na Suécia; Gisons &
LoescHe ¢ (1967) na Guatemala; GucGGe-
NHEIM 7 (1966) na Suica.
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Sendo a carie uma doenca pandémica
e existindo bactérias especificamente ca-
riogénicas, seria de esperar encontrar
estes organismos onde existisse cérie. O
objetivo desta investigacdo foi estudar
esta possibilidade, procurando por bacté-
rias semelhantes.

2 — MATERIAIS E METODOS

2.1 — Isolamento de Baclérias
Cariogénicas

Amostras de placa de 7 pacientes fo-
ram removidas, vdrias horas apés as
refeicbes, com escavadores odontolégicos
esterilizados e dispersas em tampéao fos-
fato (0.067 M,pH 7.2), usandose um
homogeneizador de tecido. Diluigbes em
série foram preparadas e 0.1 ml de
amostra foi espalhada na superficie do
meio Streptococcus Mitis salivarius € no
meio Tripticase 2%, adicionado de ex-
trato de levedura 0.2%, glicose 2%, e
incubadas anaerobicamente em jarras de
Brewer com 95% de nitrogénio e 5% de
gds carbdnico, por 48 a 72 horas.

Todas as placas foram examinadas,
procurando-se por colonias rugosas, bri-
lhantes, de morfologia semelhante aque-
las descritas por Frrzeeraip & KEeYEs +
(1960) e KRrasse 8 (1966).

As placas de Tripticase — extrato de
levedura — glicose, apds incubagdo fo-
ram cobertas com iodo, para se deter-

* Trabalhp realizado com auxilio financeiro do Conselho Nacional de Pesquisas.
** Do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Santa
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minar a percentagem de colbnias exi-
bindo a formacdo de polissacarideo in-
tracelular. (BErMAN & Gipsonsl, 1966 e
LorscHE & Henry 92, 1967).

O crescimento no meio Mitis-salivarius
foi examinado procurando-se por colb-
nias mucdides. As coldnias a exibirem
um aspecto de gota de orvalho em sua
superficie (Krasse 8, 1966) foram isoladas
para posterior estudo.

2.2 — Identificacdo Bioquimica

As amostras isoladas na base da mor-
fologia colonial foram testadas em re-
lacdo as seguintes provas: habilidade de
fermentar manitol e sorbitol, crescimen-
to em presenca de 0.1% de azul de me-
tileno, hidrdlise de amido, hidrélise da
arginina e por sua habilidade de formar
cdpsulas a partir da sacarose. Esta apa-
recia sob o aspecto aderente nas pare-
des dos frascos quando a bactéria era
cultivada em caldo contendo 5 a 10% de
sacarose, (GissoNs & LoescHE 6, 1967).

2.3 — Identificacdo do polissacarideo
2.3.1 — Métodos Quimicos

O polissacarideo extracelular foi sepa-
rado pela vigorosa agitacio das células
cultivadas em caldo sacarose e, poste-
riormente, centrifugado para a remocdo
das mesmas. Adicionou-se um e meio
volume de etanol ao sobrenadante para
precipitar o polissacarideo. Apés a pre-
cipitagio foi o mesmo coletado por cen-
trifugacdo e lavado com etanol, sendo
logo apds dissolvido em dgua e dcido
tricloroacético a concentragfio final de
10%, para purificagio. A mistura assim
obtida, foi submetida a centrifugacédo pa-
ra a remocio das proteinas precipitadas
e 0 sobrenadante dializado para a remo-
¢ao do dcido tricloroacético.

O polissacarideo foi analisado por
métodos quimicos usando-se o reagente
(Scorr & MerLvin1l, 1953) e os aglica-
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res redutores pelo método de Forin &
Marmros 5 (1929).

Cetohexoses foram determinadas usan-
do-se cisteina, carbazole e &acido sulfu-
rico (DiscHe 2, 1953) e as proteinas esti-
madas pelo método de Lowry et al.10
(1951). Apés a hidrdlise com dcido sulfd-
rico, foi feita a andlise cromatogréafica.

2.3.2 — Andlise Cromatogrdfica

Amostras purificadas do polissacarideo
foram submetidas a hidrélise pelo acido
sulfirico e analisadas cromatografica-
mente. Diluicdes do hidrolizado foram
aplicadas a tiras de papel para croma-
tografia Tipo Watmann n.° 1, com o au-
xilio de micropipetas.

