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TAKAHASHI, K. Avaliacdo da microbiota bucal de mées e pares de criancas aos 6,
12, 18 e 24 meses de idade e sua relacdo com dieta alimentar, habitos de higiene
bucal, condicdo gengival, erupcdo dentaria e prevaléncia de cérie dentaria. 2009.
152 f. Tese (Doutorado) — Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual
Paulista, Aracatuba, 2009.

RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar a microbiota bucal de méaes, e pares de
criangas, atendidas no programa educativo-preventivo da Bebé Clinica da Faculdade
de Odontologia de Aracatuba-UNESP, nas faixas etarias de 6, 12, 18 e 24 meses,
relacionando-a com a dieta, higiene bucal, presenca ou n&do de dentes, prevaléncia
de carie e condicao gengival. Apos exame clinico e levantamento da dieta alimentar
das criancas, foi realizada coleta dos espécimes de saliva, biofilme nas faixas etarias
determinadas, que foram transferidos para frascos contendo meio de transporte
VMGA lll, submetidos a diluigdes seriadas em VMGA |, seguido de inoculagdo em
meios de cultura adequados e incubacao em diferentes condicdes redox e periodos
de tempo. Além disso, a identificagdo dos isolados foi também realizada através de
amplificacdo do DNA por PCR, apds armazenamento dos espécimes em agua ultra
pura, e 0s niveis salivares de estreptococos do grupo mutans foram avaliados por
real-time PCR. Nas faixas etarias avaliadas, ndo se observou correlacdo entre
prevaléncia de patdégenos orais e tipo de hébitos de dieta e higiene oral, sendo esta
relacionada ao numero de dentes irrompidos, principalmente com relacdo a
prevaléncia de cocos cariogénicos e suas populacdes. Os microrganismos mais
frequentemente detectados aos 6 meses, pertenciam ao género Actinomyces,
Campylobacter rectus, e a espécie Fusobacterium nucleatum. De maneira geral, aos
6 meses, a colonizagdo da cavidade bucal dos bebés, por esses microrganismos,
era transitéria, por vezes ndo sendo observados em coletas subsequentes. Aos 12
meses, observou-se uma elevacdo na prevaléncia de Actinomyces sp.,
Fusobacterium nucleatum e Streptococcus sobrinus. Nesta faixa etéria, a presenca
de Eikenella corrodens foi estatisticamente significante. J& aos 18 meses, houve
aumento significativo na prevaléncia de Actinomyces sp., Fusobacterium nucleatum,
S. mutans e S. sobrinus. Os niveis mais elevados de cocos cariogénicos foram
encontrados nas criancas portadoras de carie e dieta cariogénica. Aos 24 meses, a
prevaléncia de microrganismos mostrou-se semelhante a encontrada aos 18 meses,
com excecao de S. mutans e S. sobrinus, que tiveram sua prevaléncia aumentada.
Houve correlacdo positiva entre microrganismos encontrados na mée e em seus
bebés em todos os periodos avaliados. Sendo assim, medidas educativo-
preventivas, que visam o controle do biofilme bacteriano, devem abordar também
atendimento odontolégico as maes, uma vez que estas sSd0 as principais
transmissoras de microrganismos anfibidnticos aos bebés. Além disso, o controle do
biofilme bacteriano, conforme o aumento do numero de dentes irrompidos nas
criangas, deve ser considerado fundamental no atendimento odontologico a primeira
infancia, uma vez que esta correlacéo foi altamente positiva.

Palavras-chave: Saliva. Carie dentaria. Higiene bucal. Streptococcus mutans.
Bactérias anaerobias.
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TAKAHASHI, K. Evaluation of mother’'s and infant’s oral microflora at 6, 12, 18 and
24 months of age, and its relation with diet intake, oral hygiene habits, periodontal
condition, tooth eruption and prevalence of dental caries. 2009. 152 f. Tese
(Doutorado) — Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista,
Aracatuba, 20009.

ABSTRACT

The purpose of this study was to evaluate oral microorganisms of 50 infants and their
mothers, in the ages of 6, 12, 18 and 24 months, integrants of Baby-Clinic’s
preventive program (Dental School of Aracatuba- UNESP). This factor was related to
diet, oral hygiene habits, presence of teeth, prevalence of caries and periodontal
conditions. After clinical exam, saliva and oral biofilm were collected and stored for
culture and PCR process. Salivary levels of Streptococcus mutans were measured
by Real time PCR. In the ages of the infants examined, after statistical analysis, it
could be observed that no correlation was found between presence of oral pathogens
and diet and hygiene habits, otherwise, this correlation could be seen with increase
of erupted teeth. Most frequent microorganisms found in oral flora of infants at six
months were Actinomyces, Campylobacter rectus and Fusobacterium nucleatum.
Microorganisms observed at one period, could not be found in the other, suggesting
that it was not a resident flora. At 12 months, data revealed increase in prevalence of
Actinomyces sp., Fusobacterium nucleatum e S. sobrinus. In this age, the presence
of Eikenella corrodens was significant. At 18 months, significant increase in the
population of Actinomyces sp., Eikenella corrodens, Fusobacterium nucleatum,
Streptococcus mutans e S. sobrinus was found. At 24 months, oral microflora was
similar to the anterior but Streptococcus mutans and S. sobrinus, had an increase of
population. Positive correlation between microorganisms found in mouth of mother
and children in all periods was observed. For this reason, educative and preventive
measures, which aim control of oral biofilm, must be priority, and made associated
with attendance of the infants, as mothers are main transmissive ways to their
children. Besides, the control of oral biofilm, as eruption infants’ teeth occurs, should
be considered of great importance in Preventive Dentistry, as this correlation was
highly positive.

Keywords: Saliva. Dental caries. Oral hygiene. Streptococcus mutans.
Anaerobic bacteria.
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@ conceito de que a assisténcia odontolégica a crianca deve atuar

juntamente com o0s pais estd bem estabelecido, promovendo-se consultas
sucessivas, além de um relacionamento positivo com o profissional, perdurando até
a idade adulta. Assim, a odontologia para bebés firma-se como tendéncia na
odontologia atual, sendo sua filosofia baseada principalmente em praticas
educativas e preventivas, ainda nos primeiros meses de vida, com acdes
direcionadas para a determinacéo dos fatores de risco para as diferentes patologias
bucais (CUNHA et al., 2000).

Por tratar-se a primeira infancia como a fase mais importante para o
estabelecimento da saude bucal futura do individuo, em funcdo da erupcdo dos
dentes deciduos, desenvolvimento da microbiota bucal e pelo estabelecimento de
habitos de saude bucal (FRISSO et al., 1998), é necessaria a realizacdo de estudos
que avaliem a relevancia desses fatores nas condi¢cdes de saude bucal da crianca,
pois carecemos de informacgdes significativas sobre criangcas nesta faixa etaria, bem
como a forma com que cada um desses fatores interagem entre si nessa idade, o
que contrasta com a abundancia de dados relativos a faixas etarias de pré-escolares
e escolares (CARINO et al., 2003).

