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ESPIROQUETAS DA BOCA

Djalma de Oliveira Belli

Instrutor de Ensino de Clinica Odontolégica 2% Cadeira.

SINOPSE:

Revisio bibliogrifica sébre «espi-
roquetas da bocay, desde o inicio dos
estudos déstes microorganismos até o
estado atual dos conhecimentos. Es-
tudo de algumas técnicas de cultivo
¢ descriciio da experiéncia pessoal
em cultive de material retirado de
bolsas gengivais,

INTRODUCAO

A Bobca é o principal habitat de
espiroquetas e, c¢mbora, segundo
KLEIN (1), ndo haja até o presente
nenhuma provzi clinica nem experi-
mental de que as espiroquetas sdzi-
nhag possam causar doencas na ca-
vidade pral humana, um estudo dés-
tes microrganismos se impde, por-
quanto em muitas moléstias paro-
dontais, da mucosa oral, do faringe,
das amigdalas, da lingua ou dos
seios maxilares se encontram estas

formas espiraladas em associagio

com outros microrganismos, tais co-

Trabatho elaborado quando do Estdgio
¢&o do Prof. Paulo Louro Filho.

mo bacilos, vibrides e coCOS. O me-
lhor exemplo de associagiio micro-
biana, em que as -espiroquetas ocu-
pam posicio de destaque, é a asso-
ciaciio fuso-espirilar ou, melhor de-
nominada, fuso-espiroquética, que
tem sido responsabilizada como .‘a-
gente causante da «doenca de Vm.-
centy, que inclui gengivite, estomatl-
te e angina.

APPLETON (2) afirma que «por
causa das dificuldades técnicas e{n
isolar éstes organismos ¢ em fazé-
los crescer em cultura pura, existe
grande incertéza acérca de problt?—
mas como: (1) Quantas espécies di-
ferentes existem? (2) quais sio suas
relacbes taxondmicas e (3) sua pa-
togenicidade?»

O proprio reconhecimento morfo-
l6gico e diferenciagio entre 08 dife~
rentes géneros e espécies se torna
impossivel em esfregagos corados,
sendo dificultoso, embora factivel, na
observaciio das formas vivas, com &
téenica da iluminagio em campo es-
curo.

Propusémo-nos um trabalho de

na Cadeira de Microbiologia, sob . a orienta-
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pesquisa sObre as espécies espiro-
quéticas encontradas na boca, divi-
dindo o nosso trabalho nas seguintes
partes:

1) Histérico

2) DEstado atual do conhecimento

3) Técnicas de cultivo preconiza~
das

4) Nossa experiéneia pessoal em
cultivo, ‘

HISTORICO

Grande tem sido a confusio em
torno destag formas microbianas es-
biraladas. APPLETON (2) diz que
a majoria da literatura nio tem va-
lor e serve apenas para confundir.

O primeiro a obgervar espiroquetas
bucais foi Anténio van Leeuvenhoek,
em tartaro retirado de seus proprios
dentes (3),

Em 1875 Cohn encontrou espiro-
quetas nos depdsitos mucoides dos
dentes e dois anos mais tarde tam-
bém Koch observava éstes microor-
ganismos, como habitantes constan-
tes da cavidade bucal humana. Afir-
mava ainda Koch, segundo APPLE-
TON (2) serem formas semelhantes
as dog organismos da febre recur-
rente e que eram muito variiveis em
comprimento e espessura. Trevisan
incluiu  ag formas descritas por
Koch e Cohn numa espécie Unica, a
qge denominou de «Spirochaeta coh-
niiy.,

Pouco tempo mais tarde, ji se re-
conheciam duas espécies diferentes,
uma maior e outra menor, gue to-
maram os nomes respectivos de «Spi-
rochaeta buccalisy e de «Spirochaeta

"BSTADO ATUAL

dentium ou denticolay. MILLER, em
1890 (4) descreve com detalhes uma
forma de espirochaeta («S. dentium
ou denticola), embora reconheca a
existéncia das duas espécies.

Posteriormente, von Prowazek a-
plicou 0 nome de «Spirochaeta mey-
dia» a uma forma intermediiria des-
crita por Hofmann. Temos assim
trés espécies diferentes: uma forma
grande, uma pequena e uma média.

Hartman e Muehlens reconheceram
4 espiroquetas bucais, a saber: S.
buccalis, S. media, S. dentium e 8,
vincentii, embora Muehlens nio es-
tivesse  plenamente convencido de
que o ultimo fosse um microrganis-
mo diferente da 8. media ou da S.
buccalis.

