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I - INTRODUÇAO 

A áescalcificação do esmalte determinada por mj_ 

crorganismos presentes na cavidade oral, constítui a essência 

da teoria quimico-parasitãria~ emitida por MILLER em 1890, p~ 

ra explicar a etiologia da cãrie dental; segundo a mesma, os 

açucares introduzidos com a dieta alimentar são transformados 

em ãcido lãtico pelas enzimas bacterianas locais. 

A partir daquela data, os investigadores proc~ 

raram estudar qualitativa e quantitativamente a flora da bo­

ca, e em especial, os germes acidogênicos e acidúricos. Foi 

possíve1. assim, caracterizar alguns dos elementos bacteria­

nos presentes em nUmero elevado na lingua, sulco gengíval~ e 

placa dental. e ainda suas variações face aos processos cario 

sos ou doenças periodontais. 

Durante algumas décadas um nUmero elevado de 

pesquisas foi realizado no sentido de provar que germes do 

g~nero Lactobacillus seriam os respons~veis pela cirie, por u 

ma sêrie de razões e ainda porque são formadores de ãcidos {~ 

cidogênicos) e capazes, também. de se desenvolverem em pH bai 

xo (aciduricos). 

Surgiu então a idéia de se medir a atividade 

cariogênica através de método bacteriolÔgico, que permitisse 

detectar condições propícias ao desenvolvimento da cãrie. 

De fato. o uso de algum método que revelasse 

as fases pré-clínicas da dãrie dental permitiria aplicar os 
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r.ecursos de prevençao e controle com a intensidade necessãria 

e suficiente para bloquear a destruição do esmalte, dentina e 

conseqüências sobre a polpa dental. 

1.1 - TESTE CoLORIMÊTRrco DE SNYDER 

Este teste foi proposto por SNYDER em 1940, ba 

seado no fato de que a ação cariogênica estaria i ntímamente 

relacionada com o aumento ou diminuição do nUmero de lactoba­

cilos encontrado na saliva. 

Atravês dele, também e possível demonstrar o 

aumento ou diminuição correspondente da quantidade de ãcidos 

produzidos em meio seletivo inoculado com saliva. O meio con­

tém glicose e verde-bromo-cresol, que em pH = 5,0 mantêm essa 

coloração; a inoculação de flora acidogênica determina vira­

gem para o amarelo (pH " 4,2 - 3,8) pela metabolização do car 

boidrato. 

Segundo SNYDER~ para evitar dUvidas na inter -

pretação dos resultados~ o teste positivo seria indicado pelo 

desaparecimento do verde como cor dominante, o que se verifi­

ca na faixa de pH = 4.2 a 4,0. 

O autor procurou simplificar um recurso quepe~ 

mitísse seu emprego cllnico, baseado nos trabalhos do grupo 

de Michigan, nos quais fora descrita a ocorrência de grande nü 
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mero de lesões de cãrie em .função da dieta. 

O esquema de interpretação do teste colorimã -

trico foi mencionado por SNYDER (1942), reproduzindo a conclu­

sao dos resultados acumulados nos ensaios com a inoculação de 

0,2 ml de saliva no meio de teste, conforme consta da tabela 

abaixo: 

Atividade Tempo de Incubação 

Cariogênica 24h 48h 72h 

~1ãx i ma teste positivo 

!~oderada teste negativo positivo 

O·í se reta teste negativo negativo positivo 

Negativa teste negativo negativo negativo 

Com referência ainda a interpretação do teste 

colorimétrico. SNYDER (1951) discorreu minuciosamente sobre o 

indicador do meio, verde-bromo-cresol, apresentando uma nota-

çao para suas vãrias alterações de cor decorrentes da reação 

ácida do meio. 

Teste Negativo 

Teste Positivo 

o - indicador nao ativado 

+ - ligeira alteração na cor verde 

(pH 5,0 - 4,4) 

++ - verde não ê mais cor dominante 
+++ alteração incompleta para o amarelo 

(pH 4,2 - 3,8) 
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LIMA e cal. (1968) estudaram, no meio. de SNY-

DER, o comportamento de culturas puras de microrganismos iso­

lados dos vãrios nichos da boca, e ainda, a possibilidade da 

placa dental, material de sulco e de llngua contribuírem com 

microrganismos acidogênicos para a saliva. Verificaram que as 

amostras de Lactobaaillus~ enterococos e Staphylococcus deter 

minaram modificações do verde-bromo-cresol distribuldas nas 

três gradações do teste positivo de SNYDER. Material de sulco 

gengival e da língua inoculado no meio de SNYDER tambem prod~ 

ziu alteração do verde-bromo-cresol, resultado significativo 

para mostrar que nao somente a placa dental contribui com mi­

crorganismos acidogênicos para a saliva. 

1.2 - PRODUÇÃO DE PLACA "!N VITRO" 

A partir de 1965 foi demonstrado que certas a­

mostras de estreptococos humanos determinavam cãries em hams­

ters convencionais ou ratos gnotobiotos, enquanto que outras 

amostras não eram cariogênícas (ZINNER e cols., 1965; KRASSE, 

1966; GIBBONS e cal., 1966). 

Os estreptococos de rato, bem como os humanos, 

sintetizam grandes quantidades de polissacarideos extracelu -

lar, principalmente a partir da sacarose, enquanto que os nao 

cariogênicos formam quantidades minimas. A produção deste po-
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lissacarideo em caldo sacarosado origina uma massa bacteriana 

de consistência gelatinosa, que adere nas paredes do tubo su­

gerindo que a formação do polissacarideo pode ser responsãvel 

pelo acUmulo de bactérias nos animais inoculados com bacté -

rias caríogênícas (GIBBONS e col., 1966). 

Alguns desses políssacarideos, em particular , 

o dextrano, podem participar da formação de placa dental (GU~ 

GENHE!N e col., 1966; WOOD & CRITCHLEY, 1966). Os autores nao 

observaram a formação de placa quando foi empregado caldo gli 

casado. 