Estudos realizados nas décadas de 1970 e 1980 estabeleceram a importancia
das populacbes de cocos cariogénicos na atividade e risco a carie de criancgas,
enquanto Caulfield et al. (1993), estenderam os principios da janela de infectividade
para a transmissdo e estabelecimento da microbiota cariogénica em criancas. Os
diferentes aspectos que norteiam a janela de infectividade para 0s cocos
cariogénicos também sao validos para os demais microrganismos bucais, sendo que

representam uma associacao de condi¢des bioldgicas, microbianas e ambientais.

Normalizacdo ABNT

Karine Takahashi ~ Doutorado Odontopediatria



29

Dentre os fatores ambientais destacam-se os ligados a dieta alimentar,
caracteristicas socioeconémicas e culturais da populacdo, bem como as condi¢des
sanitarias e de saude bucal da populacdo (CAUFIELD et al.,1993; SOCRANSKY;
HAFFAJEE, 2005).

Ha muitas evidéncias da participacdo de espécies bacterianas acidogénicas,
como Streptococcus mutans, S. sobrinus e lactobacilos no desenvolvimento da carie
dentaria, bem como de microrganismos anaerdbios obrigatorios e microaerofilos nas
diferentes modalidades de doencas periodontais, embora a incorporacdo destes
microrganismos a uma microbiota em constante transformacdo, em criangas com
pouca idade, ainda néo tenha sido adequadamente descrita. Além desse aspecto, a
ocorréncia de alguns microrganismos bucais sofre notavel influéncia étnico-racial na
sua distribuicdo geografica (HAFFAJEE et al., 2004) e ndo séo conhecidos os efeitos
das particularidades da populacao brasileira, que apresenta ampla miscigenacao e
aspectos culturais Unicos, sobre a distribuicdo desses microrganismos em criangcas
com até 18 meses de idade, além da influéncia de programas educativo-preventivos
sobre esse fendbmeno.

O fato de que a carie dentaria em animais é uma doenca infecciosa e
transmissivel foi primeiramente demonstrada por Keyes em 1960. Desde entdo, um
grupo de bactérias fenotipicamente similares, conhecidas como S. mutans, foram
determinadas como principais componentes bacterianos responsaveis pela carie em
humanos. Bebés séo colonizados por estas bactérias somente apds a erupcao
dentaria, uma vez que S. mutans necessita da presenca de uma superficie dura e
ndo descamavel para sua colonizagdo (CAUFIELD et al., 1993). A colonizacéo
precoce por S. mutans é um grande fator de risco para o estabelecimento da cérie
precoce da infancia e futuras experiéncias de carie dentaria (TANKKUNNASOMBUT
et al., 2009).

A lesado de carie dentaria ocorreria como resultado do desequilibrio entre os
processos de desmineralizacdo e remineralizacdo do esmalte dentario, decorrente
da acdo de acidos organicos provenientes da fermentacdo microbiana de substratos
alimentares locais (ALVES et al., 1998).

Por um ponto de vista etioldgico, o consumo de agucar € um dos fatores de
risco mais importantes que levam ao desenvolvimento de lesfes cariosas
(BRAMBILLA et al., 2000). Dentre os fatores predisponentes encontram-se 0 USO

inadequado e prolongado do leite materno (MATEE et al., 1992), ou de mamadeiras
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contendo liquidos e agucarados, alimentos achocolatados, chas e sucos de frutas
(RIPA, 1988; PINTO, 2003), e a deficiéncia de higiene bucal, particularmente no
primeiro ano de vida (FRAIZ; WALTER, 2001). A carie dentaria em bebés pode se
manifestar de forma agressiva, acarretando até mesmo a destruicdo completa do
elemento dentario num curto espaco de tempo, da qual a cérie precoce da infancia €
exemplo caracteristico para esta faixa etaria. (RIPA, 1988).

O rapido avanco dos estudos a respeito da carie dentaria nas ultimas
décadas, somado ao surgimento das clinicas de assisténcia odontologica para
bebés, provocaram reducdo na sua prevaléncia e severidade, mas ainda ndo foram
suficientes para satisfazer os desafios existentes na primeira infancia. Dessa forma,
trabalhos laboratoriais e clinicos abordando os fatores envolvidos no processo
dindmico da carie dentaria sempre devem ser estimulados.

As doencgas periodontais estao entre as principais causas da perda precoce
de elementos dentais em adultos, mas a microbiota a elas associada se estabelece
ao longo do tempo na primeira infancia. A manifestacdo mais comum dessas
doencas, em criancas e adolescentes, € a gengivite (ALBANDAR; TINOCO, 2002),
sendo que a reacao inflamatdria observada geralmente € dependente do acumulo de
biofilme microbiano e da agressdo bacteriana ao hospedeiro. Na maioria das
criancas, 0 processo pode se iniciar em idade precoce e permanece superficial.
Entretanto, se rompido o equilibrio entre agressdo microbiana e a resposta do
hospedeiro, pode se também ter o envolvimento do osso alveolar, resultando na
perda de insercao conjuntiva (SAKAI et al., 2007).

Como parte da microbiota normal da cavidade bucal, h4 uma grande
variedade de microrganismos com diferentes potenciais de viruléncia (ALBANDAR;
RAMS, 2002). Dentre esses grupos microbianos, algumas espécies bacterianas,
Gram-negativas, anaerdbias obrigatérias ou facultativas, podem ter papel importante
na patogénese das periodontopatias (ALBANDAR; RAMS, 2002), destacando-se
Porphyromonas  gingivalis, Prevotella intermedia, Prevotella nigrescens,
Actinobacillus actinomycetemcomitans, Fusobacterium nucleatum, Eikenella
corrodens e Treponema denticola (FENG; WEINBERG, 2006; HARASZTHY et al.,
2002; MIURA et al., 2005; YANG et al., 2005; YILDIRIN et al., 2006).

Porphyromonas gingivalis é considerada como maior patdgeno relacionado a
periodontite no adulto, e € ocasionalmente detectada em amostras da cavidade

bucal em criancas (LAMELL et al, 2000). Além disso, Aggregatibacter
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actinomycetemcomitans tem sido associado a periodontites agressivas e foi
detectado em amostras de biofilme dental de criangas (ALALUUSUA; ASIKAINEN,
1988; DARBY; CURTIS, 2001). Por outro lado, Treponema denticola,
Capnocytophaga ochracea, C. sputigena, Prevotella intermedia, P. nigrescens,
Tannerella forsythia, Campylobacter rectus e Eikenella corrodens tém sido
associados a doencgas periodontais (BOTERO et al., 2007; CARVALHO et al., 2009;
CORTELLI et al., 2008; ; HAFFAJEE et al., 2006; MARTINEZ-PABON et al., 2008;
MIYAMOTO et al., 2009; OOSHIMA et al., 2003) e sua distribuicdo em criancas
necessita ser melhor avaliada, tanto quanto seu real papel das doencas periodontais
em populacbes sul americanas, as quais possuem numerosas peculiaridades
culturais, de dieta e genéticas ndo sendo encontradas em outros locais do mundo.

