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Resumo

A identificação e quantificação dos estreptococos que iniciam a coloniza-
ção das superfícies dos dentes no biofilme complexo da placa dental, bem
como a compreensão das relações funcionais entre eles e outros mem-
bros são fundamentais para avaliar e, possivelmente, controlar os proces-
sos que essa comunidade inicial desempenha. Placas bacterianas foram
assepticamente removidas de dentes de pessoas sadias e experimental-
mente inoculadas em unidades dentárias esterilizadas e previamente co-
bertas com fluido oral estéril. Cada unidade dentária (UD) inoculada foi
incubada a 37°C em uma câmara úmida. Após a formação da placa, a UD
foi colocada em uma solução desagregadora da placa (SD) constituída de
0,1% de água peptonada,  0,1% de Tween 80 e 0,5% de areia calcinada
(p/v). A UD foi submetida sucessiva e progressivamente à agitação em
cinco velocidades controladas. Imediatamente após cada agitação, alíquotas
foram coletadas e diluídas em tampão fosfato estéril,  pH 7,2. Após cada
coleta das alíquotas e antes de nova agitação, a UD era lavada em solução
PBS estéril e novamente imersa em nova SD. Experimentos in vivo foram
também efetuados, em unidades dentárias recentemente extraídas, usan-
do a mesma técnica. Alíquotas das diluições foram semeadas na superfí-
cie de meios apropriados por disseminação usando uma alça de Drigalsky.
As placas foram incubadas a 37°C em anaerobiose por 48 horas, quando,
então, efetuavam-se as contagens total e diferencial das colônias. Cada
tipo colonial era subcultivado e submetido a testes padrões para identifi-
cação bacteriana. De um total de 86 culturas de Streptococcus estudadas,
40,7% foram identificadas como S. sanguis, 37,2% como S. oralis, 8,1%
como S. mutans, 7,0% como S. gordonii e 7,0% como outros estreptococos.
Análises das culturas isoladas da última velocidade de agitação mostraram
que, nos experimentos in vitro, somente S. oralis (66,7%) e S. sanguis

(33,3%) estavam presentes. No  experimento in vivo, os S. sanguis (56,5%)
predominaram, seguidos do S. oralis (21,7%), S. mutans (15,2%) e outros
estreptococos (6,5%). Os experimentos efetuados para verificar a capaci-
dade de adesão de sete culturas dos estreptococos isolados mostraram que
somente uma cepa de S. oralis e uma cepa de S. sanguis aderiram às super-
fícies dos dentes.
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Introdução

Ao longo da vida, as superfícies de inter-
face do corpo são expostas à colonização por
uma grande variedade de microrganismos. A re-
novação constante das superfícies por descama-
ção previne o acúmulo de grandes quantidades
de microrganismos. Na cavidade oral, entretan-
to, os dentes apresentam uma superfície dura
não descamativa que favorece o desenvolvimen-
to de grandes depósitos bacterianos (LANG et
al., 1997). No contexto do sistema estomatogná-
tico, esses depósitos bacterianos são denomi-
nados de placa dental ou placa bacteriana e,
recentemente, biofilme oral. A colonização pri-
mária é feita predominantemente por cocos
Gram-positivos anaeróbios facultativos, especi-
almente por espécies de Streptococcus. O gênero
Streptococcus compreende muitas espécies de
cocos Gram-positivos, anaeróbios facultativos,
comensais e patogênicos que colonizam a pele
e membranas mucosas dos tratos respiratório,
genitourinário e canal alimentar de humanos e
outros animais mamíferos (COLE et al., 1999).
Os estreptococos alfa e não hemolíticos são as
espécies pioneiras na colonização do intestino
grosso e da boca (PEARCE et al., 1995; SMITH
et al., 1993;  TAPPUNI; CHALLACOMBE,
1993). Os estreptococos viridans compreendem
uma grande proporção da microbiota comen-
sal da cavidade bucal (BOWDEN; ELWOOD;
HAMILTON, 1979) e diferentes espécies des-
ses estreptococos colonizam nichos distintos
dentro da cavidade oral (MARCOTTE;
LAVOIE, 1998). Por exemplo, Streptococcus mitis