HAY (1966), verificou que a superfície dos de~ 

tes na boca, e revestida por certas proteínas salivares. Esse 

revestimento pode ser obtido 11 in vitro''. misturando põ de apa­

tita ã saliva humana integral clarificada. A habilidade do de~ 

trano de aderir a essa suspensão de apatita sugere que ela tam 

bêm pode aderir ã superflcie do dente, na boca. A segunda ca­

racter1stica do dextrano que pode ter significado na formação 

da placa e a de que ele forma complexo insolúvel quando incu­

bado com saliva. Esses complexos estão constituldos por car -

boídrato, proteina, cãlcio e fõsforo. 

O dextrano ê relativamente resistente a hidrÕ­

lise por crescimento bacteriano misto originaria de placa e 

saliva. Desque a matriz de placa constituí somente uma porçao 

do .peso seco total da placa, o dextrano representa uma eleva­

da porcentagem da matriz da placa. 
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Essa hipÓtese acima referida baseia-se no fato 

de que alguns tipos de estreptococos formadores de placa e ca 

riogênicos diferem na habilidade de sintetizarem polissacarl­

deos extracelulares, a partir de vários açucares (GIBBONS e 

co1., 1966; FITZGERALD & JORDAN, 1968). 

A formação de dextrano insolúvel em agua pare­

ce ser uma condição para o desenvolvimento de lesões cariosas 

de superflcie lisas como indicaram a experiências em roedo-

res inoculados com estreptococos cariogênicos (KRASSE 1965; 

KRASSE e col ., 1967). 

Observações mais recentes indicam que algumas 

bactêrias orais possuem afinidade para pollmeros salivares (GIB 

BONS & SPJNELL, 1969) bem como para hidroxiapatita ou esmalte 

humano pulverizado (MCGOUGHEY & FIELD, 1969; HILLMAM e col ., 

1970). 

Esses fatos parecem indicar que a afinidade de 

bactérias orais por esmalte ou pela pel1cu1a adquirida pode 

ser uma determinante da sua presença ria superflcie dental no 

inlcío da formação da placa. 

A sacarose permite a formação de placa ''in vi­

tro' (JORDAN & KEYES, 1966); em animais de laborat~rlo (KRAS­

SE, 1966; GUGGENHEIM e col., 1966) e no homem (CARLSSON & E­

GELBERG, 1965). 

Recentemente, GJBBONS & BANGHART (1967) referi 

ram que a passagem seriada de estreptococos (Strain 3) em so­

lução saca rosada aumentava capacidade das mesmas em formar dex 
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trano. 

A deposição de material na coroa e raiz dos den 

testem sido relacionada com cãrie e do~~ça periodontal, des­

de 1899 por WILLIANS e ARMIN em 1963. Contudo, são poucas as 

referências sobre a capacidade de algumas bactérias aderirem, 

mais que outras, aos dentes. Pesquisando essa propriedade, MC 

CABET e col. (1967), modificaram o mitodo proposto por JORDAN 

& KEYES ( 1966). De acordo com os mesmos, um fi o de ni 1 - cromo 

era preso a extremidade inferior da rolha de borracha que ta~ 

pava o tubo e mergulhado no caldo contendo glicose. ou sacara 

se, ou amido. 

Em 1967, JURGENSEN & ARAÜJO, relataram a forma 

ção de placa ''in vitro'1 por estreptococos cariog~nicos para 

harnsters na superfície de bastão e laminula, incubados em cal 

do contendo 5% de sacarose (modificação do ~gar-Mitis-Saliva­

ríus, BBL). 

Com intervalos de 48 horas, laminulas e bastão 

eram transferidos para caldo sacarose até completar 15 dias . 

Com três dias de incubação~ pequenos nõdulos depositaram- se, 

com 15 dias, grande quantidade de massa gelatinosa se acumula 

va sobre o bastão e lamlnula. 

Concluindo, podemos dizer que a biossintese de 

polissacarldeo extracelular parece ser uma das caracterlsti -

cas requerida para que uma bactiria seja considerada cariog~­

nica. 
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1.3 - FoRMAçÃo DE PoLISSACARÍDEO INTRACELULAR 

Formada a placa dentãria, uma grande varieda­

de de microrganismos se incorpora na mesma, numa inter-rela -

ção entre eles mesmos e ainda com a prõpria superflcie do es­

malte, que passa a ser descalcificada pela ação de germes aci 

dogênicos, que fazem baixar consideravelmente o pH. 

Em 1944, STEPHAN mostrou que existe uma dife -

rença quantitativa na intensidade e duração de acidez produzi 

da por decomposiçio de carboidratos nos dentes de individuas 

livres e portadores de cãrie. Segundo o autor. as massas bac­

terianas da placa com uma concentração máxima de enzimas, em 

pequeno espaço. diante de pequena atividade tampão, produzem 

ãcidos com grande velocidade e conseqÜentemente uma queda el~ 

vada de pH. Alêm da ação bacteriana, outras causas controlam 

o pH da placa, como o fluxo e a capacidade tampão da saliva , 

as espécies e quantidades de bactérias presentes~ bem co­

mo a atividade acidogênica e ainda • as quantidades de car­

boidratos ingeridos e mais especialmente os retidos na boca e 

placa dental. A maneira pela qual esses fatores agem isolada­

mente ou combinados. ainda e obscura. o que se sabe e que hâ 

diferenças entre as placas de indiv1duos cãrie-resístentes e 

cãrie suscetiveis. Neste sentido~ e interessante citar as con 

clusões de BLAYNEY e col. (1963) mostrando diversificação da 

flora microbiana na placa dos dois tipos de pacientes cita -

dos. Em 1950, STRALFORS mostrou que um aumento na concentra­

çao de bactêrías estã associado com aumento da formação de ã-
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cidos por unidade de tempo. Concluiu que a concentração de ba!:_ 

térias e o coeficiente de difusão dos ãcidos nas placas, e de 

importância decisiva na ocorrência ou não, da descalcificação. 