Como e quando estes microrganismos, citados acima, colonizam a cavidade
bucal durante a infancia, permanecem como perguntas incertas na literatura.
Estudos da distribuicdo de periodontopatégenos entre membros da mesma familia
podem ser Uteis para esclarecer estas questdes e prever o futuro estabelecimento e
progressao das doencas periodontais (UMEDA et al., 2004).

Estudos entre pares de maes e criangcas sugerem transmissao vertical de S.
mutans nas populacdes humanas (CAUFIELD et al., 1993). Criancas, cujas maes
possuem altas concentracdes salivares de S. mutans, adquirem estas precocemente
e em numero mais alto, quando comparadas a criangas provenientes de maes que
apresentam baixos niveis (BRAMBILLA et al., 1998). Periodontopatdogenos também
podem ser transmitidos pelos pais, principalmente pelas maes, durante a infancia
(DOGAN et al., 2008; KONONEN et al., 2000; WATSON et al., 1991, 1994).

Sabe-se que, as poucas criancas colonizadas por patdogenos periodontais
freqientemente ndo manifestam sinais de doenca periodontal, e que ha correlagcéo
com colonizacgéo e doenca periodontal nas méaes (KIMURA et al., 2002; YANG et al.,
2002).

Os meétodos de diagnostico molecular representam uma importante
ferramenta na identificacdo das espécies microbianas bucais (OHO et al., 2000;
SAYGUN et al., 2005; SUZUKI et al., 2004), colaborando na compreensao das inter-
relacdes entre essa microbiota e seu hospedeiro, além de permitir uma identificacéo
mais especifica e precisa dessas bactérias (YAMAURA et al., 2005). Nesse sentido,
a literatura menciona a utilizacdo de métodos baseados na reacdo em cadeia da

polimerase (PCR) para a identificacdo dessas espécies (SANZ et al., 2004; SUZUKI
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et al., 2004; YILDIRIN et al., 2006). Contudo, a aplicagcado dessas metodologias, em
nosso pais, ainda € escassa, principalmente, para a identificacdo de espécies
anaerobias bucais.

Considerando todos os fatores que podem estar envolvidos no processo de
iniciagdo da lesdo de carie dentaria e doenca gengival na primeira infancia, bem
como a participagdo das méaes neste processo, entendemos que estudos
longitudinais relacionados ao desenvolvimento da carie em criancas Sao escassos
na literatura cientifica. Ressaltando que existe grande quantidade daqueles

relacionados a escolares e pré-escolares correlacionando fatores clinicos.
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2 g{gw'&iio eﬁ(l Literatura

;';Ealuusua e Malmivirta (1994) avaliaram noventa e duas criancas de 19

meses de idade, e suas mées, com relacéo ao risco a carie dentaria, identificando os
seguintes fatores de risco: placa visivel na superficie vestibular dos incisivos
superiores, uso de mamadeiras, prevaléncia de carie nas maes e niveis salivares
maternos de S. mutans, utilizando teste comercial (Dentocult SM test, Orion
Diagnostica, Estopoo, 4). As criancas foram examinadas aos 7, 19 e 36 meses de
idade. Na primeira consulta, as maes receberam orienta¢gdes relacionadas a dieta,
aleitamento materno ou por mamadeira, higiene bucal e suplementacdo com fllor.
Na segunda e terceira consulta, as mesmas orientacfes foram reforcadas, além de
ter sido realizado exame clinico, avaliacao da presenca de placa visivel nos incisivos
superiores, e persisténcia de aleitamento artificial. Os niveis salivares de S. mutans
encontrados nas mées foram baixos em 40% delas, moderados em 31% e altos em
29%. Aos sete meses de idade, nenhuma das criancas apresentou lesdo de carie.
Porém, aos 19 meses, seis criancas apresentavam superficies desmineralizadas nos
incisivos superiores (8%). Aos 36 meses, 14 % das criancas (13) apresentavam
lesdes cariosas. Com relag&o aos habitos alimentares, 33% das criangas ainda eram
amamentadas aos 19 meses de idade e, com relacdo a presenca de placa, 18% das
criancas apresentavam acumulo na face vestibular dos incisivos superiores.
Segundo o0s autores, a presenca de placa visivel e o habito persistente de
aleitamento estdo altamente associados ao desenvolvimento da carie dentaria,
enquanto que as outras variaveis estudadas apresentaram pouca correlagéo.
Kalsbeek e Verrips (1994) avaliaram a relacdo entre consumo de aperitivos
acucarados e a prevaléncia de carie, em criancas de 5, 8 e 11 anos de idade,
através de exame clinico das condi¢des intrabucais e aplicacdo de questionario
relacionado aos habitos alimentares. A grande maioria das criangas avaliadas ingere
aperitivos acucarados de uma a cinco vezes ao dia, ndo havendo diferenca
estatisticamente significante entre as idades avaliadas. As criancas de 5 anos de

idade que ingeriam estes alimentos cinco vezes ao dia apresentavam indices de
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carie superiores. Ja as criancas de 8 anos de idade, que ingeriam menos alimentos
acucarados, apresentavam niveis menores de carie.

Rosa (1994) afirma a necessidade de se avaliar as contagens salivares de S.
mutans, principais bactérias causadoras da carie dentaria, através de testes
especificos, que devem ser realizados nas mées e também nas babas de criancas,
para, assim, determinacao dos fatores de risco a céarie dentéria.

Watson et al. (1994) avaliaram a presenca de Treponema denticola e
Porphyromonas gingivalis através de teste BANA em cento e cinquenta e sete
criangas cujos pais apresentavam problemas periodontais. As criangas cujos pais
foram colonizados por espécies BANA-positivas foram 9,8 vezes mais susceptiveis a
colonizacdo por estes microrganismos. Além disso, as criangcas cujos pais
apresentavam sinais clinicos de periodontite foram doze vezes mais sensiveis a
colonizagéo.

Weinstein et al. (1994) avaliaram cento e trinta e trés criancas na faixa etaria
de 12 a 24 meses de idade e maes, juntamente com babas. Apds entrevista e
realizacdo de exame clinico para constatacdo da presenca de lesdes cariosas em
forma de mancha branca, foi aplicado verniz fluoretado nos incisivos superiores, que
foi repetida ap6s 6 meses. Os resultados demonstraram que a taxa de dentes
afetados foi de 33% a 39% nos acompanhamentos. Dos 130 dentes avaliados, 13%
estavam cariados ou descalcificados aos 6 meses. Dos 73 dentes descalcificados,
51% estavam higidos a sondagem aos 6 meses.

Bijella et al. (1995) tiveram como objetivo realizar um estudo epidemiolégico,
em saude bucal, junto a um grupo populacional de 375 criancas na faixa etaria de 0
a 6 anos, localizadas em instituicbes do municipio de Bauru — SP, avaliando a
relacdo existente entre a prevaléncia de carie, doenca periodontal e ma-oclusdo com
os fatores socio-econémico-culturais. As criancas foram avaliadas através de
exames clinicos em que foram levantados os indices ceo, relativo a presenca de
carie, e PMA, relativo a condicdo gengival. Através da andlise dos dados, pode-se
observar que o indice ceo-s na amostra foi de 15,31 e que com relacdo ao indice
PMA, 277 criangas ndo apresentavam problemas gengivais (73,86%).