biovar 1, Streptococcus oralis e Streptococcus salivarius

são as espécies predominantes das membranas
mucosas e da língua do homem (PEARCE et al,
1995; SMITH et al, 1993; TAPPUNI;
CHALLACOMBE, 1993). Por outro lado, o
S. oralis é observado quase que exclusivamente nos
dentes e o Streptococcus sanguis é o estreptococo
predominante da mucosa bucal (FRANDSEN;
PEDRAZZOLI; KILIAN, 1991).  A microbiota
indígena da boca e outras cavidades permanece
em um estado de homeostase entre si e com o
hospedeiro, exceto quando há alterações subs-
tanciais do ambiente, quando a superfície

mucosa sofre soluções de continuidade ou
quando o sistema imune está comprometido
(BOWDEN; ELWOOD; HAMILTON, 1979).
No entanto, na teoria da ecologia da placa, os
membros constituintes do biofilme da placa são
considerados benéficos para o hospedeiro, pois
desempenham papel de proteção contra a colo-
nização por espécies exógenas ou até mesmo
produzindo substâncias como bacteriocinas,
surfactantes e H

2
O

2
, que possuem efeitos anta-

gônicos ao estabelecimento de S. mutans e
lactobacilos, os principais agentes cariogênicos
(HILLMAN; SOCRANSKY, 1990).

As bactérias na placa estão geralmente li-
gadas a uma película orgânica de natureza sali-
var formada pela adsorção seletiva de glicopro-
teínas salivares pela hidroxiapatita. Classicamen-
te, considera-se a formação da película adquiri-
da (PA) como o primeiro estágio para o desen-
volvimento da placa. A película é um filme
condicionante que altera a carga e a energia li-
vre de superfície, aumentando a eficiência da
adesão (MARSHALL, 1992). A PA é constituí-
da de uma mistura complexa de substâncias
incluindo proteínas (albumina, lisozima e pro-
teínas ácidas contendo muitos resíduos de
prolina), glicoproteínas (lactoferrina, IgA, a-
amilases), fosfoproteínas, lipídios, mucinas e
ácido siálico (MARCOTTE; LAVOIE, 1998),
servindo, portanto, como receptores e fonte de
nutrientes para os colonizadores primários. As
bactérias aderem, de forma variável, a estas su-
perfícies que compõem a PA. Algumas possuem
estruturas específicas de adesão, como fímbrias
e polímeros extracelulares, que permitem uma
rápida adesão ao contato. Outras bactérias
necessitam de uma exposição mais prolongada
para unirem-se firmemente (MARSHALL,
1992).

Recentemente, mostrou-se que, 3 a 8 ho-
ras após a limpeza adequada dos dentes, cerca
de 61% a 78% da microbiota que se estabelece
na película adquirida é constituída por espécies
de estreptococos (NYVAD; KILIAN, 1990),
especificamente S. sanguis, S. mitis, S. oralis

(previamente S. mitior e S. sanguis II), S. gordonii

(previamente considerada uma subpopulação de
S. sanguis, dentre outros). S. sanguis, S. mitis e
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S. oralis compreendem 95% dos estreptococos
dessa fase inicial (NYVAD; KILIAN, 1987). S.