Como conseqüência dessa variação de flora bacteriana, prova -

velmente ocorrem condições diferentes no metabolismo dos car-

boidratos e o tempo de ação dos produtos resultantes com a su 

perflcie do dente. Sabe-se que a lavagem da boca com solução 

de g1icose produz queda de pH a menos de 5,1. No entanto, pa­

ra que se estabeleça a descalcificação do esmalte é necessã -

ria a permanência da acidez por longos periodos de tempo. Is­

so e possivel com a ingestão freqüente de açUcares através de 

alimentos ricos em carboidratos ou através da retenção de po-

1issacarideo na superficie do esmalte; em favor desta Ultima 

ponderação falam bem claro as pesquisas de G!BBONS e co1.(1955) 

DOESTSCH e col. (1957). De acordo com esses autores, bacté -
.r~, 

rias capazes de sintetizarem polissacarideo intracelular do ti 

po glicogênio-amilopectina~ em presença de carboidratos, po­

dem metabolizâ-lo quando o açúcar exôgeno foi consumido, man­

tendo assim, a acidez residual por período de tempo maior nos 

individues sujeitos a cãries do que nos sem cáries. 

Ainda em favor desta hipótese corroboram as a-

firmações de GIBBONS & SOCRANSKY (1962). que admitem a possi­

bilidade do polissacarideo intracelular sintetizado por algu­

mas bactérias concorrer para o estabelecimento de cãrie. Est~ 

dando microrganismos de placas, dotados dessa propriedade, r~ 

lacionaram estreptococos~ difterÕides e Fusobaeterium~ como 
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capazes de metabolizarem o polissacarideo intracelular forma­

do~ com produção de âcido lãtico. Placas de pacientes cãrie a 

tivos continham microrganismos fortemente iodofilicos em pro­

porção mais elevada que aqueles de placas de indivíduos sem 

cãries. Para estudar a maneira pela qual as bactérias acumu­

lam polissacarldeos esses autores empregando uma amostra de 

st~. mitis 2 verificaram a ocorr~ncia da elaboração e armazen! 

menta de grandes quantidades de po1issacarideo em presença de 

açúcar fermentãvel, como a glicose, mas sob condições de cre~ 

cimento limitado. Em virtude da metabolização do carboidrato 

produziram-se grandes quantidades de âcido suficientes para 

baixar o pH a menos de 6,0, acidez que só se manteve por va­

rias horas, mesmo diante de um fluxo contínuo de solução tam­

pão de pH 7 ,O. Na ausencia de fluxo da solução tampão o pH pr~ 

duzído estava abaíxo de 5,0. Esses achados sugerem que os po-

1issacarideos armazenados pelos organismos possam ser respon­

sãveis pela manutenção de pH baixo nas placas quando o carboí 

drato exõgeno foi consumido. 

l,q - st~eptococcus mutans E CÃRIE DENTAL 

Desde 1950~ vãrios autores demonstraram que S. 

mutans possui a capacidade de determinar cãrie em animais de 

1aboratõrio (Z!NNER e col., 1965; G!BBONS ecol., 1966; KRASSE, 



11. 

1966). 

No homem, alguns trabalhos têm procurado de-

monstrar as relações entre cârie e a composição microbiana da 

placa dental, indicando quase sempre uma correlação positiva 

e significante entre a presença do microrganismo em apreço e 

o processo carioso. 

Estudando a ocorrência de estreptococos induto 

res de cãrie em material de placa·dental humana, BIRAL (1969) 

verificou pelos dados obtidos que estreptococos do grupo TI 

(Str. mutans) estavam etiologicamente relacionados, de dife -

rentes modos, com a carie. O mesmo não acontecia com Str. san 

guia apesar de serem formadores de dextrano e importantes cons 

tituintes da placa dental. 

A relação entre cârie e Str. mutans tem sido 

demonstrada por um numero elevado de trabalhos de investigação 

em virias partes do mundo [FITZGERALD e col. (1960); BERTOLI­

NI (1969); ZINNER e col. (1965); MIRANDA (1977)]. 
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li - PROPOSIÇOES 

Considerando a importância da produção de po-

1issacarldeo extracelular, sobretudo por Str. mutansJ e intra 

celular pelas bactérias orais, nos mecanismos de formação de 

placa dental e produção de ãcidos com conseqüente descalcifi­

cação dental, propomo-nos investigar: 

1. A incid~ncia de StPeptoeoeeus mutans em material de placa 

dental de escolares. 

2. O nUmero de colônias de germes produtores de po1issacar1-

deo intracelular. 

3. A ocorrência de flora produtora de polissacarideo extrace­

lular através da formaçio de placa ''in vitro''. 

4. O comportamento do meio de Snyder quando semeado com mate­

rial de placa dental de escolares. 

5. Correlacionar os resultados obtidos com lndice CPOD dos es 

colares. 
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li! - ~lATERIAL E MÉTODOS 

3.1 - SELEÇÃO DOS PACIENTES 

O material a ser examinado foi colhido de v a-

rias superfícies dentãrias de 40 crianças cuja idade variava 

entre 8 e 14 anos, sendo metade do sexo masculino e outra me­

tade do sexo feminino, de grupo escolar da cidade de Piracica 

ba. 

Seus hãbitos alimentares eram os da classe me­

diana a pobre ~-porque consumiam subst~ncias açucaradas. 

Foi anotado e estado dos dentes através do ín­

dice CPO-D (KLEIN & PALMER, 1937). 

3.2 - CoLHEITA DE MATERIAL DE PLACA DENTAL 

Os dentes eram isolados com roletes de algodão 

para evitar contaminação pela saliva, apos terem sido lavados 

com jato de ãgua através de seringa. 

Usando-se uma colher de dentina, previamente 

confeccionada para obter-se 1 mg de placa e esterilizada, ra~ 

pavam-se as faces vestibular e lingual dos molares superiores 

e a labial dos incisivos~ para obter uma mistura representatl 

va da flora das placas. Nos dentes com cãrie colhíamos o mate 
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rial nas faces que se apresentavam higidas .. 

O material obtido era transferido para peque­

nos frascos contendo lO ml de salina com extrato de levedura 

a 0,05% e pH 7,2 e ainda pêrolas de vidro. A seguir procedía­

mos as diluições decimais até 10- 7 • 

A distribuição do material era feito conforme 

o teste a ser realizado. 

3.3 - FoRMAÇÃO DE PoLISSACARÍDEO INTRACELULAR 

A quantidade de 0,1 ml da diluição 10- 7 do ma­

terial de placa era semeada no meio de GIBBONS (1966) com au­

xilio de bastão de vidro em L. A incubação das placas e dos 

tubos das outras provas abaixo descritas. era feita em anaero 

biose com jarras pelo sistema 1'Gaz-packu e em microaerofilia, 

em dessecador, no qual se colocava um pedaço de papel em cha­

mas (BURROWS, 1963). A temperatura de incubação era de 37oc. 

