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ANALISE DA MICROBIOTA DE FISSURAS DE DENTES

MOLARES

E ,PREMOLARES HiGIDOS DE HUMANOS

(Estudo quantitativo)

SINOPSE

De 5 pacientes portadores de den-
tes pré-molares e molares higidos,
apés 24 horas sem higiene oral, foi
recolhido material depositado sobre
suas fissuras apés revelado com ver-
melho de eritrosina 0,25%, para ani-
lise dos grupos de microrganismos
presentes. O material foi cultivado
em agar sangue, para a andlise dos
vidveis, ¢ em agar Veillonella, agar
SL, TSA e meio de McCarthy para
o estudo de Veillonella, Lactobacil-
lus, germes sintetizadores de amilo-
pectina ¢ Fusobacterium, respectiva-
mente.

0s resultados mostraram os cocos
Gram-positivos perfazendo 58%, os
ecocos Gram-negativos 32% e os ba-
ciles Gram-positivos 10% dos miero-
erganismos vidveis, Bacilos Gram-
megativos, nio foram encontrados,

INTRODUCAO

A cavidade oral alberga uma mi-
croflora variada e extremamente nu-
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merosa. Andlises gquantitativas de
material colhido de diferentes nichos
tém permitido definir a composicio
da microbiota da placa dental de su-
perficies lisas (Gibbons et alii,8 1964;
Schneider Santos et alii,17 1969), do
sulco gengival em condi¢cbGes normais
(Gibbons et alii,” 1963; Araijo e Mac
Donald,! 1964) e com doenga perio-
dontal (Gibbons et alii, 7 1963) e do
dorso da lingua (Krasse1! 1954;
Gordon e Gibbons,? 1966).

As pesquisas tém sido realizadas
visando: 1¢ determinar as microbio-
tas proprias de cada nicho; 2° pos-
siveis alteracées quantitativas em di-
ferentes condi¢des experimentais; 3¢
qual a participa¢io dos diversos tipos
bacterianos na etiologia da cariz den.
tal e da doenca periodontal.

Sobre o dente, as bactérias colo-
nizam nas superificies lisas, peia de-
posicio de um polissacarideo com
propriedade de adesio — o dextrano
— produzido, principalmente, por um
grupo de estreptococos.
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A formagdo desta placa dental é
o passo inicial para a ocorréncia de
caries de superficies lisas e da doen-
¢a periodontal de natureza inflama-
téria.

A microbiota das fissuras das faces
oclusais de molares e pré-molares
ainda néo foi analisada quanto & sua
composicio. Em animais foi sugeri-
do (Larson et alii, 12,13 14 1965,
1967) que as bactérias associadas 3
carie de fissuras sdo componentes
normais da microbiota destes ani-
mais.

Keyes,10 (1968), em uma revisio
sobre carie dental, enumera uma sé-
rie de perguntas a serem respondi-
das para a consecucdo de melhores
programas de prevencdao de carie e,
a primeira questio que formula é:
«Quais os tipos de microrganismos
que se acumulam nas fissuras oclu-
sais?»

No presente trabalho, foi feita uma
andlise quantitativa da ocorréncia
dos grupos microbianos nas fissuras
de dentes de humanos, em uma ten-
tativa de colaborar para a resposta a
esta pergunta.

MATERIAL E METODOS

Alguns individuos com denticdo
permanente e possuindo molares e
premolares higidos, foram seleciona-
dos para a coleta de material sobre
as fissuras destes dentes.
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Apo6s um periodo de 24 horas sem
qualquer espécie de higiene oral, es-
tes indiyiduos fizeram um bochecho
com revelador. A substincia revelado-
ra usada foi o Vermelho de Eritrosi-
na a 0,25% e os bochechos duraram,
aproximadamente, 30 segundos.

Depois de um novo bochecho com
agua, o material depositado em fis-
suras, entdo revelado, foi colhido
com o auxilio de uma sonda explo-
radora.

O material foi colocado em papel
aluminio previamente tarado e este-
rilizado, e apds pesado, colocado em
homogenizador contendo diluente,
mantendo-se a propor¢cio de 1 mg
para 10 ml do diluente (diluigdo
10—4/8). A dispersio foi realizada
em homogenizador de tecidos com o
diluente salina fisiologica, seguida de
varias diluicdes decimais e homoge-
nizacdo em agitador magnético *, por
1 minuto, até diluicio 10—9/8.

A semeadura de 0,1 ml das dilui-
cbes 10—7, 10—8 e 10—° do material,
em placas de aar sangue, forneceu
o nUmero total de microrganismos
vidveis.