Outros autores descreveram outros
tipos e fizeram classificacdes diver-
sas, que s6 vieram trazer mais con-
fusio ao assunto. Em 1918 Noguchi
apresentou uma classificacflo, ji su-
perada, mas que serve de base para
as atuais.

DOS CONHECI-
MENTOS

Os microrganismos de forma espi-
ralada estdo, de acOrdo com o Ma-
nual de BERGEY (5) enquadrados
dentro de duas Ordens distintas: Bu-
bacteriales e Spirochaetales. A pri-
meira Ordem apresenta 13 Familias,
Na Familia II, Pseudomonadaceae,

. T'ribo II, Spirilleae encontramos os

microrganismos que se descrevem
como <«células mais ou menos en-

curvadas espiralmentey. Essa Tribo,
por sua vez, conta com 6 Géneros,
08 quatro primeiros englobando os
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Vibrides, ou sejam, secg¢bes de espi-
ra e os dois ultimos contendo as for-
mas em espiral propriamente dita:
sio os chamados Espirilos.

Os dois Génerog de Espirilos sfo
Thiogpira e Spirillam. O Género Spi-
rillum possui uma espécie bucal, o
Spirillum sputigenum. Sdo as se-
guintes, resumidamente, as caracte-
risticas gerais do Género:

Torma: Espiral rigida, com cilios em
uma ou em ambas as extremida-
des.

Respiraciio: Aerébios, com poucas
excecdes, sendo uma delas a es-
pécie bucal, que é anaerdbia.

Coloraciio: Gram-negativos.

Patogenicidade: A maioria € saprofi-
ta, sendo poucas espécies pato-
génicas.

Dimensides: Comprimento que varia

de 1 a 50 micra.

Espécie habitante da Cavidade Bu-
cal: SPIRILLUM SPUTIGENUM.

I’ um microrganismo anaerdbio,
que tem sido confundido por muitos
com o vibrido colérico, por suas si-
militudes morfoldogicas e tintoriais e
ainda com a espiroqueta de Vincent e
com o bacilo fusiforme. Tem a for-
ma de virgula, com 0,1 a 0,3 de mi-
cro de espessura por 1 a 2,6 micra;
apresentam-se agrupados, formando
um S ou um V; locomovem-se ativa-
mente com movimentos vibrionifor-
mes ou em espiral; sio Gram-negati-
vos como as demais espécies do Gé-
nero; tém um ou dois cilios, que e-
mergem do lado cdnecavo, podendo as
vézes apresentar variosg cilios muito
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finos; nio se desenvolvem em meio
de cultivo comum e nos especiais 0
fazem com dificuldade, razfio Dela
qual seu estudo tem sido feito de
forma incompleta. DERUBE Y MAR-
TINEZ (6) conseguiram cultiva-los
em meios de gelose-séro e gelose-
placenta.

ORDEM Sl’IROCH_AE’l‘ALES

A maioria dos microorganismos €s-
piralados, as verdadeiras ESPIRO-
QUETAS (do grego Speira = espira
e Chaita = cabelo), pertence a esta
Ordem. Descreveremos, portanto, 08
caracteres gerais das diversas espé-
cies nela clasificadas:

Forma: Espiral ou ondulada

Tamanhe: Varidvel de 3 até 500 mi-
cra de comprimento.
Estrutura: Corpo flexivel e contra-
til. Auséneia de nticleo demons-
travel até o presente. Existe um fi-
lamento axial, & guisa de mola, em
torno do qual se dispde o protoplaf"-
ma contratil. Afirma-se a existéncia
de u'a membrana protoplasmatica.
Ao microscopio eletrénico nota-se a
presenca de granulos, que parecenmnl
estar relacionados com a reprodugio,
pois éstes granulos sfo filtraveis, a-
través de filtros de porcelana ou dia-
tomita e o material filtrado repro-
duz espiroquetas, mediante cultivo. 0
microscépio eletronico, todavia, nio
confirmou a presenca de filamento
axial, nem da membrana protoplas-
madtica; acusou, entretanto a presen-
ca de flagelos, estrutura anterior-
mente negada.
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Locomocio: Todas as espéeies sio

moveis, & custa de contracdes do
proprio corpo celular. Nio se sabe
se os cilios ou flagelos observados
a0 microscépio eletrénico estio rela-
cionados com a motilidade.

Reproduciios A multiplicacio se faz
por divisdo transversa, embora
NOGUCHI (7) haja observado fissu-
racio longitudinal em cultivos de
algumas formas de Treponema.

