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RESUMO

O importante papel etiolégico dos estreptococos do grupo mutans e dos lactobacilos no processo de cdrie tem sido amplamente
estudado, sendo a contagem destes grupos de microrganismos freqiientemente utilizada para o diagndstico e propdsitos
predictivos em cariologia. O meio de cultura LAPTg foi desenvolvido para a contagem simultinea de estreptococos do grupo
mutans e lactobacilos a partir de amostras de saliva com o intuito de redu¢do de custos e diminuicao do tempo de processamento.
O objetivo deste trabalho foi avaliar o meio de LAPTg com 7% sacarose como uma possivel alternativa para os meios dgar Mitis
Salivarius bacitracina sacarose (MSBS) e Rogosa, que sdo os mais utilizados para isolamento de estreptococos do grupo mutans e
lactobacilos, respectivamente. Foram coletadas amostras de saliva de 50 alunos da graduagdo em Odontologia, as quais foram
diluidas e semeadas nos meios LAPTg com 7% sacarose e nos meios de Rogosa e MSBS. Apds o periodo de incubacdo de 48
horas a 37°C (5% CO, para MSBS e LAPTg), o nimero de colOnias caracteristicas em cada meio foi contado e o valor de
logaritmo de unidades formadoras de colonias por mililitro (log UFC/ml) foi calculado. Os resultados foram analisados
estatisticamente utilizando-se os testes ¢t de Student e Mann-Whitney. Os valores de log UFC/mL foram significativamente
maiores nas contagens obtidas com a utilizagdo do LAPTg em relag@o as realizadas com MSBS. Por outro lado, os valores de log
UFC/mL foram estatisticamente menores nas contagens de lactobacilos quando se utilizou o meio LAPTg em relagcdo ao meio de
Rogosa. Conclui-se que os resultados obtidos nas contagens de estreptococos do grupo mutans, utilizando os meios de cultura
MSBS, LAPTg com 7% sacarose e Rogosa foram estatisticamente diferentes. Os resultados sugerem que o meio LAPTg 7%
sacarose nao pode ser considerado uma alternativa para o isolamento simultaneo de estreptococos do grupo mutans e lactobacilos.
PALAVRAS-CHAVE: estreptococos do grupo mutans, lactobacilos, saliva, testes de atividade de cérie.

INTRODUCAO

O diagnéstico da atividade de carie foi baseado durante muitos anos exclusivamente no conhecimento do
nimero total de dentes ou superficies apresentando lesdes de carie (WEYNE, 1986). Esta andlise, porém, nao
acompanhava o cardter dindmico do processo de cdrie, ndo permitindo que novas lesdes fossem efetivamente evitadas.

Visto que a microbiota € um dos fatores essenciais na etiologia da carie (KEYES, 1969), as tentativas na
obtencdo de um bom método para se prever o risco de cdrie tem se voltado cada vez mais para o uso dos testes
microbiolégicos (ALALUUSUA, 1993; CARVALHO; BEZERRA, 2003). O objetivo principal destes testes é
identificar individuos que necessitem de medidas especificas para reduzir a velocidade de progressdo da cérie. Alguns
autores (BRATHALL; CARLSSON, 1988; CRALL et al., 1990) alertaram para a importidncia da determinacdo
precoce do alto risco de cérie. Este conhecimento € extremamente importante para o clinico e em sadde publica, pois
medidas preventivas mais intensas poderiam se concentrar apenas em individuos de alto risco, diminuindo o custo e
aumentando a eficiéncia de programas de preven¢io (FEDERATION DENTAIRE INTERNATIONALE, 1988).

Os lactobacilos foram os primeiros microrganismos a serem considerados cariogénicos (VAN HOUTE,
1994), porém atualmente s@o correlacionados com progressio do processo carioso (ANDERSON; BALES;
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OMNELL, 1993). Além disso, estdo diretamente implicados com ingestdo freqiiente de carboidratos. Desta forma,
contagens de lactobacilos podem ser usadas tanto para avaliagdo do risco de cdrie como para verificar o efeito das
alteracdes dietéticas (VAN HOUTE, 1981; CROSSNER, 1981; ALALUUSUA, 1993). Rogosa (1951) desenvolveu
um meio seletivo para lactobacilos baseado na adicao de um agente tensioativo (Tween 80) e uma mistura de sais, o
qual € ainda o mais utilizado até a atualidade.