O ntmero de Veillonella foi deter-
minado pela inocula¢ido em profundi-
dade, de 0,1 ml das diluicGes 104,
10—5 e 10—6, em placas de agar
veillonella contendo 7,5 ug/ml de
vancomicina.
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Em agar sangue adicionado de
vancomicina (7,5 ug/ml) e estrepto-
micina (20 ug/ml),’ foi isolado Fuso-
bacterium, identificando-se suas co-
16nias como circulares, convexas e
iridiscentes ao microsc6pio esterens-
copico (aumento de 150x) téndo um
facho de luz incidindo sobre as co-
I6nias.

Lactobacillus foram pesquisados
pela semeadura do material, em pro-
fundidade, em meio SL (Rogosa SL)
que é seletivo. As placas foram in-
cubadas & temperatura de 37°C, por
3 dias.

As bactérias sintetizadoras de a-
milopectina (SAP) foram estabeleci-
das por contagens de placas de TSA
(trypticase soy agar), semeadas em
superficie. O meio continha glicose
a 39%. As coldénias contadas foram
identificadas por uma coloracio ne-
gra quando banhadas com uma solu-
cdo de lugol.

Os microrganismos anaerobios fo-
ram incubados & 37°C, em jarras do
tipo F. 0. P. A. (Louro et aliil5
1965), com 95% de nitrogénio e 5%
de Gas Carbdnico, por 4 dias.

A enumeracgio das coldnias foi fei-

" identificado pelo revelador,
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ta com contador de colénias do tipo
Hellige.

As placas de agar sangue foram e-
xaminadas com auxilio de microscé-
pio estereoscépico, estudando-se os
aspectos morfolégicos das coldnias
l¢ caracteristicas diferentes e feitos
esfregacos para posterior coloragio
e observacéo.

CESULTADOS E DISCUSSAQ

O material coletado foi facilmente
verme-
lho de eritrosina, o qual ndo deve
ter provocado alteracdo nenhuma so-
bre a viabilidade da microbiota con-
forme o trabalho de Oppermann et
alii,16 (No Prelo) — 1972.

Os meios de cultura utilizados pa-
va a presente anilise sdo plenamen-
te justificados por trabalhos anterio-
res como os de Aratjo et alii,2 (1966)
e Schneider et alii,17 (1969).

A contagem total de microrganis-
mos viaveis (anaerébios estritos e fa-
cultativos) e a dos grupos microbia-
nos especificos, estd expressa na ta-
bela 1.
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TABELA 1

DETERMINACAO DO NUMERO TOTAL DE MICRORGANISMOS VIAVEIS
E A OCORRENCIA DE GRUPOS MICROBIANOS ESPECiFICOS DO
MATERIAL DEPOSITADO EM FISSURAS DENTAIS DE HUMANOS

Microrganismo ] n°® de pacientes ] n°® msdio de micror-
, examinados | ganismos

Streptococcus 5 l 320 x 108

Veillonella 5 ‘ 124 x 108

S. A. P. (§) 5 ] 31 x 108

Fusobacterium 2 1 x 108

Lactobacillus 5 ZEero

(§) Microrganismos Sintetizadores de Amilopectina.

Com base na contagem especifica
e na sua distribuicio percentual, co-
mo se deduz das tabelas 1 e 3, nes-
te trabalho os resultados asseme-
lham-se a distribuicdo de grupos mi-
crobianos de placa dental de super-
ficies lisas, de acordo com os dados
de Stralfors (1950) e outros autores
(Burnett e Scherp,’ 1968), que esta-

heleceram 97% ccmo sendo cocos ¢

dentre estes, 70% de estrep‘cueucos.
Encontramos os cocos perfazendo
919, e 589, destes, os estreptococos.
A predomindncia de estreptococos
foi seguida da ocorréncia de Veillo-
nella, fato verficado também por
Schneider et alii,!7 (1969), quando
examinaram placa dental de 21 pa
cientes.

TABELA 2

DISTRIBUICAO PERCENTUAL DA FLORA NORMAL ISOLADA DO DEPO6-
SITO EM FISSURAS DE TRES PACIENTES COM DENTICAO PERMANENTE

Tipos de Microrganismos

Gram-positivos (%)

Gram-negativos (%)

Cocos (%) Bacilos (%)

68 32

91 9
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A Tabela 2 mostra que no mate-
rial depositado em ' fissuras houve
predominancia de cocos sobre os ba-
cilos e, dos microrgénismos igolados,
observou-se predominio dos Gram-
positivos sobre os Gram-negativos.

Em relagio as Veillonellae, sua
presenca foi de cerca de 1/3 dos es-
treptococos encontrados na placa
dental. De acordo com Burnett e
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Scherp, (1968) Veillonellae na hoca
compreendem de 1/4 a 1/2 dos es-
treptococos facultativos vidveis. Sen-
do a lingua e a placa dental, prova-
velmente, os principais hahitats des-
tes microrganismos, € razs,avei s re-
sultado encontrado, guardadas as
propor¢des de miccorganismos da
placa dental para o total viavel da
cavidade oral.