Kaste e Gift (1995) analisaram informacfes relacionadas a hébitos
inadequados de aleitamento através do NHIS do ano de 1991 (National Health
Interview Survey Child Health Supplement). Foram avaliadas as criancas na faixa

etaria de 6 meses a 5 anos de idade. Ap6s a andlise dos formularios, verificou-se
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que 95% das criangcas avaliadas ja haviam utilizado mamadeira, sendo que
aproximadamente 60% dormiam mamando, e 8% ainda faziam uso de mamadeira
até o momento da entrevista. Os fatores que influenciaram na pratica deste costume
foram: nivel educacional familiar, visitas rotineiras ao dentista, raca e regido
geografica avaliada. Os autores concluiram que a alta prevaléncia do uso de
mamadeira requer atencdo especial de médicos pediatras e outros profissionais da
saude.

Roeters et al. (1995) avaliaram a aquisicdo de S. mutans e lactobacilos em
252 criangas de 2 a 5 anos de idade, correlacionando com a ocorréncia destes
microrganismos nas méaes e consumo de alimentos acucarados. Por trés anos
consecutivos as criancas foram examinadas clinicamente com intervalos de seis
meses, juntamente com a coleta de saliva e placa bacteriana, e o levantamento da
dieta alimentar, que foi realizado pelo método recordatorio das ultimas 24 horas. Na
primeira avaliacdo, S. mutans foi detectado em 43% das criancas enquanto que a
frequéncia de lactobacilos foi baixa (11,5%). Em niveis individuais, numero de
unidades de colbnias formadoras de S. mutans e lactobacilos na placa e saliva
variaram largamente durante o periodo estudado. Foi encontrada baixa correlagcédo
entre os niveis salivares de bactérias encontrados nas maes e ingestdo de acucares.
Nas criangcas maiores de 2,5 anos, correlacdes entre escores clinicos de cérie e
presenca de lactobacilos e S. mutans na saliva e placa foram altamente
significantes.

Mattos- Graner et al. (1996) verificaram a prevaléncia de cérie em 322 bebés
de 6 a 36 meses de idade da cidade de Piracicaba, Sao Paulo, Brasil, pertencentes
a familias de classe social baixa. Das criancas examinadas, 65,2% eram livres de
carie. Ja nas criancas afetadas (11,2 e 23,6%), os dentes mais envolvidos foram os
posteriores primeiramente (81,5%), enquanto que 0sS incCisivos e caninos estavam
envolvidos inicialmente em 65%. A idade inicial para manifestacdo da céarie dentaria
foi de 6 a 12 meses de idade. Os autores puderam concluir que a identificacédo
precoce de fatores de risco é essencial, uma vez que 17 % das criancas afetadas
mostraram 46% por cento das lesdes totais de carie.

Bonecker et al. (1997) avaliaram 548 criangas do municipio de Diadema-SP,
na faixa etaria de 0 a 30 meses para determinacao da prevaléncia de carie dentaria,
atraveés do indice ceo-d e ceo-s. Foram realizados exames clinicos por 13 cirurgides-

dentistas, utilizando cadeira odontoldgica, refletor, seringa triplice, espelho bucal e
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gazes. Os indices ceo-d e ceo-s encontrados foram, respectivamente, 0,16 e 0,17
para criangas de um ano de idade, 0,87 e 1,13 para as de dois anos e 2,54 e 3,68
para as criancas de trés anos. Os resultados obtidos, segundo o autor, indicam a
necessidade de que a primeira visita do paciente infantil ao consultério odontologico
ocorra antes do primeiro ano de vida.

Garcia-Closas (1997) analisaram a associagdo entre prevaléncia de cérie,
frequéncia do consumo de diferentes grupos de alimentos, incluindo alimentos ricos
em acgucares e amido, além da contagem microbiana de S. mutans. Foram avaliadas
criangas na faixa etaria de 6 a 15 anos de idade, em que primeiramente foi
preenchido questionario de frequiiéncia alimentar com envolvimento dos pais e uma
nutricionista. Os alimentos foram divididos em grupos de maior ingestédo de acucares
e amidos e também relativo a sua cariogenicidade. Além disso, 0 questionario ainda
envolvia informacdes relacionadas a héabitos de higiene bucal, uso de
suplementacdo de fluor, tipo de creme dental e nimero de visitas ao dentista.
Procederam-se ainda ao exame clinico intrabucal e coleta de saliva ndo-estimulada.
N&o foi encontrada associacdo significante entre nenhum dos grupos alimentares
avaliados e carie dentaria, uma vez que a prevaléncia de carie na populacdo
estudada foi baixa. A associacdo entre consumo de alimentos agucarados e carie
pareceu ser modificada pela contagem de S. mutans. Estes resultados sugerem que
a alta ingestdo de alimentos acucarados pode ser determinante na prevaléncia de
carie nas criangas com contagens salivares de S. mutans de nivel moderado a alto.

Alves et al. (1998) coletaram dados sobre habitos dietéticos e de higiene
bucal em criangas de 0 a 30 meses de idade na cidade de Recife-PE, avaliando 250
maes através de questionarios. Com relacdo a dieta alimentar, o aleitamento
materno exclusivo predominou na faixa etaria de 0 a 6 meses, sendo que a partir da
idade predominava a aleitamento artificial contendo aclUcar, e até mesmo a
introducdo de outros alimentos. No que diz respeito a higiene bucal, verificou-se que
o tipo de limpeza foi 0 mais precocemente instalado, de 0 a 6 meses, seu uso foi
diminuindo com o passar da idade e introduzido principalmente devido a historico de
lesBes fungicas. A partir dos resultados obtidos, pode-se concluir que a freqiéncia
de utilizacdo de mamadeiras agucaradas como complemento da alimentacao foi alta;
o aleitamento materno foi suspenso por volta dos trés meses de idade; o consumo

de acucar adicionado a chas, sucos e mamadeiras foi elevado e a quantidade
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aumentou a cada faixa etaria; os medicamentos agucarados foram utilizados com
alta frequéncia; e a instituicdo de procedimentos de higiene bucal foi tardia.

Foram obtidas amostras de placa bacteriana oclusal e bucal de vinte e cinco
criancas suecas de trés anos de idade, suas maes e dezoito pais. O nivel de
colonizacdo por S. mutans foi estimado pelo teste “strip mutans”. Nas onze familias
com isolados das bactérias, foi realizada sorotipagem pela técnica de
imunofluorescéncia e genotipagem utilizando endonuclease de restricao Haelll. Os
resultados mostraram que cinco criangas tinham S. mutans diferentes de seus pais.
Seis criangas apresentaram genotipos idénticos aos das mées e nenhuma crianca
apresentou genaotipo similar ao do pai apesar de 2/3 dos pais terem niveis altos ou
muito altos de S. mutans. Nenhuma coincidéncia de gendtipo foi observada entre os
casais. Segundo o autor, a crianga adquire S. mutans tanto dentro quanto fora da
familia (EMANUELSSON et al., 1998).