O importante papel etioldgico dos estreptococos do grupo mutans no processo de cdrie tem sido amplamente
estudado por varios autores (HAMADA; SLADE, 1980; ZICKERT, 1982; GERMAINE, 1984; EMILSON, 1989),
sendo a contagem deste grupo de microrganismos freqiientemente utilizada para o diagndstico e propdsitos
predictivos em cariologia (SCHLAGENHAUF; ROSENDHAL, 1990; SEKI, 2003; KOGA-ITO et al., 2003). A
relacdo entre alta contagem de S. mutans e alta atividade de cérie ja foi estabelecida na literatura (ZICKERT, 1982;
ALALUUSUA, 1993; ANDERSON; BALES; OMNELL, 1993). Contagens deste grupo de microrganismos também
tém sido utilizados na avaliacdo dietética, j& que seus niveis sdo bastante sensiveis a dieta (VAN HOUTE, 1993;
GRINDEFJORD et al., 1995). O meio de cultura seletivo 4gar Mitis Salivarius bacitracina sacarose é o mais utilizado
para o isolamento de estreptococos do grupo mutans (GOLD et al., 1973). No entanto, varios outros meios foram
sugeridos como alternativas, tais como o SB20 (DAVEY; ROGERS, 1984), GSTB (TANZER et al., 1984) e MS-
MUT (HIRASAWA; TANAKA, 2003). Testa de Nadal et al. (1997) sugeriram um meio de cultura que permitiria a
contagem simultinea de estreptococos do grupo mutans e lactobacilos a partir de amostras de saliva.

Segundo estes autores, o LAPTg acrescido de 7% de sacarose permite a diferenciagdo desses grupos de
microrganismos de acordo com a morfologia de colonia e producdo de dextrano. A grande vantagem desse meio de
cultura em relagdo ao MSBS e Rogosa seria a redug@o de custos e diminui¢ao do tempo de processamento.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o meio de cultura LAPTg com 7% sacarose como alternativa para
o meio Mitis Salivarius bacitracina sacarose (MSBS) e Rogosa no isolamento de estreptococos do grupo mutans e
lactobacilos, respectivamente.

MATERIAL E METODOS

Foram coletadas amostras de saliva de 50 individuos, alunos da Faculdade de Odontologia de Sao José dos
Campos/UNESP. Todos os individuos foram informados sobre os propésitos da pesquisa e métodos de coleta das
amostras. Quando da concordancia por parte do paciente, este assinou o termo de autorizacdo. O protocolo deste
estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em pesquisa, Faculdade de Odontologia de Sdo José dos Campos/UNESP
(n°070/2002, PH/CEP).

Amostras de saliva estimulada foram coletadas utilizando um pedaco de goma de mascar sem sabor em um
recipiente universal estéril. Inicialmente a goma foi colocada na boca do paciente e deixada por 2 minutos, sendo a
saliva acumulada nesse periodo deglutida. Foi solicitado ao paciente que mastigasse a goma e toda a saliva produzida
foi coletada até a obten¢@o de um volume final de aproximadamente 2 mL.

Um mililitro da amostra de saliva foi diluida em 9 mL de solucido de NaCl a 0,85% esterilizada, obtendo-se a
seguir as diluicdes decimais de 10" a 10-°. A partir da saliva pura e de cada dilui¢do, 0,1 mL foram semeados em
duplicata em placas de Petri contendo os meios de cultura a serem testados.

O meio Mitis Salivarius (Difco) foi preparado a partir do meio comercial, sendo a concentracido de sacarose
ajustada para 20%. O meio de cultura foi autoclavado por 15 minutos a 121°C e entdo resfriado até aproximadamente
50°C. A seguir, a solucdo de bacitracina esterilizada por filtragdo (filtro JBRGP 2525, Millipore) foi adicionada em
condi¢Oes assépticas até a obtenc¢do da concentracdo final de 0,2 Ul/mL. As amostras de saliva foram inoculadas e
apds incubagdo por 72 horas a 37°C e 5% CO,, as colOnias escuras com aspecto de vidro esmerilhado, caracteristicas

de estreptococos do grupo mutans, foram contadas nas placas que continham de 30 a 300 coldnias (contador de
coldnias Phoenix, modelo EC550A). A partir das contagens, foram obtidos os valores de logaritmo de unidades
formadoras de coldnias por mililitro (log UFC/mL).