TABELA 3

DISTRIBUICAO PERCENTUAL DOS GRUPOS MICROBIANOS PREDOMI-
NANTES NO MATERIAL DEPOSITADO EM FISSURAS DE 3 PACIENTES

Grupo Microbiano N° de colonias Yo
Cocos Gram-positivos 36 58
Cocos Gram-negativos 20 32
Bacilos Gram-positivos 6 10
Bacilos Gram-negativos — —

A tabela 3 mostra o numero e a
percentagem  de microrganismos
mais frequentes no material estuda-
do. Observamos que houve predomi-
nio de Cocos Gram-positivos sobre
Gram-negativos e que nédo houve
crescimento de gacilos Gram-negati-
¥OS.

Os lactchacilos ndo fora.a encon-
trados em tiennum dos pacienies. Es-
ta auséncia poderia ser uma conse-
quéncia 16gica do tipo de material e
do local onde foi coletado, pois, co-
mo foram feitos raspados de dentes
higidos, das zonas das fissuras e néo

havendo lesdo visivel de céries nes-
tas areas, e ainda, sendo os lactoba-
cilos relacionados com atividade ca-
riosa, o mais provavel seria o resul-
tado encontrado. Estes concordaram
com as observacdes de Gibbons et
alii,8 (1964), que nfo encontraram
lactobacilos na placa dental de cin-
co pacientes examinados. Concorda-
ram também com os resultados de
Barbosa e Aratijo,3 (1968) que pro-
curando determinar o nicho de lac-
tobacilos na boca, estudaram placa
dental depositada sobre superficies
nio cariadas de 21 pacientes, rela-
tando que apenas um caso apresen-
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tou lactobacilgs, embora o microrga-
nismo fosse iseolado da saliva e da
lingua de 18 dos pacientes examina-
dos.

Os bacilos Gram-positivos, confor-
me a tabela 3, aparecem em nivel
abaixo do encontrado em placas de
superfic'es lisas, '(G'ibbons et alii8,
1964) enquanto que os Gram-negati-
vos, ndo foram registrados, o que nos
parece também ser aceitavel, pois es-
tes nfo sdo frequentes em placas
dento-gengivais (Burnett e Scherp,b®
1968).

Fato que nos chamcu & atencdo
(tabela 1), foi a ba.xa contagem de
germes SAP (sintetizadores de ami-
lopectina), que por exemplo, em re-
lacdo aos estreptococos, atingiram
perto de 10%, o que é muito pouco
face aos dados encontrados por Gib-
bons e Socransky,’ (1962), Berman e
Gibbons,t (1966) e Tovo,18 (1967) que
demonstraram possuirv a placa, altas
contagens destes microrganismos.
Isto pode ser especulado como sen-
do proveniente de fatores como o lo-
cal do material coletado, da ausén-
cia de 4reas cariadas nestes locais
e ainda por examinarmos um nitme-
ro restrito de casos. ‘

Deve ser salientado, entretanto,
que este trabalho ora apresentado,
foi prejudicado devido a grande di-
ficuldade que encontramos em sele-
cionar pacientes que tivessem pré-
moldares e molares higidos. Dos cin-
co pacientes examinados, apenas de
trés foram pescadas colonias de ca-

racteristicas morfolégicas diferentes
nas placas de agar sangue semeadas
com 0,1 ml das diluigbes mais ele-
vadas do material, com o objetivo de
se conhecer os grupos microbianos
predominantes. £ possivel, pois, que
se estudando malor nimero de casos
apareccm diferencas mais acentua-
das para o distribuicdo dos grupos
microb.cn1os mais frequentes no ma-
terial dcpesitado em fissuras. Talvez
a’ poreentagem de microrganismos
por nds encontrada, seja art’ficial e
decorrente da analise de apenas cin-
co individuos. No entanto, as dificul-
dades cncontradas na selecdo de pa-
cientes justificam o numero reduzido
de cescs apresentados.

SYNOPSYS

To analyze the groups of micror-
ganisms present on fissures of ca-
ries free molars of 5 patients after

"24h with no oral hygiene, it was col-

lecied the material deposited on its
fissures after using erithrosin 0,25%
as a disclosing agent. The material
was cultivated in blood agar, for a-
nalysys of viable microrganisms, and
in Veillonella agar, SL agar, TSA
and McCarthy medium. for the study
respectevelly of Veillonella, Lactoba-
cillus, iodophilic polysaccharides mi-
crorganisms and Fusobacterinm.

The results of the viable micror-
ganisms showed 58% of Gram posi-
tive coceus, 329, of Gram negative
coccus, 10% of Gram positive rods.
It was not found Gram negative rods.
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