mutans tanto pode estar ausente como presente
em baixos números (LINDHE, 1989). Durante
muitos anos, acreditou-se que os estreptococos
do grupo mutans constituíam grande parte de
microbiota inicial, graças à sua capacidade de
produzir, a partir da sacarose, polissacarídeos
extracelulares com propriedades de adesão. As
interações estabelecidas entre as bactérias e as
superfícies dos dentes através de adesinas
bacterianas são tão específicas que os coloniza-
dores primários podem co-agregar-se com as
bactérias adjacentes, mas não com as bactérias
que colonizam a placa posteriormente
(KOLENBRANDER et al., 1998), sugerindo
uma organização espacial específica na forma-
ção dos biofilmes orais. Estas interações se for-
mam mesmo com bactérias mortas e podem
ser inibidas por certos açúcares, sugerindo a pre-
sença de substâncias similares às lectinas nas
bactérias orais (CISAR et al., 1995). Estas lecti-
nas reconheceriam estruturas constituídas de
carboidratos específicos (glicoproteínas) na PA
das superfícies dentárias (NYVAD; KILLIAN,
1990). Estudos recentes mostraram que mui-
tas dessas adesinas são proteínas, aminoácidos
dos ácidos lipoteicóicos, polissacarídeos e lipo-
proteínas, sendo que estas últimas, surpreen-
dentemente, participam dos sistemas de trans-
porte de nutrientes (KOLENBRANDER et al.,
1998; KOLENBRANDER et al., 1999). O cál-
cio também tem participação importante na ade-
rência inicial e nos fenômenos de co-agregação
(ROSE, 2000). Os bastonetes Gram-positivos,
principalmente A. viscosus e A. naeslundii, cons-
tituem pequena proporção dessa microbiota
inicial. Posteriormente, esses organismos au-
mentam gradualmente e, eventualmente, su-
peram em número os estreptococos, os quais
podem representar apenas 45% da microbiota.
Receptores de superfícies dos cocos e basto-
netes Gram-positivos facultativos permitem a
aderência (co-agregação) subseqüente de mi-
crorganismos Gram-negativos com pouca ca-
pacidade de aderir diretamente à película,
como, por exemplo, cocos Gram-negativos
(Veillonella), que aumentam rapidamente para
20%. Fusobactérias e outras bactérias anaeró-

bias Gram-negativas podem aderir também des-
sa forma, entretanto, compreendem apenas 5%
do total da comunidade intermediária. Nesta
fase, o microambiente é favorável para o estabe-
lecimento de S. mutans e S. sobrinus, os quais se
aderem aos colonizadores intermediários. Os
polissacarídeos produzidos por estes organismos
atuam como um cimento, mantendo as células
aderidas entre si, formando o ecossistema da
placa dental. Como nesta etapa a placa não é
muito permeável à saliva, os ácidos formados
pelo metabolismo desses microrganismos não
podem ser diluídos ou neutralizados, ocorren-
do a desmineralização do esmalte, produzindo
a lesão que inicia a cárie (JENKINSON, 1994).
Na maioria das co-agregações estudadas em de-
talhe, as duas espécies de bactérias envolvidas
no processo pertencem a gêneros diferentes (co-
agregação intergenérica). Este fato confere um
aspecto de “espiga de milho”, onde se tem, por
exemplo, a associação de Streptococcus sanguis e
Actinomyces ou Veillonella e Actinomyces, caracte-
rística de uma placa madura (LISTGARTEN;
MAYO; AMSTERDAM, 1973). À medida que
a camada da placa aumenta em espessura, em
conseqüência do metabolismo desses organis-
mos, o potencial redox cai, favorecendo os
microrganismos anaeróbios, permitindo o de-
senvolvimento de um grande número de
bastonetes Gram-negativos (KENNY; ASH,
1969). Após estabelecida a comunidade clí-
max, tornam-se evidentes as espiroquetas
(LANG et al., 1997).

Este estudo foi conduzido para identifi-
car os estreptococos envolvidos com a aderên-
cia inicial às superfícies dos dentes e determi-
nar experimentalmente se representantes das
cepas isoladas dos modelos experimental e na-
tural são capazes de aderir às superfícies dos
dentes.

Materiais e métodos

Estudo in vitro da microbiota estreptocócica
associada com a formação inicial da placa dental

O inóculo para a reprodução experimen-
tal da placa dental foi obtido de estudantes de
Odontologia da Universidade Federal da
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Bahia, previamente submetidos a uma profi-
laxia com remoção completa das placas den-
tárias, verificada com solução de eritrosina. Os
estudantes foram orientados a não efetuar hi-
giene oral por 48 horas. Após a formação das
PDs, as mesmas foram removidas asseptica-
mente, usando-se curetas estéreis e inoculadas
diretamente nas superfícies vestibular e lingual
das unidades dentárias (UDs), num total de
cinco, previamente esterilizadas e cobertas com
líquido bucal estéril obtido dos próprios alu-
nos. As superfícies inoculadas foram cobertas
com água peptonada (0,1%) e solução de
sacarose (0,5%) esterilizadas por filtração. As
UDs foram colocadas em uma placa de Petri.
O modelo foi incubado a 37°C em uma câma-
ra úmida por 3 a 48 horas, para permitir a
formação da placa dental, confome Almeida
et al. (1995).

