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I - INTRODUCAD

A descalcificacao do esmalte determinada por mi
Crorganismos presentes na cavidade oral, constitui a essencia
da teoria quTmico~parasit§ria, emitida por MILLER em 1890, pa
ra explicar a etiologia da carie dental; segundo a mesma, 0§
acucares intboduzidos com a dieta alimentar sdag transformados
em dcido 1atico pelas enzimas bacterianas locals,

A partir daquela data, os investigadores procu
raram estudar gualitativa e quantitativamente a flora da bo-
ca, e em especial, os germes acidogenicos e acidlricos. Foi
possivel, assim, caracterizar alguns dos elementos bacteria-
nos presentes em niumero elevado na lingua, sulco gengival, e
placa dental, e ainda suas variagbes face aos processos cario
s0s ou doengas periodontais.

Durante algumas decadas um nﬁmere elevado de
pesquisas foi realizadp no sentido de provar que germes do
género Lactobacilins seriam 0s responsaveis pela carie, por u
ma serie de razoes e ainda porque saoc formadores de acidos {a
cidogenicos) e capazes, também, de se desenvolverem em pH bai
xo {actduricos}.

Surgiu entao a ideia de se medir a atividade
cariogénica através de método bacteriologico, que permitisse
detectar condicbes propicias ao desenvoivimento da carie.

De fato, o uso de algum método que  revelasse

as fases pré-clinicas da carie dental permitiria aplicar  os



recursos de prevencgao e controle com a intensidade necessaria
e suficiente para bloguear a destruicdo do esmalte, dentina e

consequéncias sobre a polpa dental.

1.1 - TesTe COLORIMETRICO DE SNYDER

Este teste foi proposto por SNYDER em 1940, ba
seado no fato de que a acao cariogénica estaria intimamente
relacionada com o aumento ou diminuigac do nﬁmeto de lactoba-
citos encontrado na saliva.

Atraves dele, também € possivel demonstrar o
aumente ou diminuigao ccrrespondente da quantidade de acides
produzidos em meio seletivo inoculado com saliva. 0 meio con-
tém glicose e verde-bromo-cresol, que em pH = 5,0 mantem essa
coloragao; a inoculacgao de flora acidogénica determina vira-
gem para o amarelo (pH = 4,2 - 3,8) pela metabolizagao do car
boidrato,

Segundo SNYDER, para evitar duvidas na inter -
pretacac dos resultados, o teste positivo seria indicado pelo
desaparecimento do verde como cor dominante, o gue se verifi-
ca na Taixa de pH = 4,2 a 4,0.

0 autor procurou simpiificar um recurso que per
mitisse seu emprego clinico, baseado nos traba}hos do grupo

de Michigan, nos guais fora descrita a ocorréncia de grande nu



mero de lesoes de carie em funcgaoe da dieta.

trice fpoi mencionado por SNYDER (1942), reproduzindo a conclu-

sao dos resultades acumulados nos ensaios com a inoculacgdo de

0 esquema de interpretacido do teste colorimé -

0,2 ml de sativa no meio de teste, conforme consta da tabela
abaixo:

Atividade Tempo de Incubagao

Cariogenica 24nh 48h 72h

Maxima teste positivo - -

Moderada teste negativo positive -

Discreta teste negativo negativo positivo
Negativa teste negativo negativo negativo

colorimetrico, SNYDER (1951) discorreuy minucicsamente sobre o
indicador do meio, verde-bromo-crescl, apresentando uma nota-

cae para suas varias alteragbes de cor decorrentes da

acida do meio.

Teste Negativo

Teste Positivo

Com refevencia ainda & interpretacdo do

0 - indicador nao ativado

+ - Tigeira alteragao na cor verde
(pH 5,0 - 4,4)

++ - verde nao & mais cor dominante

+++ - alteracac incompleta para o amarelo
(pH 4,2 - 3,8)

teste

reacao



LIMA e col. {1968} estudaram, no meio. de SNY-
DER, o comportamento de culturas puras de microrganismos iso-
lados dos varios nichos da boca, e ainda, a possibilidade da
placa dental, material de sulco e de Jingua contribuirem com
microrganismes acidogénicos para a saliva. Verificaram que as
amostras de Lactobacilliusg, enterococos e Staphylococcus deter
minaram modificacoes do verde-bromo-cresol distribuidas  nas
tres gradacGes do teste positivo de SNYDER. Material de sulco
gengival e da lingua inoculado no meio de SNYDER tambem produ
ziu a?teragac do verde-bromo~-cresol, resultado significativo
para mesirar que nao somente a placa dental contribui com mi-

crorganismos acidpgenicos para a saliva.

1.2 - Probucac DE Praca "IN ViTro"

A partir de 1965 foi demonstrado que certas a-
mostras de estreptoCocos humanos determinavam caries em hams-
ters convencionais ou ratos gnotobiotos, enquanto que oulras
amostras nao eram cariogenicas (ZINNER e cols., 1965; KRASSE,
1966, GIBBONS e col., 1966).

s estreptococos de rato, bem como oS humanos,
sintetizam grandes quantidades de polissacarideos extracelu -
tar, principalimente a partir da sacarose, enduanto que 0s hao

cariogenicos formam quantidades minimas. A produgac deste po-



* 5.

Tissacarideoc em calde sacarosado origina uma massa bacteriana
de consistencia gelatinosa, que adere nas paredes do tubo su-
gerindo que a formagao do polissacarideo pode ser responsavel
pelo acumulo de bactérias nos animais inoculados com bacte -

rias cariogenicas {(GIBBONS e col., 1966).

Alguns desses po]issacar?deos, em particular ,
o dextrano, podem participar da formagac de placa dental (GUG
GENHEIN e col., 1966; WOOD & CRITCHLEY, 1966). Os autores nao
observaram a formagao de placa guando foi empregado caldo g1i
cosado.