Coloraciio: Método de Burri, impreg-

naciio argéntica ou pela técnica
de Giemsa. As téenicas usuais ndo
08 coram bem, com excecio de um
Género (Borrelia) que recebe bem
0s corantes comuns de anilina. Tra-
tados pelo Gram, sfo negativos. A
melhorv maneira de observi-los, en-
tretanto, & através da iluminagio
em campo escuro.

Cultivo: S0 muito exigentes com

respeito & nutricio. HA& varios
meios seletivos, todos éles baseados
em igar mais liquidos orginicos, co-
mo sbro, liquido ascitico, sangue des-
fibrinado, infusio de -coracdo, ete.,
acrescentando-se, para a obtencéo
de culturag puras, tecido fresco de
rim, figado ou testiculo de animais,
embora a adigiio déstes tecidos nio
seja um requisito indispensavel pa-
ra tbdas as amostras de espiroque-
tas. Exigem-se condi¢bes de perfei-
ta anaerobiose.

Respiracio: Bm geral anaerébios,
com poucas exce¢des, como algu-
mas espécies do Género Leptospira.

A Ordem Spirochaectales conta com
duas grandes Familiag: Familia T —
SPIROCHAETACEAE, que inclui as
formas maiores, de vida saprofitica,
encontradas em lodacgais e dguas es-
tagnadas e de nenhum interésse mé-
dico e a Familia II é— TREPONE-
MATACEAE, que possui trés Géne-
ros, todos englobando espécies alta-
mente patogénicas. Sio formas me-
nores, geralmente parasitas no ho-
mem ¢ em animais. Dentro déstes
trés Géneros, que sido BORRELIA,
TREPONEMA e LEPTOSPIRA, ¢
que vamos encontrar as espécies bu-
cais. DEstudaremos, porisso, o0s ca-
racteres gerais de cada um dos Gé-

. neros € as espécies bucais neles con-

tidas.

Género I — BORRELIA: As espé-
cies déste Género medem de 8 a 16
micra de comprimento e possuem de
3 a 5 cspiras grandes, rasas e irre-
gulares, terminando-se geralmente
em finos filamentos. Coram-se ficil-
mente pelos corantes comuns de ani-
lina, comportando-se negativamente
frente ao Gram. Tém indice de re-
fracio aproximadamente idéntico ao
das verdadeiras bactérias. Geralmen-
te hematofilos, esncontram-se nas
membranas mucosas. Alguns silo
transmitidos por mordidas de artré-
podos.

ESPECIES BUCAIS

BORRELIA VINCENTII — E’ um
habitante normal da cavidade bucal.
A designacio déste nome especifico
é atribuida a Blanchard. Era g
principio incerto se éste era um mi-

“x
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crorganismo aparte ou se era a mes-
ma S. Buccalis ou a S. media.” A
primeira exposicfio clara deve-se a
Thomson e Thomson: «Em nossa o-
piniio a espiroqueta vincenti (ou o
que nés consideramos ser a S. vin-
centi) pode ser reconhecida como di-
ferente da S. buccalis, pois é uma es-
piroqueta mais delgada, nfiio seme-
lhante a fita e as curvas sfo mais

regulares, devido A& maior flexibili-
dade do corpo» (apud APPLETON)
(2).

Morfologia: 0,3 de micron de es-
pessura por 8 a 12 micra de com-
primento; 3 a 8 curvas rasas e ir-
regulares; cora-se facilmente com os
corantes comuns de anilina e §
Gram-negativo.

Motilidade: tem um movimento
progressivo e vibratério rapido.

Habitat: Encontrado na membrana
mucosa respiratéria normal, nos sul-
cos gengivais e associado com o ba-
cilo fusiforme na doenca de Vincent.

Patogenicidade: Atribui-se 3 sua
associagfio com o B. fusiformis a e-
tiologia da gengivite, estomatite e
angina de Vincent. Nio &, entretan-
to, patogénico quando inoculado em
animais de laboratério.

Cultivo: Pode ser cultivado em
condi¢des de estrita anaerobiose.

BORRELIA BUCCALIS — FE a
maior das espiroquetas bucais, me-
dindo 0,4 a 0,9 de micron de espes-
sura por 7 a 20 micra de compri-
mento. Sua motilidade & ativa, ser-
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pentina, rotatéria e flexuosa. Toma
o violeta na coloragdo de Giemsa.
Nio se obteve até hoje cultura pura
e provivelmente nio cresce em ne-
nhum dos meios conhecidos. Ixiste
nas bocas consideradas normais €
invade as lesdes formadas na muco-

sa respiratéria.