Estudo in vivo da microbiota estreptocócica que
inicia a formação da placa dental

Experimentos in vivo foram realizados ana-
lisando a porção coronária de unidades dentárias
(CUD) obtidas assepticamente por odonto-
secção de cinco unidades dentárias de pacien-
tes adultos com indicação para exodontia, em
um posto de saúde da cidade do Salvador. As
CUDs foram colocadas em tubos de rosca con-
tendo PBS (pH 7,2) estéril e enviadas ao Labo-
ratório de Biotecnologia e Ecologia de Micror-
ganismos, onde foram imediatamente submeti-
das às análises microbiológicas.

Preparação das amostras para os experimentos
in vivo e in vitro

As UDs com placas e as CUDs dos expe-
rimentos in vitro e in vivo, respectivamente, fo-
ram imersas isoladamente em dez mililitros de
uma solução desagregadora (SD) constituída de
água peptonada a 0,1%, Tween 80 a 0,1% e
areia calcinada a 0,5%. Os tubos contendo as
UDs e as CUDs foram submetidos, sucessiva e
progressivamente, à agitação em cinco velocida-
des controladas, num agitador tipo Vortex.
Após cada agitação, alíquotas de 1,0 mililitro
foram imediatamente colhidas e submetidas à
diluição decimal seriada com PBS estéril,  pH
7,2. Após cada coleta das alíquotas e antes de

cada agitação, as UDs e CUDs eram lavadas em
solução PBS estéril e novamente imersas em um
novo tubo contendo nova SD.

Isolamento e contagens bacterianas

Três alíquotas de 0,3 mililitro e uma de
0,1 mililitro, em duplicata, das diluições foram
semeadas na superfície de ágar mitis-salivarius

(Difco) suplementado com 1,0% de sacarose,
com auxílio de uma alça de Drigalsky. As pla-
cas inoculadas foram incubadas a 37°C em jar-
ras de anaerobiose, cuja atmosfera foi substituída
por uma mistura gasosa de 90% de N

2
 e 10%

de CO
2
. As placas foram examinadas após 48

horas, efetuando-se as contagens total e diferen-
cial das colônias originárias das amostras sub-
metidas à última velocidade de agitação em que
o crescimento bacteriano ainda ocorria. Cerca
de três colônias de cada tipo foram subcul-
tivadas em caldo de infusão de cérebro e cora-
ção (Difco) ou caldo Todd Hewidt (Difco) e
submetidas a técnicas bacteriológicas padroni-
zadas, usando os meios de tioglicolato sem
glicose e sem indicador (Difco), como também
pela técnica sugerida por Tappuni e Challacombe
(1993), usando como meio basal o caldo púr-
pura de bromocresol (Difco), enriquecido com
5,0% de soro equino (Difco). A identificação
dos microrganismos foi efetuada segundo o
Manual  de Bergey (HARDIE, 1986).

Indução in vitro do potencial de adesão dos
estreptococos isolados

Cepas bacterianas e preparação dos inóculos

Sete cepas de estreptococos, sendo duas de
S. oralis, duas de S. sanguis, uma de S. mutans, uma
de S. gordonii e uma cepa de um estreptococo não
identificado foram utilizadas para os experimen-
tos. As culturas foram ativadas em caldo APT
(Merck) em atmosfera anaeróbia a 37°C por 24
horas. A concentração celular foi determinada
através da contagem em placas utilizando ágar de
infusão de cérebro e coração (Difco) incubados
em atmosfera anaeróbia a 37°C por 48 horas. O
inóculo foi preparado diluindo cada cultura, de
modo a obter, aproximadamente, 1.000 unida-
des formadoras de colônias (UFC) de cada
estreptococo por mililitro.
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Microbiota estreptocócica associada com a
formação inicial da placa dental