O meio de LAPTg com 7% de sacarose foi preparado de acordo com a metodologia proposta por Testa de
Nadal et al. (1997) e foi constituido por extrato de levedura 10 g, peptona 15 g, glicose 10 g, tiptona 10 g, Tween 80 1
mL, dgar 15 g, sacarose 70 g, d4gua destilada 1000 mL (pH 6,8). Os componentes foram dissolvidos em dgua destilada,
autoclavados a 121°C por 15 minutos e vertidos em placas de Petri esterilizadas.

As amostras de saliva e respectivas diluigdes foram semeadas e apds incubagdo por 72 horas a 37°C e 5%
CO,, as coldnias pequenas, translicidas, com depdsito de dextrano ao redor, caracteristicas de Streptococcus mutans €



coldnias grandes, brancas caracteristicas de outros estreptococos do grupo mutans foram contadas. A partir desses
dados, os valores de log UFC/mL foram calculados.

Os dados obtidos para isolamento de estreptococos do grupo mutans foram estatisticamente analisados
aplicando-se o teste ¢ de Student para comparacio entre médias (p<0.05). Os valores de log UFC/mL obtidos para a
contagem de lactobacilos foram analisados, utilizando-se o teste de Mann-Whitney para comparagdo entre medianas
(p< 0,05).

RESULTADOS

Os resultados obtidos para a comparagdo entre LAPTg e MSBS estdo apresentados na Tabela 1. Os valores
médios de logaritmo de UFC/mL de estreptococos do grupo mutans obtidos no grupo LAPTg foram estatisticamente
superiores aos observados quando o meio MSBS foi utilizado (t=23,03; gl=98; p=0,001).

Os valores de mediana de log de UFC/mL obtidos para as contagens de lactobacilos estdo apresentados na
Tabela 2. Os valores obtidos utilizando os dois meios de cultura testados foram diferentes estatisticamente (p=0,001),
observando-se valor superior quando o meio de Rogosa foi utilizado.

Tabela 1- Valores de média e desvio-padrdo do logaritmo de UFC/mL obtidos nas contagens de estreptococos do
grupo mutans utilizando os meios de cultura LAPTg e MSBS (Mitis Salivarius bacitracina sacarose)

Meios de cultura n Média Desvio-padrio
LAPTg 50 7,08% 0,50
MSBS 50 4,55 0,59
* Diferenca estatisticamente significante em relacdo ao MSBS
(p=0,01)

Tabela 2 - Valores de mediana do logaritmo de UFC/ml obtidos nas contagens de lactobacilos utilizando os meios de
cultura LAPTg e Rogosa

Meios de cultura n Mediana
LAPTg 50 1,908%*
Rogosa 50 5,477

* Diferenga estatisticamente significante em relacdo ao meio de
Rogosa (p =0,001)

DISCUSSAO

Contagens de estreptococos do grupo mutans e lactobacilos sao frequentemente utilizadas para o diagndstico e
propdsitos predictivos em cariologia (SCHLAGENHAUF; ROSENDHAL, 1990; SEKI, 2003; KOGA-ITO et al.,
2003). Um meio de cultura que permitisse a contagem simultdnea destes microrganismos a partir de amostras de
saliva seria de grande utilidade na Odontologia, facilitando o processamento e permitindo a obtencio de resultados
rapidos (TESTA DE NADAL., 1997).

O meio de cultura rotineiramente utilizado para a contagem de lactobacilos é o meio de Rogosa, que gracas a
presenca de Tween 80 e uma mistura de sais € satisfatoriamente seletivo para este microrganismo. O reconhecimento
de coldnias caracteristicas (discéides) neste meio € bastante simples. Considerando-se o meio LAPTg, a verificacdo
de colonias caracteristicas, como descrito por Testa de Nadal (1997), € dificil e subjetiva, podendo levar a contagens
inadequadas. De fato, resultados distintos foram obtidos com a utilizagdo dos meios em teste. Em seis pacientes,
verificou-se contagem negativa para lactobacilos utilizando o meio LAPTg e positiva quando da utilizacdo do meio de
Rogosa. Em uma situag@o observou-se o inverso.