HAY (1966), verificou que a superficie dos den
tes na boca, e revestida por certas proteinas salivares. Esse
revestimento pode ser obtide "in vitro®, misturando pd de apa-
tita & saliva humana integral clarificada. A habilidade do dex
trane de aderit a essa suspensao de apatita sugere que ela tam
bém pode aderir a superficie do dente, na boca. A segunda ca-
racteristica do dexttano que pode ter significado na formagao
da placa € a de que ele forma complexo insolivel guando incu-
bado com saliva. Esses complexos estao constituidos por car -
boidrato, proteina, calcie e fosforo.

0 dextrano & relativamente resistente a hidro-
Tise por crescimento bacterianc miste originario de placa e
saliva. Desgue a matriz de placa constitui somente uma porgac
do peso seco total da placa, o dextrano representa uma eleva-

da porcentagem da matriz da placa.



Essa hipOtese acima referida baseia-se no fato
de que alguns tipos de estreptococos formadores de placa e ca
riogenicos diferem na habilidade de sintétizarem polissacary-
deos extrace1u1ates, & partir de varios aclcares {GIBBONS 2
col., 1966; FITZGERALD & JORDAN, 1968).

A formagao de dextrano insollivel em dgua pare-
ce ser uma condigao para o desenvolvimento de lesCes cariosas
de superf?cie lisas come indicaram a experiencias em roedo-
res inoculados cam_esﬁreptococos cariogenicos (KRASSE , 19654
KRASSE e col., 1967).

Observacoes mais recentes indicam que algumas
bactérias orais possuem afinidade para polimeros salivares (GIB
BONS & SPINELL, 1969) bem como para hidroxiapatita ou esmalte
humano pu?verizadc {MCGOUGHEY & FIELD, 1969; HILLMAM e col.,
19707} .

Esses fatos parecem indicar que a afinidade de
bacterias orais por esmalte ou pela pelicula adquirida pode
ser uma determinante da sua presenca na superficie dental no
inicio da formacao da placa.

R sacarcse permite a formagac de placa "in vi-
tro* (JORDAN & KEYES, 1966); em animais de laboratorio (KRAS-
SE, 1966; GUGGENHEIM e col., 1966) e no homem {(CARLSSON & E-
GELBERG, 1965).

Recentemente, GIBBONS & BANGHART (1967) referi
ram que a passagem seriada de estreptococos (Strain 3} em so-

Tugao sacarosada aumentava capacidade das mesmas em formar dex



trano.

A deposigho de material na coroca e raiz dos den
‘tes tem sido relacionada com carie e doenga periodontal, des-
de 1899 por WILLIANS & ARMIN em 1963. Contudo, sdo poucas as
referencias sobre a capacidade de algumas bacterias aderirem,
mais que outras, aos dentes. Pesquisando essa propriedade, MC
CABET e col. (1967), modificaram o metodo proposto por JORDAN
& KEYES (1966). De acorde com os mesmos, um fio de nil ~ cromo
era preso a extremidade inferior da rolha de borracha que tam
pava o tubo e mergulhade no caldo contendo glicose, ou sacaro
se, ou amido. _

Em 1967. JURGENSEN & ARAUJO, relataram a forma
cao de placa "in vitro™ por estreptococos cariogenicos para
hamsters na superchie de bastdoc e Jaminula, incubados em cal
do contendo 5% de sacarose (modificac3o do Agar-Mitis-Saliva-
rius, BBL).

Com intervalos de 48 horas, laminulas e bastio
eram transferidos para caldo sacarose ate completar 15 dias
Com tres dias de incubacdao, peguencs nodulos depositaram- se,
com 15 dias, grande quantidade de massa gelatinosa se acumula
va sobre o bastdo e laminula.

Concluindp, podemos dizer que a biessintese de
polissacarideo extracelular parece ser uma das caracteristi -
cas requerida para gue uma bactéria seja considerada carioge-

nica.



1.3 - ForMAGAG DE POLISSACARIDEO INTRACELULAR

Formada a placa dentiria, uma grande varieda-
de de microrganismos se incorpota na mesma, numa inter-rela -
cap entre eles meémcs e ainda com a propria superficie do es-
malte, que passa a ser descalcificada pela acdo de germes aci
dogenicos, que fazem baixar consideravelmente o pH.

Em 1944, STEPHAN mostrou que existe uma dife -
renga quantitativa na intensidade e duragao de acidez produzi
da por decomposicdo de carboidratos nos dentes de individuos
Tivres e portadores de carie. Segundo o autor, as massas bac-
terianas da placa com uma concentragdo maxima de enzimas, en
pequeno espago, diante de pequena atividade tampdao, produzem
Adcidos com grande velocidade e consequentemente uma queda ete
vada de pH. Além da agao bacteriana, outras causas controlam
o pH da placa, como o fluxoc e a capacidade tampao da saliva ,
as especies & quantidades de bactérias presentes, bem co-
mo a atividade acidogenica e ainda , as guantidades de car-
boidratos 1nger%dcs e mais especialmente os retidos na boca e
placa dental. A maneivra pela qual esses fatores agem isoclada-
mente ou combinados, ainda & obscura. 0 gue se sabe & gue ha
diferencas entre as placas de individuos carie-resistentes e
carie suscetiveis. Neste sentido, & interessante citar as con
clusdes de BLAYNEY e col. (1963} mostrando diversificagdc da
filora microbiana na placa dos dois tipos de pécientes cita -
dos. Em 1950, STRALFORS mostrou que um aumento na concentra -

c3o de bactérias estd associade com aumento da formagac de 3-



cidos por unidade de tempo. Concluiu que a concentragao de bac
terias e o coeficiente de difusdo dos acidos nas placas, & de
iﬁporténcia decisiva na ocorréncia ou ndo, da descalcificacho,
Como consequéncia dessa variagdo de flora bacteriana, prova -
ve?mente_scorrem condigoes diferentes no metabolismo dos car-
boidrétos e o tempo de agdo dos produtos resultantes com a su
perf?c%e do dente. Sabe-se que & lavagem da boca com solugido
de glicose produz queda de pH a menos de 5,1. No entanto, pa-
ra que se estabelega a descalcificacgao do esmalte e necessa -
ria a permanencia da acidez por longos periodos de tempo. Is-
sg & possivel com a ingestdo frequente de aclicares atraves de
alimentos ricos em carboidratos ou atraves da retencgdao de po-
tissacarideo na superficie do esmalte; em favor desta ultima
ponderacac falam bem claro as pesguisas de GIBBONS e col.{1955)
DOESTSCH e col. (1957). De acordo com esses autores, bacte -
rias capazes de sintetizarem polissacarideo int?gze1u1ar do ti
po glicogenic-amilopectina, em presenca de carboidratos, po-
dem metabeliza-lo quando o acucar exbgeno foi consumido, man-
tendo assim, a acidez residual por periodo de tempo maior nos
individuos sujeitos a céries do que nos sem caries.