Frisso et al. (1998) analisaram a prética e os habitos alimentares em sessenta
criancas de 6 a 36 meses de idade, levando em consideracdo a ocorréncia de carie
e variaveis socio-econdmicas e culturais. A pesquisa envolveu a realizacdo de
exame clinico intra-oral sob iluminagdo natural, com espéatula e espelho clinico, e
preenchimento de questionario pelas maes. Na amostra estudada verificou-se que
35% das criancas apresentavam lesdo de carie, e que 30% ainda faziam uso de
aleitamento, na maioria, trés vezes ao dia. Pode-se verificar que a introducdo da
alimentacdo mista iniciou-se ao 5° ou 6° més. Ficou constatado que 50% das
criancas faziam uso de mamadeira, geralmente com acucar ou achocolatado. Nao
foi demonstrada associacdo estatisticamente significante entre aleitamento natural e
a prevaléncia de céarie, porém, constatou-se associacdo entre a preferéncia das
criancas por doces e a prevaléncia de carie.

Kononen et al. (1999) avaliaram 329 bebés finlandeses, aos 2, 6 e 12 meses
de idade, através de cultura realizada por meio de coleta de saliva nao-estimulada.
Foram encontradas bactérias anaerdbicas em 35 (80%) dos bebés aos dois meses,
em 41 (93%) aos seis meses e em todos aos doze meses de idade. Veillonella ssp.
foi o microrganismo anaerdbico obrigatério mais freqliente aos dois meses,
enquanto que Fusobacterium nucleatum foi o mais comum aos doze meses de
idade. A analise deste estudo longitudinal pode indicar que a presenca de

anaerobios obrigatorios na cavidade bucal de bebés, mesmo edéntulos, ndo é
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somente evento casual, além disso, a colonizacdo por anaerobios orais é um
processo seletivo com relagéo a idade.

Packer et al. (1999) determinaram os fatores relacionados a transmissao de
infecgcbes pelos S. mutans, dentre eles, quais sdo as pessoas que estdo em maior
contato com criangas na idade de 2 a 6 anos de idade e a correlagdo dos niveis
salivares de S. mutans das criancas e seus responsaveis. Foram coletadas amostras
salivares de cinglienta criancas e seus responsaveis, que sofreram posterior cultivo
microbiano. Os resultados evidenciaram, segundo os autores, que Sao as maes as
pessoas que ficam mais tempo com suas criangas e que existe uma similaridade
bastante alta (73%) entre os niveis de S. mutans na saliva dos responsaveis e suas
respectivas criancas.

Abreu et al. (2000) avaliaram a relagcdo entre S. mutans e o desenvolvimento
de carie dentaria. Para tanto, avaliaram 335 criancas de 7 a 14 anos de idade, em
que realizaram contagem de S. mutans por técnica de aderéncia, e verificaram a
prevaléncia de carie dentaria no periodo de um e dois anos. Os resultados
mostraram que as criancas com altos niveis de infeccéo tiveram no periodo de um
ano, 60% de afeccdo por cérie, e uma prevaléncia de 1,3. Ja dois anos depois, as
criangas com altos niveis de infeccdo tiveram 83,5% de afecgéo por carie, e uma
prevaléncia de 2,9, relatando que as criangcas com maior infecgdo por esta bactéria
tendem a desenvolver lesbes cariosas.

Cleaton-Jones et al. (2000) realizaram estudo longitudinal de dezessete anos,
avaliando padrdo de carie na denticdo decidua em 6843 pré-escolares, de 2 a 5
anos de idade, na Africa do Sul. Foram realizados exames clinicos no ano de 1981,
repetidos a cada dois anos, até 1991, depois em 1994 e 1997. Em geral, houve
acréscimo na prevaléncia de carie de 1981 com um pico em 1989, em que a taxa
sofreu consideravel decréscimo.

Dini et al. (2000) investigaram a relacdo entre fatores sécio-demograficos,
habitos alimentares de bebés, higiene bucal, e a prevaléncia, severidade e padrao
de carie dentaria em criancas de 3-4 anos de idade da cidade de Araraquara, SP,
Brasil. Foram realizados exames clinicos nas criancas nas escolas, e aplicagdo de
guestionario relacionado aos habitos de higiene e dieta alimentar as maes. Foram
avaliadas 245 criancas, das quais 112 (46%) apresentavam lesdes cariosas. A carie
rampante foi verificada em 19 (8%) das criancas e 56 (23%) mostraram evidéncias

clinicas de envolvimento carioso nos incisivos deciduos. Com relagcdo ao nivel
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educacional das maes, 127 (52%) eram analfabetos ou havia estudo por menos de 4
anos, 95 (39%) haviam estudado de 5 a 7 anos, 23 (9%) havia frequentado a escola
por mais de 8 anos. Classe social, nivel educacional das maes, e idade do término
do aleitamento materno mostraram associacdo estatistica significante com a
prevaléncia de carie.

Kamma et al. (2000) avaliaram a denticdo decidua de quarenta criancas de 4
a 5 anos de idade, em que foi avaliada através de cultura, a microbiota subgengival
de incisivos, caninos e molares, pela coleta da placa dental com cones de papel.
Estes autores afirmaram ter encontrado grande diversidade bacteriana,
aproximadamente 41 espécimes diferentes, dentre estas as mais prevalentes foram
Streptococcus sanguis.

Lopez et al. (2000) avaliaram sessenta bebés porto-riguenhos na faixa etéaria
de 15 meses de idade. Foram coletadas amostras de placa dental dos incisivos
superiores e saliva, que foram processadas para andalise microbiolégica. Dos bebés
avaliados, 85% (51 bebés) apresentavam S. mutans em pelo menos uma das duas
amostras. Os autores afirmaram que bebés na faixa etaria de 16 a 18 meses tém
maior probabilidade de serem colonizados por S. mutans enquanto que os de 12 a
15 meses.

Milgrom et al. (2000) estabeleceram a prevaléncia de céarie dentaria em
criancas de 6 a 36 meses de idade, que nado tinham acesso a agua fluoretada,
descrevendo a relacdo entre cérie, infeccdo por S. mutans, hipoplasia, habitos de
higiene bucal, dieta e fatores comportamentais. A prevaléncia de cérie foi
considerada alta: 46,8% das criangcas acometidas por lesdes de carie de esmalte
sem cavitacdo e 39,1% com cavidades circunscritas ao esmalte. A colonizagcédo por
S. mutans foi detectada em 25% das criangcas edéntulas. As analises estatisticas
puderam determinar que, na populacdo estudada, hipoplasia, dieta e colonizacao
bacteriana tiveram papel importante na etiologia da cérie.

Morinushi et al. (2000) avaliaram quarenta criancas de 2 a 18 anos de idade,
através de amostras de placa analisadas por niveis seéricos de anticorpos
determinados por Elisa, para verificar a ocorréncia de A. actinomycetemcomitans e
P. gingivalis. Os resultados obtidos foram que 75% das criancas apresentaram
indices consideraveis de colonizacdo por A. actinomycetemcomitans, tendo
correlacdo com a idade apenas aos 12 anos. A. actinomycetemcomitans e P.
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gingivalis podem ser encontrados em criancas menores de trés anos de idade, e
estdo associadas a gengivite agressiva.