Para a leitura de colônias íodofilicas, deposi 

tavam-se algumas gotas da solução de iodo reveladora sobre as 

colônias desenvolvidas no meio de cultura. Os resultados fo­

ram assim interpretados~ cor marrom a escura, fortemente pos1 

tiva; marrom apenas~ fracamente positiva e amarelo clara, ne­

gativa. 
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3. 4 - FoRMAÇÃo DA PLACA "IN V ITR o" 

Seguimos a técnica de CAMARGO e col. (1968). Q 

samos tubo capilar como superficie para deposição do material 

mucilaginoso. A quantidade 0,1 m1 da diluição inicial (10- 4 ) 

era semeada em tubo contendo caldo hipersacarosado e tubo ca­

pilar. A incubação era feita nas condições acima referida. De 

cada 48 horas, os capilares eram transferidos para novo caldo, 

passados antes em salina estêri1 para remover o crescimento 

não aderente ao capilar. Para grandes quantidades de material 

aderido ao capilar demos o sinal +++. para pequena quantidade 

++ e- para ausência de placa. 

3,5 - INOCULAÇÃO E LEITURA DO TESTE DE SNYDER 

A quantidade de 0,2 ml da diluição inicial(l0- 4
) 

do material procedente de placa dental, era inoculada no meio 

de SNYDER, previamente fundido e resfriado a 5ooc. A leitura 

dos tubos semeados e incubados era feita apõs 24, 48, 72 e 96 

horas, comparando-se o tubo teste com escala colorim~trica de 

referencia anteriormente estabelecida, cujas variações de pH 

foram medidas com potenciômetro. 

As modificações de coloração do indicador ver­

de-bromo-cresol em função dos diferentes pH foram conferidas 
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com as seguintes indicações: 

pH 5,0 - verde azulado (O) 

pH 4,6 verde ( +) 

pH 4,3-4,2 - ligeiramente amarelo (++) 

pH 4,1-4,0- acentuado amarelo (+++) 

pH 3,9-3,8 intensamente amarelo (+++) 

3.5 - CoNTAGEM E IDENTIFICAÇÃO DE Btreptococcus mutans 

A quantidade de 0,1 ml da diluição 10- 7 do ma­

terial coletado foi distribuído na superfície de Mítis-Salívã 

rius-Agar~ distribuido em placas, contendo açücar comum{União) 

na concentração final de 40%~ o que o torna seletivo para Str. 

mutans. 

As co1ônias desenvolvidas, com características 

do referido germe foram contadas com auxilio de microscópio 

esteroscõpico e aumento de 8 vezes; a seguir, transferiram-se 

essas colõnias, verificado seu estado de pureza pela colora -

ção de Gram, para tubos de fermentaçao de sorbitol e manitol. 
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IV - f·1EIOS DE CULTURA 

-
4.1- AGAR-~1ITJS-SALIVÂR!US 

Trypticase (BBL) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1,0 g 

Polipeptona (BBL) . . ... . .. .. . .. . . . .•. . . 1,0 9 

Glicose (Carlo Erba) .................. . 
Açúcar comum (União) .................. 
K2Hro4 (Merck) ............•••...•..... 

Azul Trypan (Harleco) ...•............. 

Cristal violeta (Merck) ...........• 

Ãgar-ãgar (Oxoid nQ 3) ..............•. 

li9ua des ti 1 a da ....................... . 

o. 1 9 

40,0 9 

0,4 g 

0,0075 9 

0,00008 g 

1 ,5 g 

100 ml 

' 
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Acertar o pH a 7,2, esterilizar a 121DC por 15 

minutos~ resfriar a sooc e adicionar 1 ml de solução de telu­

rito de pot~ssio a 1%, est~ril. 

4.2- ~lEIO PARA O TESTE CoLOR!MÉTR!CO DE SNYDER <1940) 

Tryptona (Difco) ..................... . 

Glicose (Carlo Erba) ...•............•. 

Cloreto de sOdío (Backer) ............ . 

Verde-bromo-cresol ( Harl eco) ......... . 

2,0 g 

2,0 g 

0,5 g 

0,002 g 



Agar-ãgar (Oxoid n9 3) .•.•...•.•..••.. 

Agua desti 1 a da ....................... . 

l • 5 g 

100 m1 

18. 

Acertar o pH para 4,8- 5,0, derreter e distri­

buir em tubos em quantidades de 5 m1; esterilizar a 12lOC por 

15 minutos. 

4,3 - MEIO PARA VERIFICAR A FoRMAÇÃO DE POLISSACARÍDEO 

INTRACELULAR (GIBBONS, 1966) 

Trypticase soja-ãgar (BBL) .••••...•..• 

Glicose (Carlo Erba) 

Extrato de levedura (Difco) ....•...... 

Agar-ãgar (Oxoid n9 3) ............... . 

Agua destilada ...................... .. 

100 ml 

2,0 g 

o ,2 g 

1,5 g 

100 ml 

Acertar o pH a 7,2, esterilizar a 1210C por 15 

minutos. Distribuir 25 ml em placa de Petri de 9 em de diâme-

tro. 
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4,4 - MEIO PARA FORMAÇÃO DE PLACA "IN VITRo" (CAMARGO E 

COL., 1958) 

Tryptose (Difco) ...................... 1 ,o g 

Extrato de levedura (Difco) ........... 0,5 g 

~HPo 4 (Merck) .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. .. 0,5 g 

Açúcar comum (União) .. .. .. .. .. .. .. .. .. 5,0 9 

Acertar o pH a 7,2, distribuir em tubos em cu­

jo interior se colocam tubos capilares tendo uma das extremi­

'dades curvadas sob a forma de cabo de guarda-chuva; esteri1i-

zar como descrito para os outros meios. 

1!.5 - ~1EIO BÃSICO PARA A FERMENTAÇÃO DE CARBOIDRATOS 

CTA ("CYST!NA-TRYPTICASE-AGAR", BBU 

minutos. 

Cistina (Merck) ...................... . 

Trypticase (BBL) .................... .. 