Ainda em favor desta hipotese corroboram as a-
firmagoes de GIBBONS & SOCRANSKY (1962), que admitem a possi-
bilidade do polissacarideo intracelular sintetizadoe por algu-
mas bactérias concorrer para o estabelecimento de carie. Estu
dando microrganismos de placas, dotades dessé_propriedade, re

tacionaram estreptococos, difteroides e Fuscbaecterium, Cono



10.

capazes de metabolizarem o pclissaca:?deo intracelular forma-
do, com produgdo de acido latico. Placas de pacientes carie a
tivos continham microrganismos fortemente iodofilicos em pro-
porgao mais elevada que agueles de placas de individuos  sem
caries. Para estudar a maneira pela qual as bactérias acumu -
fam pa?issacarfdeos esses autores empregando uma amostra de
Str. mitis, verificaram a ocorrencia da elaboragdo e armazena
mento de grandes quantidades de-po1issacar?dee em presenca de
agucar fermentavel, como a glicose, mas sob condicOes de cres
cimento limitado. Em virtude da metabolizagao do carboidrato
produziram-se grandes gquantidades de acido suficientes para
baixar o pH a menos de 6,0, acidez que sO se manteve por va-
rias horas, mesmo diante de um fluxo continuo de solucio tam-
pdo de pH 7,0. Na ausencia de fluxo da solugao tampao o pH pro
duzido estava abaixo de 5,0. Esses achados sugerem quUe 0SS po-
Tissacarideos atmazenados pelos organismos possam Ser respon-
saveis pela manutencao de pH baixo nas placas quando o carboi

drato exdgeno foi consumidop,

1.4 - Streptococcous mutanse E (ARIE DENTAL

Desde 1950, varios autores demonstiraram gque S.
mutans possui a capacidade de determinar carie em animais de

laboratorio (ZINNER e col., 1965; GIBBONS ecol., 1966; KRASSEL,



18661,

No homem, alguns trabalhos tem procurado de-~
monstrar as relagoes entre carie e a composicdo microbiana da
placa dental, indicando quase sempre uma correlacao positiva
e significante entre a presenca do microrganismo em aprego e
o processoe carioso. |

Estudando a ocorrencia de estreptococos induto
res de carie.em material de placa dental humana, BIRAL ({1969)
verificou pelos dados obtidos que estreptococos do grupo Il
{Sty. mutane) estavam etiolegicamente relacionades, de dife -
rentes modos, com a carie. 0 mesmo nap acontecia com Ser. san
guts apesar de serem formadores de dextrano e importantes cons
tituintes da placa dental. |

A relacdo entre carie e S5tr. mutang tem  sido
demonsirada por um nﬁmero elevado de trabalhos de investigacas
em varias partes do mundo [FITZGERALD e col. (1980); BERTOLI-
NI (1969); ZINNER e col. (1965); MIRANDA (1977)].
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1T - PROPOSICOES

Considerando a importancia da producio de po-
Tissacarideo extracelular, sobretude por Str. mutans, e intra
celular pelas bactérias orais, nos mecanismos de formagdo de
placa dental e produgﬁo de acidos .com consegliente descalecifi-

cacao dental, propomo-nos investigar:

1. A incidencia de Streptococcus mutans em material de placa

dental de escolares,

2. 0 numero de colonias de germes produtores de polissacari-

deg intracelular.

3, A ocorrencia de flora produtora de polissacarideo extrace-

lular atraves da formagdo de placa "in vitro”.

4. 0 comportamento do meio de Snyder quando semeado com mate-

rial de placa dental de escolares.

5. Carre%acionar os resultados obtidos com indice CPOD dos es

colares.
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11 - MATERIAL E METODOS

3.1 - SELEGAD DOS PACIENTES

0 material a ser examinado foil colhido de vi-
rias superficies dentarias de 40 criangas cuja idade variava
eﬂtrelale 14 anos, sendo metade do sexo masculino e outra me-
tade do sexo feminino, de grupo escolar da cidade de Piracica
ba.

Seus habitos alimentares eram o da classe me-
digna a pobre éﬂPcrque consumiam substancias agucaradas.

Foi anotade e estado dos dentes afravés do Tn-

dice [PO-D (KLEIN & PALMER, 1837).

3.2 - CorneiTa DE MaTERIAL DE Praca DenTaL

(s dentes eram isclados com roletes de algodao
para evitar cahtaminagﬁo pela saliva, apos terem sido Tavadoss
com jato de agua atraves de seringa.

Usando-se uma colher de dentina, previamente
confeccionada pava obter-se 1 mg de placa e esterilizada, ras
pavam-se as faces vestibular e lingual dos molares superiores
e a labial dos incisivos, para obter uma mistura representati

va da flera das placas. Nos dentes com carie colhiamos o mate



rial nas faces que se apresentavam higidas.

0 material obtido era transferido para peque-
nos frascos contendo 10 ml de salina com extrato de levedura
a 0,05% e pH 7,2 e ainda pérolas de vidro. A seguir procedTa-
mos as diluigdes decimais até 1077,

A distribuigac do material era feito conforme

0 teste a ser realizado.