Barros et al. (2001) determinaram a prevaléncia de carie e sua associacao
com condi¢cBes de higiene bucal, alimentacédo e uso de fluoretos em 340 criancas de
0 a 30 meses de idade de creches da Secretaria do Trabalho e A¢é&o Social do
Governo do Estado da Bahia, através de aplicacdo de exames clinicos e
questionarios. Os exames clinicos foram realizados em maca, com luz branca,
auxilio de espelho e sonda exploradora, para determinacdo do indice ceo-d e a
severidade das lesbGes presentes. A higiene bucal foi classificada em escores de
acordo com a quantidade de biofilme dentario visivel, conforme cobria a superficie
do dente. Observou-se uma prevaléncia de carie de 55,3% quando todos os
estagios da lesdo foram considerados: 25% entre 0 a 12 meses, 51,18% entre 13 a
24 meses, 71,03% entre 25 a 30 meses. Avaliando apenas manchas brancas ativas,
49,7% das criangas mostraram-se afetadas e 17,6% apenas com lesdes cavitadas.
Das afetadas, 90,96% apresentavam apenas dentes anteriores afetados. O aumento
da quantidade de biofilme mostrou associacdo positiva com a carie, e a
porcentagem de criancas afetadas mostrou-se maior na presenca de aleitamento
noturno. Foi observado um aumento da prevaléncia de carie com a idade e com o
namero de dentes irrompidos.

Valle et al. (2001) estabeleceram correlacdo entre consumo de sacarose,
aleitamento natural e artificial, produtos utilizados para adocar alimentos, frequéncia
e tipo de aleitamento consumido entre as refeicbes, consumo de refrigerantes e
ocorréncia de doenca carie em pacientes de 0 a 36 meses de idade na Clinica de
Bebés da disciplina de Odontopediatria de uma instituicdo publica de ensino. A
amostra foi composta de cem criancas de ambos os sexos, em que foi feita
entrevista com 0s pais ou responsaveis, com relacdo a dieta alimentar, e para a
determinacdo da prevaléncia de céarie, foram coletadas as informagfes contidas nos
prontuarios odontologicos. Verificou-se que vinte e cinco das criancas avaliadas
ainda faziam uso de aleitamento natural, enquanto que 88% tinham aleitamento
artificial. A maioria das criangas fazia uso de alimentos do tipo cariogénico (94%),
pastoso cariogénico (78%) e sélido cariogénico (90%). Ainda pode-se verificar que
40% das criancas apresentava lesdes de carie. Com base na avaliagcdo dos dados
obtidos, pode-se constatar que: ndo houve correlacdo entre aleitamento natural e

artificial e prevaléncia de cérie, e houve associacao significante entre prevaléncia de
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doenca céarie e consumo de refrigerantes, alimentos sélidos cariogénicos e consumo
de sacarose.

Fraiz e Walter (2001) estudaram os fatores associados com o0
desenvolvimento de céarie dentaria em pré-escolares que receberam atencéo
odontoldgica constante, em acdes educativas e preventivas. Foram avaliadas
duzentas criancas de 24 a 48 meses de idade, participantes da Bebé- Clinica da
UEL (Universidade Estadual de Londrina). Foi aplicado questionario as maes e
exame clinico nas criancas para verificacdo de carie e presenca de placa visivel. A
presenca de placa visivel nos incisivos superiores esteve fortemente associada com
a presenca de carie. Os fatores relacionados a presenca de placa visivel na
superficie vestibular dos incisivos foram a educacao formal materna e paterna, pais
nao casados, alto consumo de acucar, presenca de carie, baixa frequéncia de
higiene bucal, auséncia de uso de dentifricio e comportamento dificil durante a
higienizacdo bucal domiciliar. Os autores puderam concluir que o padréo dietético
continua sendo o principal responsavel pelo desenvolvimento de lesdes de carie,
sendo que a presenca de placa bacteriana visivel na superficie vestibular dos
incisivos superiores deve ser considerada sinal clinico importante.

Ismail e Sohn (2001) investigaram a associacdo entre condi¢cdes soécio-
econdmicas e a severidade da carie em criancas de 6 a 7 anos de idade, que
tiveram acesso a tratamento odontolégico desde o nascimento. Foram examinadas
955 criangas, ap0s o0 preenchimento de questionarios pelos responsaveis. Das
criangas examinadas, somente 8,4% tiveram sua primeira visita ao dentista
agendada antes dos dois anos de idade, sendo que 88,5% das criancgas tiveram sua
primeira visita entre dois a cinco anos de idade. As criancas, cujos pais
apresentavam nivel educacional e sécio-econdmico melhor, tinham menor nidmero
de dentes afetados por cérie.

Karjalainen et al. (2001) estudaram a relagdo entre ingestdo diaria de
acucares e a prevaléncia baixa de céarie, associada a higiene bucal e nivel
educacional dos responsaveis, em criancas de 3 a 6 anos de idade. Foram
realizados exames clinicos e avaliacdo do indice de higiene bucal aos 37,4 meses e
novamente aos 73,7 meses. Nas duas ocasides, 0s pais foram entrevistados com
relacdo ao consumo de acucares e habitos de higiene. Nos periodos avaliados, a
proporcao de criancas com experiéncia de carie aumentou de 16 para 40%. O nivel

de ingestdo de aguUcares nas criangas que desenvolveram carie aos seis anos de
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idade, foi maior aos trés anos, do que as criancas livres de cérie. Os autores
puderam concluir que a combinagao da ingestao de agucares mais que uma vez por
semana e a presenca de placa visivel aos trés anos de idade, pode predispor a carie
trés anos depois.

Pimenta et al. (2001) avaliaram trés geracdes brasileiras (93 individuos de
seis familias), com coleta de saliva ndo-estimulada. As col6nias caracteristicas foram
contadas, re-inoculadas e biotipadas, sendo o S. mutans isolado em 86% dos
individuos. As contagens na saliva variaram de 3X 10% a 1,6X 10 UFC/mL de saliva.
Todos os adultos estavam colonizados. Apenas em 35% das criangas a bactéria foi
detectada, sendo 63,7% eram monocolonizadas. Devido a alta prevaléncia do S.
mutans na saliva dos membros da familia, sugeriu-se o risco de transmissao
intrafamiliar.

Gripp e Schlagenhauf (2002) avaliaram a influéncia de verniz de clorexidina
na supressao de S. mutans em quarenta e quatro mées com contagens altas na
frequéncia de colonizacdo de suas criancas com um més de idade, edéntulas, e
apos a erupcdo dos primeiros dentes. Verificou-se que a aplicacdo do verniz em
dezesseis maes com contagens altas de S. mutans resultou em reducéo significativa
na contagem dos bebés aos dois anos de idade.