~9ar-ã9ar (Oxoid n9 3) •.............•. 

Cloreto de sõdio (Backer) ............ . 

Sulfito de sodio (Merck) ............. . 

Vermelho de fenol .................... . 

1\gua destilada ...................... .. 

0,05 9 

2,0 g 

o, 25 g 

o ,5 g 

0,0017 9 

0,0017 g 

100 ml 

Acertar o pH a 7,2, esterilizar a 118°C por 15 
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Esse -meio foi empregado para as provas de fer­

mentação dos carboidratos, manitol e sorbitol, na concentra­

ção fina1 de 1%, e prova de crescimento ou não em manitol com 

2 UI de bacítracina. 

4.6 - SoLuçÃo DE loDo REVELADORA DE PoLISSACARÍDEO 

INTRACELULAR 

Iodo metãlico ..................... . 

I ode to de potã:ssio ................ . 

Agua destilada .................... . 

6,2 g 

2 ,o 9 

100 ml 

Guardar a solução em frasco escuro. 
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V - RESULTADOS 

A tabela 1 encerra os diversos dados referen-' 

tes aos 40 escolares dos quais se colheu material de placa. Aí 

se encontram referidos o sexo, idade, índice CPOD, nQ de colÕ 

nias de Str. mutans~ n9 de colônias iodofilicas, o tempo de 

v1ragem do indicador do meio de SNYDER e ainda a intensidade 

da formação de placa 1'in vitro''. 
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TABELA 1 - Tndice CPOD, n9 de colônias de Str. mutans~ colônias iodofíli­
cas de germes acidogênicos, tempo de viragem do teste de Sny­
der e quantidade de placa formada uin vitrQ", em 40 pacientes 
de ambos os sexos e da faixa etãria entre 8 e 14 anos. 

N9 de Colônias Colônias Teste Formação de 

Pacíen Sexo Idade CPOD de lodofl de placa Str. -
tes mutans* 1 i c as* Snyder 11 Ín vitrou 

1 M 8 o 15 10 72h 
2 M 8 3 19 34 96 
3 ~1 8 17 68 52 24 +++ 
4 M 11 o 18 33 96 
5 M 9 o 26 12 96 
6 M 10 8 140 25 24 +++ 
7 M 14 6 12 20 96 ++ 
8 F 13 14 12 48 24 +++ 
9 F 12 5 6 29 72 + 

10 F 9 15 28 72 24 ++ 
11 F 13 6 114 29 72 +++ 
12 F 12 4 12 20 72 
13 M 12 5 35 44 96 ++ 
14 F 11 4 304 21 96 +++ 

15 M 13 6 360 32 24 +++ 

16 M 12 4 4 26 96 
17 M 13 3 8 15 48 
18 F 10 5 120 20 48 ++ 

19 F 11 4 27 25 72 
20 F 11 20 85 49 24 +++ 

21 F 10 3 13 22 96 +++ 
22 F 9 5 8 28 96 
23 F 9 3 9 14 96 
24 F 9 3 15 12 72 
25 F 10 3 121 14 96 ++ 
26 M 9 5 15 10 72 ++ 

27 M 9 3 3 22 72 
28 M 10 4 7 19 96 
29 M 12 7 118 21 96 +++ 

30 M 9 2 10 12 96 
31 M 13 25 356 54 24 ++ 

32 F 8 4 lO 33 96 
33 F 8 3 8 15 72 + 

34 F 8 2 46 11 72 + 

35 M 10 4 52 24 96 ++ 
36 F 9 12 183 20 48 ++ 

37 M 8 6 244 52 96 + 

38 M 10 15 455 50 48 +++ 

39 F 10 o 6 21 96 
40 F 10 5 313 32 24 + 

----
* N9 de colônias x 10'. 
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A figura 1 representa em grafico, a porcenta -

gem mêdia e a amplitude dos dados relativos ao nümero de colô 

nlas iodofílicas. 

N9 de colônias 

i odof1l i cas 

90 

60 

56 

40 

30 

20 

lO 

o 

-
-

-
-
-
-

-

-
X 

cãrie 

inativo 

a 

72 

a 

;-lO 
-
X 

cãries 

a ti vos 

FIGURA l - Representação grãfica da porcentagem média (x) e da amplitude 

{a) dos dados relativos ao n9 de colônias íodofilicas, em pa­
cientes cãrie ativos e inativos. 
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As f~eqU~ncias relativas. do teste de SNYDER em 

função do tempo de viragem de cor do indicador do meio de cul 

tura incidente em nUmeras variãveis de crianças estão assina-

ladas na tabela 2 e na representaçio grãfica da figura 2. 

TABELA 2 - Freqüências relativas do teste de SNYDER em função da viragem 

do indicador em diferentes periodos de tempo. 

Horas NUmero de crianças Freqüência relativa 

(%) 

24 8 20 
48 4 lO 
72 10 15 

96 18 45 

TOTAL 40 100 

50 

40 

30 

20 

10 

I o Horas 
24 48 72 96 

FIGURA 2 - Representação gráfica da freqüência relativa do teste de SNY­

DER em função do tempo. 
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A tabela 3 e a representaç~o grãfica da figu­

ra 3 indicam a intensidade ou quantidade de placa formada ~in 

vitro
1

~ nas crianças estudadas. 

TABELA 3 - Distribuição dos indivíduos segundo a intensidade de formação 
de placa uin vitrou. 

Placa nin vitro" Freqüência Freqüência relativa ( ~'' lo J 

16 40,0 

+ 5 12 ,5 

++ 9 22,5 

+++ 10 25,0 

TOTAL 40 100 ,o 

Porcentagem 

40 

30 

20 

10 

o Placa "in vitro" 
+ ++ +++ 

FIGURA 3 - Representação grãfica da freqüência relativa de formação de pl_9_ 

ca "in vitro". 
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Os diferentes valores do coeficiente de corre-

lação (r) entre o CPOD e as demais variãveis estudadas encon-

tram-se na tabela 4. 

Os diagramas de dispersão das figuras 4, 5, 6 

e 7~ indicam a correlação entre os pares de variãveis. 

Para verificar o grau de correlação entre CPOD 

e as demais variãveis em estudo foi calculado o coeficiente de 

correlação conforme mostra a tabela 4. 