3,5 - FORMAgRo DE POLISSACARIDEC INTRACELULAR

A quantidade de 0,1 ml da diluicioc 1077 do ma-
tefﬁaE de placa era semeada no meioc de GIBBONS (1966) com au-
xilio de bastdoc de vidro em L. A incubacao das placas e dos
tubos das outras provas abaixe descritas, era feita em anaerg
biose com jarras pelo sistema "Gaz-pack" e em wicroaerofilia,
em dessecador, no gual se colocava um pedaco de papel em cha-
mas (BURROWS, 1963). A temperatura de incubacdo era de 370C.

Para a leitura de colonias iodofilicas, deposi
tavam-se algumas gotas da solucao de iodo reveladora sobre as
colonias desenvolvidas no meip de cultura. 0s resuyltados fo-
ram assim interpretados: cor marrom a escura, Tortemente posi
tiva; marrom apenas, fracamente positiva e amarelo clara, ne-

gativa,



5.4 - Formagao pa Praca "In Vitro'

Seguimos a téchnica de CAMARGO é col. (1968). U
samos tubo capilar como superf§cie para deposicac do material
mucilaginoso. A quantidade 0,1 ml da diluigdo inicial {(107%)
era semeada em tubo contendo caldo hipersacarosado e tubo ca-
pilar. A incubagaoc era feita nas condigoes acima referida. De
cada 48 horas, os capilares eram transferidos para novo caldo,
passados antes em salina estéril para remover o crescimento
nao aderente ao capilar. Para grandes quantidades de material
aderido ao capi1ar'demos 0 sinal +++, para pequena quantidade

++ e -~ para ausencia de placa.

3,5 - Inocuragao E LEITURA DO TESTE DE SNYDER

A guantidade de 0,2 m1 da diluigdoc inicial{107%)
do material procedente de piaca dental, era inoculada no meia
de SHNYDER, previamente fundido e resfriado a 500C. A leitura
dos tubos semeados e incubados era feita apos 24, 48, 72 e 96
horas, comparando-se o tubo teste com escala colorimétrica de
referencia anteriormente estabelecida, cujas variacoes de pH
foram medidas com potenciometra.

As modificagbes de coleracas do indicador ver-

de-bromo~cresol em funcgao dos diferentes pH foram conferidas
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com as seguintes indicacdes:

pH 5,0 - verde azulado (0)
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 {+++)

5.6 ~ CONTAGEM E IDENTIFICAGAO DE Streptococcus mutans

A guantidade de 0,1 m1 da diluicdao 1077 do ma-
terial celetado foi distribuido na superf?cie de Mitis-Saliva
rius-Agar, distribuido em placas, contendo agﬁcar comum{Unido)
na concentracao final de 40%, o gue o torna seletivo para Str.
mutansg.,

As colonias desenvolvidas, com caracter?sticas
do referido germe foram contadas com auxilio de microscopio
esteroscopico e aumenio de 8 vezes; a seguir, transferiram-se
essas colonias, verificado seu estado de pureza pela colora -

cao de Gram, para tubos de fermentagao de sorbitol e manitol.
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IV - MEIOS DE CULTURA

4,1 - AeAR-MITIS-SALIVARIUS

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

Polipeptona (BBL} ..ot 1,0 g
G?icoseﬁ(Caric Erba) covviviniiiiiinnn, 0,1 g
Acticar comum (Unido) ..ovvvvvvvnnnnnnn. 20,0 g
KHPO, (Merck) .ovivviuiiiiniians, 0,4 g
Azul Trypan (Harleco) .....imveinnnn., 0,0075 ¢
Crist§1_violeté (Merck) vovrerennn.. 0,00008 g
Rgar-agar (Oxoid n0 3} ......covvennnn. 1,5 g
Egua destilada .vvrvurvrneiviannnnnnnns 100 ml

Acertar o pH a 7,2, esterilizar a 12100 por 15
minutos, resfriar a 500C e adicionar 1 ml de splucao de telu-

rito de potassio a 1%, esteril.

4,2 - Meio para o Teste CotoriMETRIcO DE Snyper (1940)

Tryptona {(DIifco) .vovrivvreiiniiin, 2,0 g
Glicose {Carlo Erba) ...cvvniveiioinnss 2,0 g
Cloreto de sodio (Backer) «.....uao... ' 8,5 ¢

Verde-bromo~cresol {Harleco) .......... 0,002 g



Rgar-agar (Oxoid n0 3) ..oveiiinvnvnnns 1.6 g
Agua destilada

Acertar o pH para 4,8 -5,0, derreter e distri-
buir em tubos em quantidades de 5 ml; esterilizara 12100 por

15 minutos,

4,5 - Mero parA VERIFICAR A FORMACAO DE POLISSACARIDEOD
INTRACELULAR (GiBBONS, 1966)

Trypticase sojahégar (BBL) .ovvnivnvns, 100 ml
Glicose (Carlo Erba) .................. 2,0 g
Extrato de levedura {Difco) ........... 0.2 g
Rgar-agar (Oxoid n0 3) ... ii.i.o.. 1,6 g
Rgua destilada ....cvvniviniiiinenns 100 m1

Acertar o pH a 7,2, esterilizar a 1239C por 15
minutos. Distribuir 25 ml em placa de Petri de 9 cm de diame-

tro.
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B4 - Meto pARA FORMAGAO DE PLACA "IN ViTRo" (CAMARGO E

coL,, 1968)

Tryptose (Difco) oovoiinin i, 1.0 ¢
Extrato de levedura {Difco) ..... R, 0,5 ¢
KZHPG4 {Merck) R T TR TT. 0,5 g
Agucar comum {Uni@e) ..vovvivnvinnenens 5,0 g

Acertar o pH a 7,2, distribuir em tubos em cu-
jo interior se colocam tubes capilares tendo uma das extremi-
‘dades curvadas sob a forma de cabo de guarda-chuva; esterili-

zar como descrifo para 0s ocutros meios.