Em estudo dinamarqués, Tanner et al. (2002) coletaram amostras bucais de
174 criancas dentadas e 18 pré-dentadas de 6 a 36 meses de idade e de suas
babas, sendo usadas provas de DNA. Um alto percentual de criancas foi positivo
para a deteccdo de uma espécie individual quando sua cuidadora era também
positiva. Por regressdo logistica houve significativa associacdo entre espécies
identificadas. Os autores puderam conclui que patdégenos orais foram detectados em
criancas pré-dentadas.

Okada et al. (2002) fizeram um estudo em cento e quatro criancas de 2 a 12
anos de idade, em que foram analisadas amostras de placa dental retidas em
escovas de dente estéreis, para posterior anadlise por PCR, e avaliacdo da
ocorréncia de A. actinomycetemcomitans e P. gingivalis. Das criangas avaliadas, trés
delas foram positivas tanto para A. actinomycetemcomitans quanto para P.
gingivalis. A idade minima para colonizacdo foi de 3 anos e 5 meses para A.
actinomycetemcomitans e 5 anos e 3 meses para P. gingivalis.

Yang et al. (2002) fizeram analise da placa bacteriana de 142 pares de maes

e criancas de 6 a 36 meses de idade. Os periodontopatdégenos foram encontrados
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em 71% das criangas, havendo forte correlagéo entre sangramento a sondagem nas
criancas e colonizacdo por T. forsythia. A. actinomycetemcomitans foi encontrado
raramente nos individuos avaliados.

Carifio et al. (2003) avaliaram a prevaléncia e severidade da carie dentaria em
uma amostra de 993 criancas na faixa etéria de 2 a 6 anos de idade. Aos dois anos,
a prevaléncia obtida foi de 59%, aos trés anos, de 85%, aos 4, 90% e aos cinco e
seis anos, foi de 94 e 92%. Quanto aos habitos, a grande maioria das criancas era
amamentada no peito juntamente com a mamadeira. Com relagéo a higiene bucal, a
maioria a havia iniciado aos dois anos de idade, sendo habito rotineiro, porém sem a
supervisao dos pais. A grande maioria das criancas avaliadas havia ido ao
consultério odontolégico por razdes emergenciais. Quanto maior a faixa etaria, maior
a prevaléncia de carie, provavelmente devido a introducéo de alimentos acucarados
na dieta alimentar. Os resultados obtidos fizeram com que estes concluissem que: a
carie precoce da infancia é um problema de saude publica; que se deve adotar a
fluoretacdo suplementar como medida preventiva;, e aumentar o0s cuidados
odontologicos na fase pré-escolar.

Lingstrom et al. (2003) avaliaram o efeito de mudancas na dieta alimentar e a
prevaléncia de carie, incluindo a substituicdo total ou parcial da sacarose por
substitutivos ou a introducdo de alimentos protetores a gomas de mascar. Os
resultados quanto a introducdo de sorbitol e xilitol a gomas de mascar foram
inconclusivos segundo os autores.

Ooshima et al. (2003) avaliaram 144 criancas de 2 a 13 anos de idade,
através de amostras de placa coletadas com curetas periodontais nos caninos
deciduos e submetidas a PCR. Os autores nado encontraram bactérias
periodontopatogénicas na placa dental das criancas aos dois anos de idade, porém
a porcentagem de criancgas livres de bactérias diminuiu conforme aumentou a idade.
C. sputigena, Actinobacillus Actinomycetemcomitans, C. ochracea, T. forsythia, e E.
corrodens foram mais frequientemente encontrados em saliva do que em placa. P.
nigrescens e C. rectus foram mais encontrados em placa do que saliva.

Amostras de saliva e placa dental foram analisadas por Spolidorio et al.
(2003), em vinte e duas familias brasileiras. As colonias de S. mutans foram
isoladas, caracterizadas bioguimicamente com base na fermentacdo de
carboidratos, e o polimorfismo genético foi pesquisado através da técnica de AP-

PCR, utilizando primer OPA-13. Os fragmentos de DNA obtidos foram amplificados e
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comparados, através de eletroforese, sendo que em trés familias analisadas o pai
apresentou linhagens com similaridade genética as dos bebés. Em doze familias a
similaridade foi verificada entre mées e bebés, e sete bebés apresentaram
similaridade de linhagem com as do irmdo mais velho. Concluindo, os autores
afirmaram que a técnica foi eficaz em demonstrar o polimorfismo genético de S.
mutans.

Suda et al. (2003) realizaram estudo em 95 escolares de 8 a 11 anos, em que
foi realizada coleta de saliva e placa dental do sitio mésio-vestibular do primeiro
molar superior, para avaliacdo através da técnica indireta da imunofluorescéncia. E.
corrodens foi encontrado em 83,2% dos pacientes avaliados, e C. rectus, em 84,2%.
Ja T. forsythia, juntamente com A. actinomycetemcomitans, foram as bactérias mais
freqlientes em criancas de 10 a 11 anos com sitios de Pl 2 ou 3 e calculo. P.
gingivalis foi detectada em sitios com calculo, BOP positiva e Pl igual a 2 ou 3.

Wan et al. (2003) realizaram um estudo com o objetivo de estabelecer a taxa
de infeccéo e idade média da colonizacdo por S. mutans ap0s erupc¢ao dentaria em
72 bebés de 6 a 24 meses de idade. A cada trés meses, do nascimento até 24
meses, foram realizados exames clinicos, preenchimento de questionarios e coleta
de saliva ndo-estimulada da lingua e dentes de maes e bebés. ApGs a coleta do
material, as amostras foram processadas para analise microbiolgica em Agar S.
mutans-seletivo-triptone-yeast-cisteina-sucarose-bacitracina. Foram avaliados
somente os bebés que ainda ndo haviam sido colonizados por S. mutans. Dos 312
bebés, somente 111 possuiam os critérios para a inclusdo na pesquisa. Aos 24
meses, 79% das 312 criancas apresentavam S. mutans. A idade principal e média
para colonizacdo em criancas portadoras de dentes foi de 15,7 e 16 meses
respectivamente. Além disso, nesta faixa etéria, 9% das criancas colonizadas por S.
mutans apresentaram carie, enquanto que nenhuma das que ndo apresentavam a
bactéria, apresentavam carie. Os fatores que podem estar associados com a
colonizagcédo por S. mutans sao: ingestdo noturna de fluidos agucarados, exposicéo
frequente a acucar e petiscos, compartilhar comida com adultos e niveis maternais
elevados de S. mutans na saliva. Em contraste, a ndo-colonizacéo estava associada
a escovacao dental e uso de antibioticos.

Davenport et al. (2004) determinaram a prevaléncia de carie dentaria em cem
criancas nascidas pré-termo e com baixo peso, comparando a indices observados

em criangas normais. As criangas nascidas com baixo peso sao mais

Karine Takahashi ~ Doutorado Odontopediatria



46

freqientemente amamentadas por mamadeira, porém as nascidas com peso normal
prolongam este habito por tempo maior. Sessenta criangas tiveram experiéncia de
carie dentaria, sendo esta, mais frequiente em criancas nascidas com peso normal e
garotos, em comparacdo com as meninas e as criancas nascidas pré-termo. Os
autores puderam concluir que as criangas nascidas pré-termo tém menor indice de
carie, por terem habitos de dieta alimentar mais pobres.