TABELA 4- Valores do coeficiente de correlação (r), entre o CPOD e as va 

r1aveis em anãlise. 

Variãveis 

CPOD - cal. de Str. muta:ns 

CPOD- cal. iodofÍ1icas 

CPOD - teste de SNYDER 

CPOD - formação de placa ''in vitro" 

r(%) 

41,89 

73,07 

-26,89 

58,24 
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Para melhor visualizar a correlação entre os P.5: 

res de variãveis, foram constituídos os diagramas de disper­

sao apresentados nas figuras 4, 5, 6 e 7. 

CPOD 

30 

20 

10 

o 
100 

Str·. rrrutans 

200 300 400 500 

FIGURA 4 
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CPOD 
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20 
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24 

30 40 

FIGURA 5 

48 

FIGURA 6 

' 

50 

72 

28. 

i odofll i cas 

60 70 

96 
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CPOD 

30 

20 

10 

o Placa 
+ ++ +++ 

FIGURA 7 
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VJ - DISCUSSÃO· 

Parece certo, segundo os conceitos mais atuais, 

que a cãrie resulta~ realmente, de um processo de descalcifi-

caçao do esmalte dental por ácidos elaborados por microrgani~ 

mos, sobretudo da placa dental. 

Uma sêrie de fatores concorrem para a altera -

ção dessa estrutura do dente. De inicio, ê necessária a pre 

sença de microrganismos dotados da propriedade de metabolíza­

rem os açUcares da dieta e conseqüente produção de ãcido lãt~ 

co, fato sobejamente demonstrado por vãrios investigadores. 

Por outro lado, ê necessário que este ataque ãcido seja cons-

tante, mesmo quando carboidratos~ que tem acesso ã cavidade 

oral, jã foram consumidos. o que ocot-re nos intervalos das re 

feições e durante o sono. 

Esse fato pode ser explicado através das bactê 

rias que metabolizam fontes exõgenas de carboidratos diversos, 

armazenando-os como fontes de reserva sob a forma de carboi 
';.,., 

drato de reserva semelhante ao glicogênio - amilopectina. 

Al~m de microrganismos acidog~nicos. que prod~ 

zem ãcidos, portanto, e dos que o fazem a custa de reservas 

intracelulares, hã que se considerar aqueles que aproveitam a 

sacarose. dando origem ao in1cio da placa, pela transformaçao 

da mesma em glucanos. principalmente o dextrano, de propried~ 

des adesivas. 

Essa substância parece ser a principal repons~ 
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vel pela formação da placa dental e pois, de uma estrutura,t..e. 

da ela contendo os elementos que contribuem para a formação 

da cãrie. São estes os motivos porque alguns testes bacterio-

15gicos que indicam atividade de cãrie foram idealizados. 

Informações relacionadas com a cãrie e esses 

testes têm sido obtidas, mas separadamente, ou seja. pelo es­

tudo de cada um deles em trabalhos diversos por autores dife­

rentes. 

Por isso ocorreu-nos realizã-los, concomitante 

mente, a fim de obtermos dados próprios de cada método em fun 

ção do material de placa colhido de um mesmo paciente. Ao mes 

mo tempo poderíamos verificar as relações entre os resultados 

obtidos e o indice da CPOD de cada criança. 

Talvez essas averiguações nos proporcionassem 

a indicação da maior eficiência de um ou outro teste~ para ve 

rificar a atividade cariogen1ca. 

Para isso, colhemos material de placa dental 

das faces vestibular e lingual dos molares superiores e labial 

dos incisivos de escolares de Piracicaba, com Índices CPOO va­

ri5veis, e de faixa etâria situada entre$ e 14 anos. 

Os resultados que encontramos~ acham-se expres 

sos nas diversas tabelas e gráficos apresentados. 

O trabalho l~ealizado teve alguns objetivos, dos 

quais o primeiro foi verificar a incidência de St;r. mutoy-•s nos 

locais escolhidos. A anãlise dos dados mostrou que esses ml­

crorganismos sempre foram isolados em quantidades vari~veis . 
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A sua identificação em gênero e espécie baseou-se na morfolo­

gia que as colônias apresentavam no meio de Mitis-Salivarius­

Agar. e nas provas de fermentação de sorbitol e manitol emmeio 

de CTA, contendo esses açúcares conforme descrito em material 

e métodos. 

A propriedade de produzir polissacarídeo intra 

celular foi estudada, semeando-se as amostras de material de 

placa no meio de Gibbons que possui, na sua composição, glic~ 

se em concentração final de 2%. Depois de 24 a 48 horas de in 

cubação as placas eram banhadas com solução iodo iodetada (lu 

gol). As co16nias formadoras de amilopectina coravam-se desde 

o marrom c1aro a escuro. Consideramos todas elas como positi-

vas nas contagens realizadas. Esse carboidrato pode aumentar 

a duração da produção de ãcido, quando a fonte ex5gena de car-

boidratos foi consumida. Trabalhos neste sentido foram reali-

zados pelos autores BERMAN & GIBBDNS (1966) e FITZGERALD & 

JORDAN (1968). 

GIBBONS e cal. (1962) semearam germes diversos 

em me1o bãsíco suplementado com glicose, maltose. sacarose e 

glicog~nio a 2%. Verificou como capazes de produzirem o refe-

rido carboidrato~ os seguintes organísmos: c· ... 
o~r. m~~~s; s~r. 

salivarius; difter5ides facultativos e anaer6bios, Lactobaoil 

lus~ Fusobac~ePium e Bacteroides sp. A habilidade da flora o-

ral humana de formar po1issacarldeo intracelular parece va­

riar com a atividade de cãrie e dieta rica em carboidratos. De 

monstraram, ainda. uma correlação significativa entre a ativi 
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dade de cãrie e a porcentagem de bactérias de placa capazes 

de sintetizarem o referido carboidrato. Estabelecendo um par~ 

lelo entre as colÔnias formadoras de polissacarideo intracelu­

lar e o nijmero de c~ries de 72 crianças. LOESCH e col.(l967), 

verificaram que havia estrita correlação entre ambos. Das crian 

ças com maior nUmero de 1esões cariosas foi possível obter 

maior número de colônias formadoras do referido polissacari -

deo. Nas bocas sem cáries de 10 crianças as colônias deste ti 

po perfaziam 3,1% e nas bocas com nGmero igual ou superior a 

cinco cãries, a porcentagem se elevou para 5~2%. 