4,5 - Me1o Basico PARA A FERMENTAGAD DE CARBOIDRATOS
CTA ("CysTiNa-TrYPTICASE-AGAR", BBL)

Cistina {(Merck) ...uvvaivi i nn, 0,05 ¢
Trypticase (BBL} ..vurivinniiininennins 2,0 g
Agar-agar (Oxoid n@ 3) ....ovvvevinnass 0,25 g
Cloreto de sbdio (Backer) ............. : 0,5 g
Sulfito de sodio (Merck) ........ e 0,0017 g
Yermelho de fenol ...t 0,0017 g
Rgua destilada ....corrernininnvenanens 100 ml

Acertar o pH a 7,2, esterilizar a 1189¢ por 15

minutos.,



Esse -meio foi empregado para as provas de fer-
mentacao dos carboidratos, manitol e sorbitol, na concentra-
cao final de 1%, e prove de crescimento ou nao em manitel com

?2 UI de bacitracina.

4,6 - Sorugho DE lopo REVELADORA DE POLISSACARIDEOQ

INTRACELULAR

Todo metB1ICo v ervin i iiiinn e ns 6,2 g
Iodeto de potdssio cu.evrvernannsn. 2,0g
Rgua destilada «..oovviincnnivennoan 100 . ml

Guardar a solugao 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. AY
se encontram referidos o sexo, idade, Tndice CPOD, n® de colo
nias de Str. mutans, nQ de colonias iodofilicas, ¢ tempo  de
viragem do indicador do mei¢g de SNYDER e ainda & intensidade .

da formacao de placa "in vitro™.
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TABELA 1 - Indice CPOD, n? de colonias de Str. mutans, colonias jodofili-
cas de germes acidogenicos, tempo de viragem do teste de Sny-
der e quantidade de placa formada "in vitrg”, em 40 pacientes
de ambos os sexos € da faixa etdaria entre 8 e 14 anos.

NG de Colonias Colonias Teste Formagao de
Pacien Sexo Idade CPOD Sgi. Todofi de placa
tes mutans™® Ticas*  Snyder “in vitro®
1 M 8 0 15 10 izh -
4 M 8 3 19 34 96 -
3 M 8 17 68 52 24 4ot
4 M 11 0 18 33 86 -
5 M 9 0 26 12 96 - k
) M 10 8 140 25 24 +4+
7 M 14 & 12 20 - 96 4+
8 F 13 14 12 48 24 4+
9 F 12 5 6 29 72 +
10 F 9 15 28 72 24 ++
11 F 13 ) 114 29 72 b
12 F 12 4 12 20 72 -
13 M 12 5 35 44 96 o+
14 F 11 4 304 21 96 4+
18 M 13 ) 360 32 24 S
16 M 12 4 4 26 96 -
17 M i3 3 a 15 48 -
iR F 10. 5 120 20 48 +
18 F 11 4 27 25 72 -
20 F 11 20 85 49 24 ++4
21 F 10 3 13 22 96 e+
27 F 9 5 8 28 95 -
23 F 9 3 g 14 96 -
24 F g 3 15 12 72 -
25 F 10 3 121 14 96 +4
250 M g h 15 10 77 ++
27 M 9 3 3 22 iz -
28 M 10 4 7 19 96 -
25 M 12 7 118 21 86 ) 4++
30 M g 2 10 12 96 -
31 M 13 25 356 54 Z4 A
37 F 8 4 10 33 96 -
33 F 8 3 8 15 72 +
34 F 8 2 46 11 72 +
35 ¥ 10 4 57 24 96 ++
36 F 9 12 183 20 48 ++
37 M g o 244 52 a6 +
38 M 10 15 455 50 48 +4++
36 F 10 0 b 21 56 -
40 F 10 h 313 37 24 +

* NG gde colonias x 109,



A figura 1 representa em grafico, a porcenta -
gem media e a amplitude dos dados relatives ao nimero de co0l®

nias jodofilicas.

NO de colonias

iodofilicas
a0 —_ 177
6l ]
56
40 -~
g
30
20 - a
10 — 10
x X
0 —— —
carie caries
inativo ativos

FIGURA 1 - Representacic grafica da porcentagem média (X) e da amplitude
{a) dos dados relativos ao n® de colonias fodofilicas, em pa-
cientes carie ativos e inativos. '



As fregliencias relativas. do teste de SNYDER em
funcao do tempo de viragem de cor do indicador do meio de cul
tura incidente em numeros variaveis de criancas estdo assina-

ladas na tabela 2 e na representacdo grafica da figura 2.

TABELA 2 - Fregliencias relativas do teste de SNYDER em funcdo da viragem
do indicador em diferentes periodos de tempo.

Fregiiencia relativa

Horas Numero de criancas
(%)

24 8 20
48 4 i0
72 10 15
86 18 45

TOTAL 4G 100
50‘1

40

30 -

20 J

10 -
& Horas

24 48 72 96 . -

FIGURA ¢ - Representacao grafica da fregiencia relativa do teste de SNY-
DER em funcao do tempo.



A tabela 3 e a representagao grafica da figu-
ra 3 indicam a intensidade ou quantidade de placa formada “in

vitro" nas criancas estudadas.

TABELA 3 ~ Distribuicao dos individuos segundo a intensidade de formacao
' de placa "in vitro®.

Placa “in vitro" Fregiiencia Fregiiencia relativa {%)
- H 40,0
+ 5 12.5
F G ' 22,5
Tt 10 25,0
TOTAL 40 100,0
Porcentagem
40 -
30 -
20 -
10 -
0

Placa "in vitre®
- + ++ 4

FIGURA 3 - Representagdo grafica da freqliencia relativa de formagao de pla
ca "in vitro™.
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Os diferentes valores do coeficiente de corre-
lacao {r) entre o CPOD e as demais variaveis estudadas encon-
tram-se na tabelas 4. |

0s diagramas de dispersio das figuras 4, 5, 6
e 7, indicam a correlagao entre os pares de varidveis.

Para verificar o grau de correlacac entre CPOD

p as demais variaveis em estudo foi calculado o coeficiente de

correlacao conforme mostra a tabela 4.