De um total de 86 culturas de estrepto-
cocos estudadas, 40,7% foram identificados
como S. sanguis, 37,2% como S. oralis, 8,1%
como S. mutans, 7,0% como S. gordonii e 7%
como outros estreptococos (FIG. 1). Exceto
pela ausência de S. mitis, os resultados acima
correlacionam-se com aqueles relatados por
Nyvad e Kilian (1987), os quais mostraram que
S. oralis (previamente S. mitior), S. sanguis e S.

mitis são predominantes entre as bactérias que
colonizam as superfícies limpas dos dentes, ini-
ciando, desse modo, a formação da placa den-
tal. Alguns autores referem-se às dificuldades
enfrentadas para caracterização bacteriológica
apropriada do S. mitis. Outrossim, o fato de
não encontrarmos essa espécie de estreptococo
nos nossos experimentos pode ser atribuído à
ausência desse microrganismo como coloniza-
dor primário, o que se justifica pela falta das
enzimas neuraminidase e proteases específicas
contra o sistema imune do hospedeiro, ou às
próprias deficiências do sistema empregado para
caracterização desse estreptococo.

FIGURA 1– Microbiota estreptocócica associada com a

formação inicial da placa dental

Nas culturas isoladas na 5a velocidade de
agitação, as quais representam a população
bacteriana que está mais intimamente associada
com a superfície do dente e, conseqüentemente,
relacionada com a aderência inicial e coloniza-
ção, observa-se que há diferenças entre as espé-
cies de estreptococos presentes nos experimen-
tos in vivo e in vitro (FIG. 2 e 3). No experimen-
to in vitro (FIG. 2), registrou-se a presença de
apenas S. oralis (66,7%) e S. sanguis (33,3%),
enquanto,  no experimento in vivo (FIG. 3), a

Experimento de adesão

Um mililitro de cada inóculo foi coloca-
do em tubos de 20 x 200 mm, com tampas de
rosca, contendo 2,0 mililitros de água peptona-
da a 0,1%. Em seguida, uma UD estéril previa-
mente coberta com líquido bucal estéril, para
cada experimento, foi cuidadosa e asseptica-
mente colocada no tubo citado acima, onde
permaneceu por 4 horas a 37°C. Após esse pe-
ríodo, a unidade foi assepticamente transferida
para um tubo contendo a solução SD e subme-
tida à agitação de acordo com a citada prepara-
ção das amostras para os experimentos in vivo e
in vitro. Alíquotas das suspensões foram retira-
das após as unidades serem agitadas nas duas
últimas velocidades, quando, então, foram
semeadas por disseminação em placas conten-
do ágar mitis-salivarius (Difco) com auxílio de
uma alça de Drigalsky. As placas foram incuba-
das em atmosfera anaeróbia a 37°C por 48 ho-
ras. Um organismo era considerado capaz de
aderir à UD quando permanecia na mesma após
ser submetido à 4a velocidade de agitação.

Resultados e discussão

A etiologia da placa dental ou biofilme
oral é multifatorial. Existe, no entanto, uma
variedade de microrganismos, principalmente
estreptococos, que tem sido consistentemente
associada com a aderência inicial às superfícies
dos dentes, e seu papel etiológico é indiscutível
(DAVEY; OTOOLE, 2000). Análises de regis-
tros bacteriológicos durante os últimos anos
mostram que os estreptococos respondem por
mais de 80% da microbiota inicial das superfí-
cies dos dentes (FRANDSEN; PEDRAZZOLI;
KILIAN, 1991; PEARCE et al., 1995; SMITH
et al., 1993;  TAPPUNI; CHALLACOMBE,
1993). No Brasil, existem, no entanto, poucos
dados disponíveis em relação às espécies de
estreptococos que estão associadas com a for-
mação inicial da placa dental, o que limita nos-
sa capacidade para compreender este fenôme-
no, fundamentais para encontrar novas alterna-
tivas de controle e profilaxia da placa dental.