Os resultados das observações que procuramos 

realizar nesse sentido estão consubstanciados na tabela 1. A 

média e a amplitude dos dados relativos ao nUmero de colõnias 

iodof11icas estão na representação grãfica da figura 1. De a­

cordo com as mesmas ~ possfvel verificar que a preval~ncia des 

se tipo de microrganismo se situa em n~mero de co16nias que 

vão de 10 a 72. 

Os nossos achados concordam em parte com os de 

GIBBONS (1962). Esses autores encontraram em ll pacientes com 

ausência de cârie (índice CPOD = O) porcentagem de colÕnlas 

iodofilicas entre 14 a 47% com m~dia de 29,8%; os outros pa­

cientes considerados como por~dores de atividade cariosa apre­

sentavam índive CPDD variãvel) de 12 a 28~ e as porcentagens 

das colônias iodofílicas variavam de 48 a 64%, com média de 

54,3%. As diferenças entre as m~dias dos dois grupos era esta 

tisticamente significante ao nfvel de 0,1%. 
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O gráfico l indica-nos que em 4 pacientes ca­

rie inativos. o numero de co16nias varia entre 10 e 33 com u­

ma porcentagem igual a 19%. 

Nos individuas cãrie ativos as contagens varia 

vam entre 11 e 72 colônias, com a média de 28,5%. 

Esses resultados concordam com os de GIBBONS no 

que se refere ã demonstração da ocorrência de uma maior por -

centagem de col6nias .iodofflicas em relação ã incid~ncia de 

cãrie (CPOD mais elevado). No entanto, as porcentagens encon­

tradas pelos referidos autores são mais significativos, exprl 

mindo uma nitida diferença entre a composiçio da flora iodofi 

lica de placas dentais de pacientes cãrie ativos em relação a 

mesma flora de pacientes cãrie inativos. 

A formação de placa 1'in vitro'' por amostras de 

microrganismos orais permite uma hipõtese de trabalho para ex-

p1icar as relações de bactérias indutoras de cãrie e lesões 

cariosas ativas~ que ocorrem nas superflcies lisas do esmalte. 

O estudo da forn1ação de placa ''in vitro'' perm! 

tiu observar uma variação na quantidade de material mucilagi­

noso formado em torno dos tubos capilares parcialmente imer­

sos em caldo sacarosado. 

Embora essas quantidades sejam avaliadas de ma 

neira subjetiva, ~ poss~vel estabelecer, previamente. os pa­

dr~es com os quais são comparados os volumes obtidos experi -

mentalmente. Para isso, usamos a cultura GS-5 de Str. mutans~ 

enviada pelo Dr. R. FITZGERALD, incubada nas mesmas condições 
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em que o foram as amostras das diferentes placas coletadas e 

portadoras de volumes crescentes durante passagens consecuti­

vas. 

A formação de placa ''in vitro'' pelo material de 

placa dental que colhemos, não foi observada nos tubos incuba 

dos em dessecador onde o consumo de oxigênio se fez por quei­

ma de papel. S6 ocorreu em anaerobiose {incubação em jarras 

''gaz-pack''), onde jã podia ser anotada a partir de 24 horas . 

A transferência para novos tubos de caldo sacarosado era fei­

ta$ lavando-se previamente, o capilar em salina levedurada 

nesta manipulação a placa não se deslocava do capilar, o con­

trârio ocorrendo quando se tratava de simples ep5sito de cre~ 

cimento bacteriano, sem a ader~ncia, caracter~~ticas encontra 

da na placa. Atravês da coloração pelo Gram era possivel ob­

servar uma predomin~ncia de formas circulares em cadeia. Se­

meadas em Mitis-Salivarius-Agar caracterizaram-se como estreE 

tococos diversos. Nos tubos em que havia formação de placa o­

corria tamb~m a ader~ncia do crescimento bacteriano nas pare­

des dos mesmos. De acordo com a tabeia 3 e possível verificar 

que de 40 amostras de placa, 16 não formaram depõsito, cinco 

delas formaram depÕsito discreto, nove revelaram depOsito sa­

liente e as outras 10 deram depõsitos abundantes. Esses resul 

tados foram discriminados ap6s tr~s passagens sucessivas com 

perTodo de incubação de 48 horas cada um. 

Ainda. põde-se notar, que a freqU~ncia relati­

va das amostras que formam placa ''in vitro'' desde dep6sito dis 
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ereto a abundante, perfazem um total de 60%. 

A figura 3 nos permite uma visão de conjunto 

de intensidade de formação dos dep6sitos ''in vitro''. 

Essas variações nos resultados e seus reflexos 

com o aparecimento de c~rie ou não, dependem, provavelmente , 

do fato de que dentro dos vãrios ecossistemas da cavidade o-

ral as interações microbianas podem ter um potencial capaz de 

afetar a formação total da placa. 

Estudando a formação de placa em 64 pacientes 

OLIVEIRA (1974) encontrou cerca de 79,6% de positividade e 

20,3% em que não ocorreu a formação. NÕs, em 40 pacientes, ob 

tivemos porcentagem menor de co16nias formadoras de placa 

(60%). Talvez maior nUmero de resultado positivo fosse obtido 

se o inÕculo empregado fosse maior. Esse fato é realçado por 

OLIVEIRA (1974), que em seu trabalho experimental semeou 2 a 

3 mg de material de placa. 

Salienta o autor que nestas condições as poss! 

bilidades de se encontrar microrganismos formadores de placa 
- . sao ma1ores. 

Por Dutra lado, esse autor refere-se que cole-

tou material das superf~cies dentãrias indiscriminadamente 

sem prêvia seleção de ãreas cariadas ou restauradas~ enquan-

to que n5s o fizemos de superficies lisas e rntegras apenas. 

Essas porcentagens aqui discutidas referem- se 

da mesma forma que o autor citado, ã presença ou ausência de 

microrganismos formadores de placa~ com a d·iferença de que nos 
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procedemos a uma quantificação desses microrganismos em cada 

paciente, o que nao ocorr€u na investigação referida. 