Género 1T — TREPONEMA — AS
espécies que constituem éste Géner.o
tém tamanho varidvel de 3 a 18 mi-
cra, apresentando espiras pequenas €
agudas, regulares ou irregulares. As
extremidades sfio afiladas, pOdend.o
ter um filamento terminal. O ml-
croscopio eletrénico demonstrou a
presenca de flagelos em algumas es-
pécies. Sido cultivaveis em ambiente
anaerébio. Parasitas e patogénicos
no homem ¢ outros animais, geral-
mente produzem lesio local.

ESPLCIES BUCAIS

TREPONEMA MICRODENTIUM
— Era jncluido antes nas velhas es-
pécies Spirochaeta dentium e Spiro-
chaeta denticola, até que NOGUCHI
o isolou e descreveu em 1912, (7).
Apresenta as seguintes caracteristi-
cas: diametro de 0,25 de micron na
parte central, afilando-se gradual-
mente para as extremidades; curto
nas formas jovens, bodendo, entre-
tanto, alcancar maior comprimento,
quando envelhecido (8 micra); 14°
curvas em média; sua motilidade é
rotatéria ativa; uma projegdo como
flagelo é as vézes observada em uma
ou em ambas as extremidades; no-
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tou-se divisfo longitudinal, o que o
faria distinguir-se dos demais com-
ponentes da Ordem a que pertence;
coagulam levemente os constituintes

do sb6ro do meio em que é cultivado
e a cultura emite um olor fétido.

TREPONEMA MACRODENTIUM
~— Esta espécie seria provavelmente
a Spirochaeta media de von Prova-
zek. Foi cultivado por NOGUCHI
(7) em agar-séro-tecido. Bm cultu-
ras jovens os microrganismos sio
curtos e grossos, com curvas rasas
e irregulares, as extremidades adel-
gagcando-se abruptamente. A motili-
dade se faz gragas as vigorosas vi-
bragdes ou oscilacdes do corpo. Pro-
jecbes como flagelos longos e deli-
cados em uma ou em ambas as ex-
tremidades, Largura de 0,7 a 1 mi-
cron e comprimento de 3 a 8 micra.
As culturas mais velhas apresentam
formas mais longas (12 micra ou
mais) e mais delgadas, com curvag
mais regulares, e afilando-se mais
gradualmente para ag extremidades,
sendo também maior o niumero de
curvas: 14 ou mais.

TREPONEMA MUCOSUM — Foi
isolado e descrito por Noguchi em
1913. Até entéio teria sido provavel-
mente incluido na espécie conhecida
como Spirochaeta dentium. Morfolod-
gicamente assemelha-se Intimamente
com o Treponema palildum e com
o T. microdentium, dos quais cum-
pre diferenciar, Sua similitude com
o lltimo se conserva ainda nas afi-
nidades tintoriais, pois no método de
Giemsa toma o vermelho, como aqué-
le, porém déle se diferencia, por pro-

duzir mucina e ter na cultura um o-
dor fétido mais forte e um cresci-
mento mais denso. Do T. pallidum
se distingue por nio ser de patoge-
nicidade conhecida. Sio suas ca-
racteristicas: 8 a 12 ‘micra de com-
primento por 0,25 a 0,3 de largura.
O ntimero de curvas varia de 6 a 8
e as extremidades sfo muito agu-
das e as vézes possuem uma proje-
c¢llo fina e curvada, que pode atingir
até 8 ou 10 micra de extensio.

Género I1I — LEPTOSPIRA — Ca-
racteres gerais: Corpo em espirais
delgadas (Leptos=fino), sio as mais
delicadas das espiroquetas. As cur-
vas sféo tdo pequenas e juntas, que
aparecem na iluminag¢io em campo
escuro, como um rosario de contas
iluminadas, uma vez que s6 se en-

xergam as maiores amplitudas das
curvaturas. Tém o comprimento va-

riavel entre 6 a 20 micra. Sio em
geral aerdbias e as mais facilmen-
te cultiviaveis das espiroquetas. TUm
dado peculiar é que tém uma ou am-
bas as extremidades recurvadas em
gancho.