S. oralis

S. sanguis

S. mutans

S. gordonni

Outros

8% 7% 7%

41%
37%
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microbiota estreptocócica foi mais variada, sen-
do o S. sanguis (56,5%) predominante, seguido
do S. oralis (21,7%), do S. mutans (15,2%) e de
outros estreptococos (6,5%). A presença de S.

mutans em percentual relativamente alto nos ex-
perimentos in vivo pode se justificar por se tratar
de placas maduras obtidas de pacientes adultos
e, de modo geral, com deficiente higiene oral.

Verifica-se, também, que há variações
quanto às espécies de estreptococos predomi-
nantes no experimento in vitro, ao analisarmos
os isolados obtidos na 4a velocidade de agita-
ção. Nessa velocidade de agitação, a microbiota
estreptocócica constituíu-se de 54,6% de S.

sanguis e 27,3% de S. oralis. Por sua vez, os
percentuais de S. oralis aumentaram para 66,7%
e aqueles obtidos para o S. sanguis diminuíram
para 33,3% na 5a velocidade de agitação (FIG.
2). Os  resultados finais estão de acordo com
aqueles relatados por Marshall (1992).

Ao serem examinados os dados dos experi-
mentos efetuados in vivo, verificou-se que há uma
certa discrepância em relação à microbiota
estreptocócica encontrada na 4a velocidade de agi-
tação quando comparada com aquela detectada
na 5a velocidade de agitação (FIG. 3). Quantita-
tivamente, os estreptococos que predominaram
no experimento in vivo na última velocidade de
agitação foram S. sanguis (56,5%) e S. oralis (21,7%),
conforme a FIG. 3. Talvez a explicação para esses
resultados esteja relacionada com o pH da placa,
possivelmente mais ácido, graças à presença de S.

mutans. Dessa forma, as cepas de S. oralis e S. sanguis

isoladas podem não corresponder àquelas envol-
vidas com a aderência direta às superfícies dos
dentes, mais suscetível a pH ácido (BOWDEN;
HAMILTON, 1987). Nesse sentido, os estrepto-
cocos isolados da placa mais madura (in vivo) po-
dem refletir subpopulações de S. sanguis que ain-
da suportam valores de pH mais ácido e viriam de
camadas sobrepostas à camada iniciadora da pla-
ca dental. Por outro lado, os S. oralis e S. sanguis

oriundos do experimento in vitro provieram de
placas com 48 horas de incubação, diferentemen-
te dos estreptococos isolados da placa in vivo.
Mesmo assim, novos experimentos devem ser
efetuados, especialmente aqueles baseados em
análise genética, com maior poder de discrimina-
ção, para permitir determinar e identificar os
genótipos e a origem dos mesmos.

FIGURA 2 – Ocorrência percentual de estreptococos orais em

modelo experimental

As contagens dos estreptococos que pre-
dominaram nos dois experimentos após a 5a

velocidade de agitação situaram-se em níveis de
1,0 x 103 UFC de S. oralis/UD no experimento
in vitro e 1,3 x 102 UFC de S. sanguis/CUD no
experimento in vivo.

Conforme análise dos resultados obtidos,
percebe-se que existe uma progressão ordenada
no crescimento da placa dentária com alterações
nas proporções relativas das diferentes populações
microbianas, graças, provavelmente, às diversas
afinidades das diferentes bactérias às alterações
dinâmicas da superfície da placa. Outros fatores
da placa, como o pH, nutrientes disponíveis e
potencial de oxidação e redução irão também
contribuir para o fenômeno da sucessão bacteriana
(DAVEY; OTOOLE, 2000). A propósito, os mi-
crorganismos placogênicos, isto é, aqueles que ade-
rem inicialmente à PA, são inibidos quando o
pH encontra-se baixo, enquanto as bactérias cario-
gênicas, tais como representantes do grupo mutans

e lactobacilos, são estimulados a crescer
(BOWDEN; HAMILTON, 1987).
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FIGURA 3 – Ocorrência percentual de estreptococos orais