O meio 4dgar Mitis salivarius foi inicialmente elaborado por Chapman (1944) o qual era acrescido de telurito
de potéssio e foi por muito tempo utilizado no isolamento de estreptococos da cavidade bucal. Posteriormente, Gold et
al. (1973), propuseram a adi¢do de 15% de sacarose e 0,2 Ul de bacitracina por mililitro ao meio MS, surgindo o meio
MSBS, o qual € ainda extensivamente utilizado (KOGA-ITO et al., 2003; SEKI, 2003). No entanto, o meio Mitis



Salivarius bacitracina sacarose (MSBS) possui custo bastante elevado e sua preparacdo é laboriosa. Outra
desvantagem deste meio de cultura é o curto prazo de validade (7 dias), ditado pela presenca da bacitracina na sua
constituicao.

Segundo Kimmel e Tinanoff (1991), o MSB leva a uma superestimagdo no nimero real de estreptococos do
grupo mutans porque nao suprime os estreptococos ndo-mutans, podendo levar a resultados falso-positivos. Por outro
lado, Tanzer et al. (1984) consideram que o MSBS € parcialmente seletivo e subestima a presenga de estreptococos do
grupo mutans. Em nosso trabalho, verificamos um nimero de UFC/mL significativamente superior nas contagens
realizadas com LAPTg.

A identificacdo de um nimero expressivo de amostras obtidas através da utilizacdo do LAPTg seria

importante para confirmar a validade da correlacdo entre morfologia de coldnia e grupo de microrganismo.
Segundo Testa de Nadal et al. (1997), o meio permitiria uma fécil diferenciagc@o entre as coldnias de S. mutans, outras
espécies de estreptococos e lactobacilos. As coldnias caracteristicas de S. mutans deveriam ser pequenas, translicidas
e com depdsito de dextrano ao redor e col6nias grandes e brancas para outros estreptococos do grupo mutans. As
coldnias de lactobacilos seriam de tamanho médio e amareladas. Apesar de terem sido realizadas semeaduras com
cepas padrdo com o objetivo de reconhecer colonias de interesse, observamos que a diferenciacdo de colonias de
estreptococos e de lactobacilos é bastante complicada e subjetiva, o que pode levar a obtencdo de resultados ndo
satisfatdrios.

CONCLUSOES

Conclui-se que os resultados obtidos nas contagens de estreptococos do grupo mutans e lactobacilos,
utilizando os meios de cultura MSBS, LAPTg com 7% sacarose € Rogosa ndo foram compativeis. Os resultados
sugerem que meio LAPTg 7% sacarose nao pode ser considerado uma alternativa para o isolamente simultaneo de
estreptococos do grupo mutans e lactobacilos.

ABSTRACT

The important ethiologic role of mutans streptococci and lactobacilli in the caries process has been extensively studied
by several authors and counts of these groups of microorganisms are frequently employed for diagnosis and predictive
purposes in cariology. The culture medium LAPTg was developed for the simultaneous counts of mutans
streptococci and lactobacilli from saliva samples and has the great advantage of being cheaper and easy to prepare.
The aim of this study was to evaluate the medium LAPTg 7% sacarose as a possible alternative for the media agar
Mitis Salivarius bacitracin sacarose (MSBS) and Rogosa, that are the most used media for the isolation of mutans
streptococci and lactobacilli, respectively. Saliva samples were collected from 50 individuals, students of Odontology
graduation course, and were diluted and plated on the media LAPTg 7% sacarose, Rogosa and MSBS. After the
incubation period of h at 37°C (5% CO, in case of LAPTg and MSBS) the number of characteristics colonies in each

medium was counted and the values of the logarithm of colonies forming units per milillitre (log UFC/ml) were
calculated. The results were statistically analyzed by Student’s and Mann-Whitney tests. The values of log UFC/mL
were significantly higher in the counts obtained with the use of LAPTg in relation to those obtained with MSBS. On
the other hand, the values of log UFC/mL were statistically lower in the counts of lactobacilli when LAPTg was used
in relation to Rogosa. It could be concluded that the results obtained for mutans streptococci and lactobacilli counts,
using the media MSBS, Rogosa e LAPTg 7% sacarose were statistically different. The results suggest that the
medium LAPTg 7% sacarose can not be considered an alternative for the simultaneous isolation of mutans
streptococci and lactobacilli.

KEY-WORDS: mutans streptococci, lactobacilli, saliva, caries risk tests.
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