ESPECIE BUCAIL

LEPTOSPIRA DENTIUM -— Pou-
co estudada, € uma espécie anaero-
bia. Quem primeiro chamou a aten-
¢ilo para esta espécie foi Erich Hof-
mann em 1920, denominando-a 8. tri-
merodonta, E’ encontrada comumen-
te na cavidade bucal, mas o seu nu-
mero parece decrescer muito quando
aumenta a flora bacteriana ou espi-
roquética, como na estomatite de
Vincent.
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TECNICAS DE CULTIVO
PRECONIZADAS

Intmeras tém sido as técnicas e os
meios de cultivo utilizados para a
obtencio de culturas puras dos mi-
ecrorganismos estudados. Nem tédas,
porém, podem garantir um &xito
facil. O crescimento ¢ manutencdo
de formas vivas de espiroquetas bu-
cais em cultivos mistos, é, porém, de
relativa facilidade.

NOGUCHI (7) empregou para o
cultivo de espiroquetas bucais a ino-
culacio de material retirado de de-
positos dentarios, primeiramente em
tubos contendo Aagar-sdéro de ovelha
e pedagos de tecido, recoberto com
uma camada de 6leo de parafina; de-
pois de um crescimento inicial nes-
te meio, em incubagdo de 37°C, o
material era levado para um outro
meio, composto de dgar-sOro e peda-
cos de tecido e igualmente recoberto
com Oleo de parafina. Assim, obte-
ve €éle neste segundo meio, culturas
puras de Treponema macrodentium e
Treponema microdentium.

Klein (1) introduziu um método
que nos pareceu de facil realizacfio,
o qual empregamos, com ligeiras mo-
dificagdes. I2° a seguinte a sua téc-
nica:

a) O fundo de uma placa de Pe-
tri pequena, de bordos baixos, con-
tendo agar comum, ¢ semeado com
Bacillus prodigiosus e préso por uma
bolinha de plastilina a uma lamina
quadrada de vidro.

b) A tampa de uma placa de Pc-
tri grande, com substrato constitui-
do de 2 partes de dgar a 29%, uma
parte de caldo e uma parte de sbro
inativado de cavalo, é semeada com
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material retirado de bolsas gengi-
vais, apds o que, € colocada, com a
guperficie do substrato virada para
baixo, sbébre o fundo da placa pe-
quena ¢ isolada do ar com plastilina.

¢) A semeadura do material reti-
rado das bolsas gengivais com uma
alea de platina, quando é feita em
superficie, da culturas mistas, que
niio crescem em placas secundarias.
Assim, o autor aconselha a semea-
dura em profundidade, fazendo sul-
cos com a alca de platina no subs-
trato, obtendo desta forma uma imi-
tacio dos sulcos gengivais. Com es-
ta técnica éle conseguiu culturas
mistas que, quando transferidas pa-
ra um substrato da mesma composi-
¢iio, porém acrescido de pedagos de
tecido fresco de animais (rins ou
testiculos de coelho ou carneiro),
dava culturas puras de espiroque-
tas.

NOSSA EXPERIENCIA EM
CULTIYO

Impregamos o método de Klein,
modificando apenas as placas e a ma-
neira de isola-las do ar. Usamos tan-
to para a semeadura do bacilo ae-
rébio (Serratia marcecens), como pa-
ra a do material retirado de bolsas
gengivais, as tampas de duas placas
de Petri de idéntico didmetro e, apss
a semeadura de ambas nos mesmos
meios e com a mesma técnica acon-
selhados pelo autor, justapomo-las
pelos bordos e vedamos a fenda en-
tre ambas, com uma tira de espara-
drapo. Conseguimos assim anaero-
biose satisfatéria. A incubagdo por
24 horas, a 37°C ja apresentava cres-
cimento, tanto em superficie como
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_em profundidade. . O, crescimento a-

- presentava-se enevoado e tinha um'

odor fétido caracteristico, aumentan-
-do progressivamente de didmetro até
o 7° dia.” Observamos que apds éste
tempo as culturas néo soblevwmm

no mesmo substrato mas se transfe- '

ridas para um novo qubstrato du-
rante o periodo de crescimento (do

1° ao 7°¢ dia), reproduziam-se da mes- -

ma maneira. A observagio em carm-
po ‘escuro mostrou cultura mista, on-
de se viam bactérias e espiroquetas
ativas, em formas que nos permiti-
ram identificar os trés géneros Tre-
ponema, Borrelia e ‘Leptospira. .Nio
tentamos, entretanto, transferir o
material cultivado de forma impura,
para -placas contendo pedagos de te-
cido fresco de animais, de sorte que
nio ‘conseguimos obter culturas pu-
ras. :

" SINOPSYS:-

The literature about «mouth .spiro-
chaetae> was reviewed from the be-
ginning of the study on these micro-
organisms to the ‘actual staté of
knowledge. Some culture techniques

" and experience in culturing material
originated from gmglval
were studied.
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