em placa dental formada naturalmente

Identificação e classificação dos estreptococos
isolados

Estes resultados, registrados na FIG. 1,
estão de acordo com aqueles relatados no Ma-

nual de Bergey. Entretanto, convém destacar
que muitos estreptococos isolados das diversas
amostras examinadas apresentaram muitas
variações em seus caracteres bioquímicos e, por
esse motivo, o novo esquema para identifica-
ção de estreptococos orais proposto por
Tappuni e Challacombe (1993) precisa ser
reavaliado. Uma parcela significativa dos
estreptococos identificados como “outros” es-
tavam relacionados ao S. gordonii, que se encon-
travam preferentemente nas amostras submeti-
das à 4a  velocidade de agitação, os quais tam-
bém poderiam ser categorizados como coloniza-
dores primários da superfície dos dentes, confor-
me descrevem Kolenbrander et al. (1998) e
Kolenbrander e London (1992),  juntamente com
os S. oralis e S. sanguis.

Indução da adesão in vitro pelos estreptococos
isolados

Das sete culturas testadas, apenas uma de S.

oralis e uma de S. sanguis apresentaram aderência à
superfície dentária (QUADRO 1). É importante
salientar que estas culturas originaram-se do expe-
rimento de formação de placa in vitro. Outros-
sim, convém relatar que a espécie de Streptococcus

similar ao S. gordonii e outra de S. oralis dos experi-
mentos in vitro e uma de S. mutans do experimen-
to in vivo não aderiram à superfície do dente. Des-
se modo, é possível que grande parte dos
estreptococos isolados da placa in vivo e uns pou-
cos da placa in vitro possa não corresponder aos
colonizadores primários, visto que não apresenta-

ram propriedades de adesão in vitro. Mais uma
vez, justificam-se novos experimentos para verifi-
car se outras propriedades importantes de adesão
ou virulência estão presentes nesses estreptococos
e também para estudar fatores relativos ao
microambiente do biofilme oral que porventura
influencie esse fenômeno.

QUADRO 1

Indução experimental de adesão de estreptococos orais à
superfície dentária

Cepas No de cepas Origem Adesão

S. oralis 2 in vitro +

in vivo –
S. sanguis 2 in vitro +

in vivo –
S. gordonii 1 in vitro –
S. mutans 1 in vivo –
Streptococcus spp. 1 in vivo –

Por outro lado, o sucesso do estabelecimen-
to dos estreptococos orais não pode ser explicado
somente por suas propriedades de aderência, mas
também por sua capacidade de escapar dos me-
canismos locais de defesa (COLE et al., 1999).
A defesa imunológica específica é efetuada pri-
mariamente por imunoglobulina A secretória (S-
IgA), cujas funções incluem a manutenção da
integridade das superfícies orais, limitando a
aderência microbiana às superfícies epitelial e dos
dentes (COLE et al., 1999) através da neutra-
lização de enzimas, toxinas e vírus, ou atuando
sinergicamente com outros fatores antibacterianos,
tais como lisozima, lactoferrina, peroxidases e
mucinas salivares (MARCOTTE; LAVOIE, 1998,
GIBBONS; van HOUTE, 1975; KILIAN et al.,
1996; KILLIAN; MESTECKY; RUSSEL, 1988),
bem como impedindo a penetração de antígenos
na mucosa oral. No entanto, apesar da presença
do sistema imune secretor e altos níveis de S-IgA
na saliva, a microbiota residente ainda persiste
na cavidade oral (MARCOTTE; LAVOIE,
1998). Muitas bactérias da boca, incluindo-se S.

sanguis e S. oralis, como também espécies de
Bacteroides e Capnocytophaga produzem proteases,
possivelmente como fatores de virulência, pois
degradam as móleculas de IgA (REINHOLDT
et al., 1990). Adicionalmente à liberação de
proteases contra IgA, todos os estreptococos pre-
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dominantes no início da formação da PD pro-
duzem glicosidases extracelulares capazes de de-
gradar a fração polissacarídica das moléculas de
IgA1, destruindo algumas das funções antibacte-
rianas dessa imunoglobulina (REINHOLDT et
al., 1990). Atividades de protease e glicosidase
relatadas acima não foram observadas em ne-
nhuma das cepas de S. mutans, S. anginosus, S.

salivarius e S. gordonii estudadas por aqueles au-
tores.