TABELA 4 - Valores do coeficiente de correlacao (r), entre o CPOD e as va
riaveis em analise.

Variaveis r{%)
CPOD - col. de Str., mutane 41,89
CPOD - col. jodofilicas 73,07
CPOD - teste de SNYDER -76,89
CPOD - formacao de placa "in vitro® 58,24
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Para melhor visualizar a correlacido entre os pa
res de variaveis, foram constituidos os diagramas de disper-

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

CPon
F'Y
30 1
201
10 1
- . Str. mutans
(_] v . v : : >

100 200 300 400 500

FIGURA 4



CPob
3G 4
VA )
10 -
) iodofilicas
0 1 ; i H | 1 i -
. 10 20 30 40 50 60 70
“ FIGURA 5
CPOD
30
20 4 .
10 -
0 ) ; ; . Snyder
24 - 48 72 95

FIGURA 6
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30

20 1

10

FIGURA 7
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Placa
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VI - DISCUSSAOC-

Parece certo, segundo os conceitos maié atuais,
que a cérielresa1ta, realmente, de um processo de descalcifi-
cagao do esmalte dental por &cidos elaborados por microrganis
mos, sobretudo da placa dental. |

Uma série de fatores concorrem para a altera -
cao dessa estrutura do dente. De inicic, & necessaria a pre -
senga de microrganismos dotados da propriedade de metaboliza-
rem 0s agUcares da dieta e consegliente producdc de dcido 18t}
co, fato sobejamente demonstrado por varios investigadares.
Por outro lado, & necessarioc que este atague acido seja cons-
tante, mesmo quando carboidratos, qué tem acesso & cavidade
aral, ja foram consumidos, o que ocorre nos intervalos das re
feicoes e durante o sono.

Esse fato pode ser explicado atraves das bacté
rias que metabolizam fontes exogenas de carboidratos diversos,
armazenando~-os como fontes de reserva sob a forma de carboi -
drato de reserva semelhante ao glicogenio —;émi1opectina.

“Aleém de microrganismos acideogénicos, gue produ
zem acidos, pertanto, e dos que ¢ fazem a custa de reservas
intracelulares, ha que se considerar agueles gue aproveitam a
sacarose, dando origem ac inicio da placa, pela transformacao
da mesma em glucanos, principalmente o dextrano, de propriedi
des adesivas.,

Fssa substancia parece ser a principal reponsa



vel pela formagao da placa dental e pois, de uma estrutura, to
da ela contendo os elementos que contribuem para a formagao
da cirie. Sd0 estes os motivos porque alguns testes bacterio-
16gicos que indicam atividade de cirie foram idealizados.

Informacoes relacionadas com a carie e esses
testes tem sido obtidas, mas sepavadamente, ou seja, pelo es-
tudo de cada um deles em trabalhos diversos por autores dife-
rentes,

Por isso ocorreu-nos realizda-los, concomitante
mente, a fim de obtermos dades proprios de cada metodo em fun
¢ao do material de placa colhido de um mesmo paciente. Ao mes
mo tempo poderTamos verificar as relacfes entre os resultados
obtidos e o indice da CPOD de cada crianga.

Talvez essas averiguacdes nos proporcionassem
a indicacao da maior eficiéncia de um ou outro teste, para ve
rificar a atividade caricgenica.

Para isso, colhemos material de placa dental
das faces vestibular e lingual dos molares superiores e labial
dos incisivos de escolares de Piracicaba, com Tndices CPOD va-
riaveis, e de faixa etaria situada entre 8 e 14 anos.

Os resultitados gue encontramos, acham-se eﬁpreg
s0s nas diversas tabelas e graficos apresentados,

0 trabalho realizado teve alguns objetivos, dos
gquais o primeiro fei verificar a incidencia de Str. mutans nos
locais escolhidos. A analise dos dados mostrou que esses  mi-

crorganismos sempre foram isolados em guantidades varijaveis
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A sua identificacdo em generc e espécie baseocu-se na morfolo-
gia que as colonias apresentavam no meio de Mitis-Salivarius-
Agar, e nas provas de fermentacao de sorbitol e manitol emmeio
de CTA, contendo esses acucares conforme descrito em material
g metodos.

A propriedade de produzir polissacarideo intra
celular fol estudada, semeando-se as amostras de material de
placa no meio de Gibbons que possui, na sua composicdo, glico
se em concentragao final de 2%. Depois de 24 a 48 horas de in
cubacao as placas eram banhadas com solucdo iodo iodetada (1u
gol}. As colonias formadoras de amilopectina coravam-se desde
o marrom clarce a escurc. Consideramos todas elas como positi-
vas nas contagens realizadas. Esse carboidrato pode aumentar
a duragao da produgao de 3cido, quando a fonte exOgena de car-
boidratos foi consumida. Trabalhos neste sentido foram reali-
zados pelos autores BERMAN & GIBBONS (1966) e FITZGERALD &
JORDAN {1968}.

GIBBONS e col. (1862) semearam germes diversos
em meio basico suplementado com glicose, maltose, sacarose e
glicogenio a 2%. Verificou como capazes de produzirem o refe-
rido carboidrate, o$ seguintes porganismos: Str. mitis; St
gsalivarius; diftercides facultatives e anaerobios, Lactobaczii

ius, Fusobacterium & Bactsroidee sp. A habilidade da flora o-
ral humana de formar polissacarideo intracelular parece va-
riar com a atividade de carie e dieta rica em carboidratoes. Dg

monstraram, ainda, uma correlacac significativa entre a ativi

w
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dade de cirie e a porcentagem de baciérias de placa capazes
de sintetizarem o referido carboidrato. Estabelecendo um para
telo entre as colonias formadoras de polissacarideo intracelu~-
lar e o numerc de caries de 72 criancas, LGESCH e col.{1967),
verificaram gue havia estrita correlagao entre ambos. Bas crian
¢as com maior numero de lesdes cariosas foi possivel . _obter
maior numero de colonias formadoras do referido polissacari -
deg. Nas bocas sem caries de 10 criangas as colonias deste ti
po perfaziam 3,1% e nas bocas com nUimero igual ou superior a
cinco caries, a porcentagem se elevou para 5,2%.