Ap6s um periodo suficiente para que
a substancia secasse, 0s cromatogramas
foram colocados a correr em camaras
cromatograficas usando-se como solven-
te dcido acético, metil acetato e dgua
nas proporcoes de 3:3:1. Os pontos cor-
respondentes a migracdo da substancia
em estudo foram visualisados borrifan-
do-se uma solugdo de Anilina Ftalato
(Merck-1266), reativo pulverizante para
cromatografia, usado para comprovar a
presenca de agucares redutores.

A leitura dos resultados foi facilitada
pelo uso de lampadas ultravioleta, sen-
do os valores Rf a seguir calculados.

3. — RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 — Isolamento e Identificacdo das
Bactérias Cariogénicas

Em todas as amostras examinadas foi
possivel observar a presenca de estrepto-
cocos em altos numeros, muitos dos
quais assemelhavam-se aos chamados
Streptococcus mutans, supostos induto-
res de cdries. Algumas destas amostras
foram selecionadas e identificadas bio-
quimicamente aos estreptococos cariogé-
nicos.
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Os resultados acumulados na literatu-
ra especializada e os alcangados na pre-
sente investigacdo sugerem maiores evi-
déncias de que a cdrie dental seja uma
doenca Dbacteriologicamente especifica,
pois a semelhanca entre os microrganis-
mos isolados em nosso ambiente e aque-
les j& caracterizados através do globo,
como indutores de cdrie, é acentuada.

A determinagéo do percentual de mi-

crorganismos formadores de polissacari-
deo intracelular revelou, conforme Tabe-
la, corresponder a aproximadamente
58% nas amostras de placa estudadas.
Sugere-se pois, a possibilidade de uma
intensa atividade em relacido a producao
de dcidos, pelos membros da flora bac-
teriana da placa. Resultados semelhan-
tes sdo encontrados na literatura espe-
cializada (Van Houtk 12, 1963).

TABELA

Microorganismos formados de polissacarideo

intracelular

Microrganismos por mg

Ntmero de colbnias

de material 10 T S.A.P. Fercentagem
1. 58 28 50%

2. 28 15 53.5%
3. 60 68 42.5%
4. 7 5 1%

5. 23 16 69.5%
6. 40 22 55%

7. 64 42 65.6%

* S.AP. — Sintetizadores de Amilo Pectina,

3.2 — Formacdo de Polissacarideo

Das amostras identificadas como se-
melhantes as cariogénicas, uma foi sele-
cionada para a obtencdo de polissacari-
deo extracelular pelo cultivo em caldo
sacarose a 10%. Apds a incubacdo ade-
quada, observou-se a formacdo de um
abundante precipitado firmemente ade-
rido as paredes do frasco de cultura,
enquanto também foi possivel observar
que porgles polissacaridicas ficavam em
suspensdo no meio de cultura.

Apé6s a precipitacdo alcodlica e a con-
veniente purificacdo, a massa polissaca-
ridica foi conservada em congelador.

Amostras deste polissacarideo quando
quimicamente analisadas demonstraram
que a preparacdo € constituida de apro-
ximadamente 105% de carboidrato com
insignificantes quantidades de cetohexo-
ses.

A andlise cromatografica do polissaca-
rideo, apés a hidrdlise acida, revelou a
presenca de um maior percentual de
glicose.

Os resultados das andlises quimicas e
cromatograficas, permitem concluir gque
o polissacarideo obtido em nosso labo-
ratério € semelhante aos cldssicos dex-
tranos sintetizados pelas amostras cario-
génicas de estreptococos.
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3.3 — Andlise soroldgica

Experimentacées empregando amos-
tras purificadas do polissacarideo con-
venientemente preparadas, foram feitas
pela inoculagio em ratos e coelhos, nu-
ma tentativa de obter-se anticorpos anti-
dextrano. Nao foram obtidos resultados
significativos, 0 que veio confirmar ob-
servacOes de diversos autores, segundo
as quais este polissacarideo seria pouco
imunogénico para animais de laboraté-
rio.
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SumMary: The presence of Streptococ-
cus resembling Stréptococcus mutans
supposed caries inductors, was demons-
trated in on environment. Colonial mor-
phology and biochemical characteristics
of these microorganisms suggest some
identity " to those already , demonstrated
as cariogenic to animals and humans
throughout the world. These observa-
tions brought some support to the
hypothesis that caries would be a bacte-
riologically specific disease.

UniTerMms:  Streptococcus, cariogenic*®;
Dental caries*; Streptococcus mutans*.
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