Em trabalho realizado por KRASSE e col. (1968), 

no qual os autores empregaram o esquema proposto por JORDAN e 

cal. (1968), o isolamento de estreptococos indutores de cãrie 

ocorreu em porcentagem elevada para escolares com 7 anos (82%) 

e 13 anos de idade (93%) e em estudantes de odontologia com 

21 anos (77%) e 24 anos (59%). Os resultados que encontramos 

se aproximam mais daqueles obtidos por JORDAN e col. (1969). 

Esses autores encontraram em escolares de 12 a 14 anos 70% e 

48% e algumas cidades dos Estados Unidos e em outras cidades~ 

cerca de 69% e 59%. 

Os diversos autores que estudaram essa caract~ 

ristica de estreptococos indutores de cãrie, realçam a impor­

tância da presença da sacarose para que ocorra a sintese de 

substância mucilaginosa, que confere a esses microrganismos a 

capacidade de se colonizarem nas superficies lisas. como nas 

paredes do tubo e nos capilares em forma de bengala. 

A velocidade de produção de ãcido por bacté-

rias orais, em determinados meios de cultura estã diretamente 

re1acionada com o seu nUmero. Baseado nesse fato, SNYDER (1940) 

demonstrou que as contagens de lactobacilos podem ser substi­

tuidas por um teste colorim~trico simples, que indica a prod~ 

ção de ãcido. 

Fazendo uma avaliação dos testes de atividade 

de cãrie (SNYDER e col., 1962, 1963) verificaram uma estreita 



38' 

correlação entre o teste que idealizaram e as contagens de lac 

tobacilos. 

A prevalência de lactobacilos nas placas den­

tais e bem pequena, da ordem de 0,001% (BURNETT & SHERP, 1968). 

No entanto, nos processos cariosos iniciais com descalcifica­

ção incipiente do esmalte do n0mero desses microrganismos au­

menta de maneira significativa porque eles passam a encontrar, 

em tais circunstâncias, condições favoráveis ao seu desenvol­

vimento. 

Todavia, em 1968, LIMA e co1., estudando o de­

senvolvimento de amostras puras de v~rios microrqanismos no 

meio de SNYDER contestaram as afirmações desse autor de que 

exclusivamente lactobacilos modificariam o verde-bromo-cresol, 

pela capacidade de metabolizar a glicose em pH 5,0. Verifica­

ram que certos estreptococos (enterococos) e estafilococos tarn 

bêm o fazem. 

Conclurram ainda, que os microrganismos de pl! 

ca poderiam oferecer testes representativos de acentuada ati­

vidade cariogênica, em sete placas, moderada atividade cario­

gênica, em quatro placas, e discreta atividade em duas placas 

das 13 analisadas. Ao todo. portanto, conseguiu viragem do 

meio de SNYDER em 13 placas de um total de 18, embora essas Vl 

ragens tenham ocorrido nos tempos de 24, 48 e 72 horas. 

Para a aplicação desse teste como indicativo de 

atividade de cãrie, semeamos 0,2 m1 da diluição inicial (10- 4 ) 

de material de placa cada paciente~ no meio de SNYDER. distri 
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buldo em tubos em quantidades de 5 ml, apos a sua liquefação 

e resfriamento a so 0 c. 

A incubação se processou a 370C e as leituras 

foram efetuadas diariamente até as 96 horas. 

Na tabela 2 estão expressas as freqüências re­

lativas do teste de SNYDER em função da viragem do indicador 

nos vãrios tempos de incubação. A figura 2 é uma representa -

çao gr~fica das condições experimentais indicadas nessa tabe-

la. As porcentagens de positividade foram de 20% indicando a­

centuada atividade cariog~nica. de 10% para atividade cariogi 

nica moderada e de 25% para atividade cariog~nica discreta. 

As leituras com viragem ap5s 96 h, num total 

de 45% indicam aus~ncia de atividade de c~rie e pois, pequeno 

numero de germes acidog~nicos. 

Completando nosso trabalho procuramos correla-

cionar as diversas variãveis em estudo com o Tndice CPOD , 

calculando o coeficiente de correlação conforme mostra a tabe 

la 4. 

Para melhor visualizar a correlação entre os pa 

res de variãveis, foram constitufdos os diagramas apresenta -

dos nas figuras 4~ 5~ 6 e 7. 

Da sua anãlise verifica-se, que as porcentagens 

de correlação permitem ordenar, em escala decrescente, os tes .. --

tes constantes de contagens de col5nias iodofTlicas (73,07%), 

formação de placa 1'in vitro'' (58.24%), contagens de col5nias 

de sa. mutans (41 ,89%) e teste de SNYDER (-26,89%). 
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Com relação a este Ultimo teste verificou - se 

uma correlação negativa) ou seja, quando aumenta o CPOD, o tem 

pode viragem diminui. Nos quatro tipos de testes comparados 

ocorre um aumento do nGmero de col5nias quando o indice CPOD 

tamb~m aumenta. 

E interessante observar que o valor mais alto 

do coeficiente de correlação, isto e, para as variáveis CPOD 

e colônias iodofilicas ocorreu o valor r= 73,07%. Este grau 

de correlação e alto 1 mostrando pois elevada correspondência 

entre esses dois dados. Esse~ ao nosso ver. seria um dos tes­

tes mais representativos para indicar atividade cariogênica 

dentro das condiçÕes experimentais em que foi realizado. 
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Vi I - CONCLUSOES 

A anãlise dos dados obtidos permite-nos as se­

guintes conclusões: 

1. Houve uma correlação mais elevada entre o numero de co16-

nias íodofílicas e o índice CPOD (73~07%). 

2. Em porcentagens decrescentes estão melhor correlacionados 

com o índice CPOD os testes de formação de placa 1'in Vl­

tt~o" (58,24t), contagens de colônias de SLY'. mutans (41,89%) 

e o teste de SNYDER (-26,84%). 

3. Hã uma correlação negativa entre o teste de SNYDER e o ln­

dice CPOD. 

4. De acordo com os nossos resultados a contagem de colônias 

iodofílicas de material de placa dental seria o teste mais 

indicado para demonstrar atividade cariog~nica. 
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