0s resultados das observag0es gque  procuramos
realizar nesse sentido estao consubstanciados na tabela 1. A
media e a.amp}itude dos dados relativos ao numero de colonias
jodofilicas estao na representacao grafica da figura 1. De a-
cordo com as mesmas € possivel verificar que a preva]@ncia des
se tipo de microrganismo se situa em nlmero de colonias que
vac de 10 a 72.

0s nossos achados concordam em parte com os de
GIBBONS {1962). Esses autores encontraram em 11 pacientes com
ausencia de carie (Tndice CPOD = 0) porcentagem de colonias
iodofilicas entre 14 a 47% com media de 29,8%; os outros pa-
cientes considerados como portadores de atividade:éariosa apre-
sentavam indive CPOD variavel, de 12 a 28, e as porcentagens
das colonias jodofilicas variavam de 48 a 64%, com meédia de
54,3%. As diferencas entre as medias dos dois grupos era esta

tisticamente significante ao nivel de 0,1%.



0 grafice 1 indica-nos que em 4 pacientes c&-
rie inatives, o nimero de colonias varia entre 10 e 33 com y~
ma porcentagem iqual a 19%.

Nos individuos carie ativos as contagens varia
vam entre 11 e 72 colonias, com a média de 28,5%.

Esses resultados concordam com os de GIRBONS no
que se refere a demonstracac da ocorréncia de uma maior por -
centagem de colonias .iodofilicas em relacdao 3 incidencia de
carie {CPOD mais elevado). No entanto, as porcentagens encon-
tradas pelos referidos autores sao mais significativos, expri
mindo uma nitide diferenga entre a composicdo da flora iodofi
tica de placas dentais de pacientes carie ativos em relagao a
mesma flora de pacientes carie inativos.

Hi

A formagao de placa "in vitro" por amostras de
microrganismos orais permite uma hipdtese de trabalho para ex-
plicar as relacoes de bacterias indutoras de carie e jestes
cariosas ativas, que ocorrem nas superficies lisas do esmalte.

0 estudo da formagao de placa "in vitro" permi
tiu observar uma variacao na quantidade de material mucilagi-
noso formado em torno dos tubos capilares parcialmente imers~
s50s em caldo sacarosado.

Embora essas guantidades sejam avaliadas de mg
neira subjetiva, & possivel estabelecer, previamente, os pa-
droes ceom os quais sap comparados os volumes obtidos experi -

mentalmente, Para isseo, usamos a cultura G5-5 de Str. mutans,

enviada pelo Dr. R. FITZGERALD, incubada nas mesmas condigoes
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em que o foram as amosiras das diferentes placas coletadas e
portadoras de volumes crescentes durante passagens consecuti-
Yas.

A formacao de placa "in vitro™ pelo material de
ptaca dental que colhemos, nao foi observada nos tubos incuba
dos em dessecador onde o consumo de oxigenic se fez por quei-
ma de papel. S0 vcorreu em anaerobiose {incubacic em jarras
"gaz-pack®), onde j& podia ser anotada a partir de 24 horas .
A transferencia para novos tubos de caldo sacarosado era fei-
ta, tavandeo-se previamente, o capilar em salina levedurada ;
nesta manipulacac a placa nao se deslocava do capilar, o con-
trario ocorrendo quando se tratava de simples “epdsitode cres
cimento bacteriano, sem a aderéncia, caracteristicas encontra
daz na placa. Atraves da coloracao pelo Gram eva possivel ob-
servar uma predominancia de formas circulares em cadeia. Se-
meadas em Mitis-Salivarius-Agar caracterizaram-se como estrep
tocncos diverses. Nos tubos em que havia formacao de placa o-
corvia também a aderencia do crescimento bacterianc nas pare-
des dos mesmos. De acordo com a tabela 3 & possivel verificar
que de 40 amostras de placa, 16 nao formaram deposito, cinco
delas formaram depdsito discreto, nove revelaram deposito sa-
Tiente e as outras 10 deram depositos abundantes. Esses resul
tados foram discriminados ap0s ires passagens sucessivas com
periodo de incubacao de 48 horas cada um.

Ainda, pode-se notar, que a fregiiencia relati-

va das amostras gue formam placa "in vitro” desde deposito dis



creto a8 abundante, pevrfazem um total de 60%.

A figura 3 nos permite uma visdo de conjunto
de intensidade de formagdo dos depbsitos "in vitro”.

Fssas vériagaes nos resultados e seus reflexps
com o aparecimento de carie ou nao, dependem, provavelmente |
do fato de que dentro dos varios ecossistemas da cavidade 0—.
ral as interacoes microbianas podem ter um potencial capaz de
afetar a formagao total da placa.

Estudando a formacao de placa em 64 pacientes
DLIVEIRA (1974) encontrou cerca de 79,6% de positividade e
20,3% em gue nao ocorreu a formagao. Nos, em 40 pacientes, ob
tivemos porcentagem mencr de colonias formadoras de placa
(60%). Talvez major nimers de resultado positive fosse obtido
se ¢ indculo empregade fosse maior. Esse fato &€ realcado por
OLIVEIRA (1974}, que em seu trabalho experimental semeou 2 a
3 mg de material de placa.

Salienta o autor gue nestas condigoes as possi
bilidades de se encontrar microrganismes formadores de placa
sag maiores.

Por outro lado, esse autor refere-se que cole-
tou material das superficies dentarias indiscriminadamente
sem previa selecao de areas cariadas ou restauradas, enquan-~
to gue nos o fizemos de superficies lisas e Integras apenas.

Essas porcentagens aqui discutidas referem - se
da mesma forma gue o autor citado, a presenga Ou auséncia de

microrganismos formadores de placa, com a diferencga de gue nos
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procedemos a uma quantifiéagéo desses microrganismos em cada
paciente, o que nagc oCOrreu na invesfigagﬁo referida.