Conclusões

Apesar de os resultados de vários estudos
indicarem que a placa formada sobre superfícies
naturais e artificiais não difere, de modo significa-
tivo, em estrutura e em sua microbiota
(MARCOTTE; LAVOIE, 1998), indicando, pelo
menos, que alguns dos principais mecanismos en-
volvidos na formação da placa não estão relacio-
nados à natureza da superfície sólida a ser coloni-
zada, existem, entretanto, pequenas, mas signifi-
cativas, diferenças na composição química da pri-
meira camada de material orgânico formada so-
bre as superfícies artificiais quando comparadas
àquela formada sobre as superfícies de dentes na-
turais. Esta informação foi de grande importân-
cia no momento do desenvolvimento do mode-
lo de reprodução experimental da placa

(ALMEIDA et al., 1995, 1996), pois acreditamos
que a película adquirida formada sobre as superfí-
cies dentárias desempenhe um papel ativo na ade-
rência seletiva de bactérias a estas superfícies. Pos-
sivelmente, esse fato, de certo modo, explica os
resultados das análises microbiológicas obtidos
nas placas estudadas no seu estado natural e expe-
rimentalmente. Além disso, tendo em vista a di-
versidade da microbiota estreptocócica encontra-
da nos biofilmes orais analisados, são necessários
estudos mais profundos em relação a potencial
de adesão, estruturas envolvidas, metabolismo e
mecanismos de interação existentes entre elas e,
em particular, às bactérias cariogênicas, para com-
preender melhor esse fenômeno, no sentido de
desenvolver novas estratégias para o controle e a
profilaxia da cárie e de doenças periodontais.
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Abstract

The identification and quantification of early streptococci that colonize the tooth surfaces in the complex biofilm of dental plaque, as well as the clear

understanding of the functional relationship between them and other members are required before we can fully appreciate and possibly manage the

processes that this initial community performs. Bacterial plaques were aseptically removed from teeth of healthy persons and experimentally

inoculated onto sterilized dental units previously covered with sterile oral fluid. The inoculated dental unity (DU) was incubated at 37°C  in a

wet chamber. After the plaque formation, the DU was put in a solution (Detachment Plaque Solution -DPS) with 0.1% peptone water,  0.1% of

Tween 80, and 0.5% calcinated sand (p/v). Then DU was submitted, successive and progressively, to five speed agitation levels. Aliquots of these

solutions were collected and diluted in sterile phosphate buffer saline solution (PBS) immediately after each agitation.. In the period  between each

agitation the DU was softly washed in sterile PBS then inoculated in a new DPS solution. “In vivo” experiments were also performed using recently

extracted teeth by using the same technique. Aliquots of dilutions were plated on the surface of appropriated  media  and spread by a sterile bent-

glass rod. Inoculated plates were incubated at 37°C in anaerobic atmosphere. Plates were examined  for 48 hours when the total and differential

colonies were counted. Each colonial type was subcultured and submitted to  the standard bacterial identification. A total of 86 Streptococcus
cultures were studied. From these, 40.7 % were identified as S. sanguis, 37.2 % as S. oralis, 8.1% as S. mutans, 7.0% as S. gordonii, and 7.0%

as other Streptococci. Analysis of the cultures isolated from the last speed agitation level showed that in the in vitro experiments only S. oralis
(66.7%) and S. sanguis (33.3%) were present. In the “in vivo” experiments S. sanguis (56.5%) predominated, followed by S. oralis (21.7%),

S. mutans (15.2%) and other streptococci (6.5%). The experiments performed to verify the ability of adhesion of seven cultures of isolated

streptococci showed that only one strain of S. oralis and one strain of S. sanguis attached to the tooth surfaces.
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