Em trabalho realizado por KRASSE e col. {1968},
no gual os autores empregaram 0 esguema proposto por JORDAN e
cel. {1868), o isclamento de estreptococos indutores de cirie
vcorrey em porcentagem elevada para escolares com 7 anos (82%)
e 13 anos de jidade (93%) e em estudantes de odontologia com
21 anos {77%) e 24 anos (59%). Os resultados gue encontramos
s¢ aproximam mais daqueles obtidos por JORDAN ¢ col. {1869).
Esses autores encontraram em escolares de 12 a 14 anos 70% e
48% e atgumas cidades dos Estados Unidos e em outras cidades,
cerca de B59% e 59%.

0s diversos autores que estudaram essa caracte
ristica de estreptococos indutores de carie, realgam a impor-
tancia da presengs da sacarose para gue ocorra a sintese de
substancia mucilaginosa, que confere a esses microrganismos a
capacidade de se colonizarem nas superficies lisas, como nas
pavedes do tubo e nos capilares em forma de bengala.

A velocidade de produgao de acide por  bactée-
rias orais, em determinados meios de cultura estd diretamente
relacionada com o seu numero. Baseado nesse fatc, SNYDER (1940)
demonstrou aue as contagens de lactobacilios podem ser subsii-
tuTdas por um teste colorimetrico simpies, gue indica a produ
cac de acido.

Fazendo uma avaliacao dos testeé de atividade

de carie (SHNYDER e col., 1962, 1863) verificaram uma estreita



. 38.

correlacao entre o teste que idealizaram e as contagens de Tac
tobacilos.

A prevaléncia de Yactobacilos nas placas den-
tals e bem pequena, da ordem de 0,001% (BURNETT & SHERP, 1968).
No entanto, nos processos cariosos inicials com descalcifica-
cac incipiente do esmalte do niumero desses microrganismos au-
menta de maneira significativa porgue eles passam a encontrar,
em tais circunstancias, condicbes favoraveis ao seu desenvol-
vimento.

Todavia, em 1968, LIMA e col., estudando o de-
senvolvimento de amostras puras de varios microrganismos no
meio de SNYDER contestaram as afirmacgoes desse autor de gque
exclusivamente lactobacilos modificariam o verde-bromo~-cresol,
pela capacidade de metabolizar a glicose em pH 5,0. Verifica-
ram que certos estrepiococos {(enterococos) e estafilococos tam
bem o fazem.

Concluiram ainda, oue os microrganismos de pla
ca pederiam oferecer testes representativos de acentuads ati-
vidade cariogenica, em sete placas, moderada atividade cario-
genica, em gquatro placas, e discreta atividade em duas placas
das 18 analisadas. Ao todo, portanto, conseguiy viragem do
meio de SNYDER em 13 placas de um total de 18, embora essas vi
ragens tenham ocorrido nos tempos de 24, 48 e 72 horas.

Para a aplicacac desse teste come indicativode
atividade de cirie, semeamos 0,2 ml da diluicao inicial (107%)

de material de placa cada paciente, no wmeic de SNYDER, distri



buido em tubos em quantidades de 5 ml, apds a sua liquefagao
e resfriamento a 50°C.

A dncubacao se processou a 370C e as leituras
foram efetuadas diariamente até as 96 horas.

Na tebela Z estao expressas as fregiliencias re-
Tativas do teste de SNYDER em fungﬁolda viragem do indicador
nos varios tempos de incubacdo. A figura 2 & uma representa -
cao grafica das condigGes experimentais indicadas nessa tabe-
ta. As porcentagens de positividade foram de 20% indicando a-
centuada atividade cariogenica, de 10% para atividade carioge
nica moderada e de 25% para atjvidade cariogenica discreta.

As leituras com viragem ap0s 96 h, num  total
de 45% dindicam ausencis de atividade de carie e pois, pequenc
numernp de germes acidogenicos.

Compietando nosso trabazlho procuramos correla-
cionar as diversas varizveis em estudo com o indice CEOD |
calculande o coeficiente de correlagao conforme mostra a tabde
ta 4.

Para melhor visualizar a correlacao entre os pa
res de variaveis, foram constituidos os diagramas apresenta -
dos nas figuras 4, 5, 6 e 7.

Da sua analise verifica-se, que as porcentagens
de correlagaoc permitem ordenar, &m escala cecrescante, os tes
tes constantes de contagens de colonias iodofilicas (73,07%},
formacao de placa "in vitro® (58,24%), cantagehs de colonias

de Str. mutane (41,89%) e teste de SNYDER (-26,89%).



Com relacao a este G}timo teste verificou ~ se
uma correlagdo negativa, ou seje, quando aumenta o CPOD, o tem
po de viragem diminui. Neos quatro tipos de testes comparados
acorre um aumento do numere de colonias quando o Tndice CPQOD
tambem aumenta.

E interessante observar que o valor mais alto
do coeficiente de correlacao, isto &, para as variaveis CPOD
e colonias iodofilicas ocorreu o valor r = 73,07%. Este grau
de correlacao & alto, mosirando pois elevada correspondencia
entre esses dois dados. Esse, ao nosso ver, seria um dos Tes-
tes mais representativos para indicar atividade cariogenica ,

dentro das condigoes experimentais em gue foi realizado.
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A analise dos dedos obtidos permite-nos as se-

guintes conclusoes;

1. Houve uma correlacao mais elevada entre o nimero de colo-

nias {odofilicas e o indice CPOD (73,07%).

2. Em porcentagens decrescentes estao melhor correlacionados

com o Tndice CPOD os testes de formacao de placa ™in vi-
tro” ({58,244%Y, contagens de colonias de Str. metans (41,89%)

e o teste de SKYDER {-76.84%).

3. HE uma correlacaoc negativa entre o teste de SNYDER e o in-

dice CPOD.

4. De acordo com 65 nossos resultades a contagem de colonias
iodofilicas de material de placa dental seria o teste mais

indicado para demonsirar atividade cariogenica.
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