Ersin et al. (2004) investigaram a transmissdo de S. mutans entre mae, pai e
crianca, em um grupo de 8 familias, usando PCR. As maes que apresentavam altos
niveis de S. mutans na saliva ndo-estimulada e criancas de 2 a 3 anos participaram
da pesquisa. Isolados de S. mutans foram obtidos da placa bacteriana das criancas
com palitos de dentes estéreis entre nove e onze horas da manha. As amostras
foram entdo processadas para determinacdo bacteriana. Os resultados obtidos
foram que todas as mdaes e pais dividiam gendtipos similares com as criancgas,
sugerindo que estes podem ser fonte de transmissdo de S. mutans para as criancas.

Hamlet et al. (2004) coletaram amostras de placa bacteriana com cones de
papel de primeiros molares e incisivos de 28 adolescentes de 11 a 13 anos, para
posterior analise por PCR para determinacdo de T. forsythensis, correlacionando
com a perda de insercdo. De cinquenta e seis individuos envolvidos na pesquisa,
trinta e seis apresentaram esta bactéria, em algum dos estagios, durante os trés
anos da pesquisa, havendo grande correlacdo com a perda de insercdo. As taxas de
perda de insercao foram 8,16 vezes mais altas nas criancas infectadas em cada
exame.

Klein et al. (2004) realizaram estudo longitudinal de transmissao, diversidade
e estabilidade de S. mutans e S. sobrinus com dezesseis pares de mae e filhos
brasileiros. Apds vinte meses de monitoramento, concluiu-se que 0s genotipos
destas bactérias adquiridas de fontes maternas ou alternativas podem mostrar
efetiva persisténcia na cavidade bucal e/ ou atuagéo transitéria na boca da crianca,
refletindo no desenvolvimento continuo da microbiota bucal em criangas.

Lindquist e Emilson (2004) determinaram a aquisi¢do inicial de S. mutans e S.
sobrinus em criancas cujas maes apresentavam ambas as espécies, além de o risco
de transmissao das duas espécies ser similar, deteccdo da bactéria e prevaléncia de
carie até sete anos de idade, e examinar a aquisicdo e persisténcia de diferentes
genotipos em pares de criancas e maes. Foram avaliadas doze mées de quinze

criancas, com trés mées possuindo dois filhos cada. As avaliagbes se iniciaram
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quando as criangas completaram seis meses de idade, ocorrendo a cada seis meses
até completarem trés anos e uma vez ao ano, até completarem sete anos de idade.
Foi coletada saliva estimulada de pares de criancas e maes, e placa proveniente de
dentes e lingua das criangcas. As amostras obtidas foram analisadas em laboratorio.
Além disso, foi realizado levantamento da prevaléncia de carie dentaria. Das
criancas avaliadas, dez adquiriram S. mutans durante os sete anos de pesquisa, em
gue quatro delas eram colonizadas pelas duas espécies, S. mutans e S. sobrinus. O
tempo para aquisicao inicial de S. mutans na saliva variou entre 1,5 e 5 anos de
idade, e para S. sobrinus entre 2 e 7 anos. Um total de vinte e seis gendtipos foram
encontrados nas criangas e nove deles eram idénticos aos das mées. A experiéncia
de cérie foi considerada baixa no periodo estudado, envolvendo oito criangas.
Rosenblatt e Zarzar (2004) avaliaram a prevaléncia de carie precoce da
infancia em 468 criancas de 12 a 36 meses de idade, pertencentes a familias de
condi¢cdes soOcio-econbmicas baixas atendidas na clinica pedidtrica do Centro
Médico Amaury de Medeiros (Maternidade da Universidade de Pernambuco -
Recife). Foram realizados exames clinicos visuais na sala de espera do Hospital,
sob iluminacéo natural, apés a realizagdo da limpeza dos dentes com gaze. As maes
foram entrevistadas com relacdo ao tipo de alimentacdo dos bebés, nimero de
refeicdes contendo agucares no dia, ingestdo de agucares, dieta alimentar habitual,
inicio e tipo de higienizacdo bucal. Com relacdo aos resultados obtidos, a
associacao entre o0 sexo e a prevaléncia de céarie dentaria, nao foi estatisticamente
significante. Das criancas avaliadas, 103 (28,46%) apresentaram cérie e 335
(71,6%) nao apresentaram. Com relacdo ao aleitamento, 327 (69,9%) foram
amamentadas com mamadeiras contendo acucares, apesar de esta informacéo nao
ter sido estatisticamente significante. A carie dentaria foi mais prevalente nas
criancas com dieta alimentar cariogénica (31,8%), sendo a associacdo altamente
significante. As associa¢des entre 0 numero de refeicdes acucaradas e presenca de
carie, assim como, higienizacédo bucal, foram significantes. Pode-se concluir que a
prevaléncia de carie dentaria em criancas de 12 a 36 meses de idade provenientes
de familias brasileiras de baixa renda é extremamente alta comparada a outras
partes do mundo. Nao houve correlagdo da céarie precoce da infancia com o tipo de
aleitamento, e sim com a idade, ingestdo de acucares entre as refeicdes e dieta

alimentar cariogénica.
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Suda et al. (2004) analisaram através da técnica indireta de
imunofluorescéncia amostras de placa da mesial de primeiros molares inferiores de
105 estudantes de 15 anos de idade. Estes autores puderam verificar que P.
gingivalis e T. forsythia sdo encontradas em dentes com profundidade de sulco
maior ou igual a 3,5 mm. E. corrodens foi encontrado em 89,7% das criancas
avaliadas, ja T. forsythia em 60,7%, A. actinomycetemcomitans do tipo b, em 31,8%
e do tipo c em 21,5%. C. rectus estava presente em 84,2%, e P. gingivalis em
47,7%.

Ja Umeda et al. (2004) avaliaram 56 criancas de 1 a 15 anos de idade, e seus
pais, a partir da analise de amostras de placa e saliva, processadas por PCR.
Verificou-se que criangas do sexo feminino em fase de denticdo mista apresentam T.
forsythia com maior freqiiéncia, do que as do sexo masculino. Aqueles pais que néo
apresentavam bactérias do tipo A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, T. forsythia
e P. intermedia, as mesmas também ndo foram observadas na cavidade bucal de
seus filhos. Porém, estas bactérias foram detectadas mais freqientemente na
cavidade bucal das criancas cujos pais apresentavam estes patdogenos. A.
actinomycetemcomitans foi encontrado em criancas livre de célculo ou inflamacéo
gengival em denticdo decidua. Ja T. denticola foi encontrada com maior freqiéncia
em denticdo mista. C. rectus foi a bactéria mais prevalente oscilando de 80 a 100%
de freqUéncia nas criancas avaliadas.

Vachirarojpisan et al. (2004) avaliaram a relacdo entre fatores socio-
econdmicos e comportamentais e a severidade da carie precoce da infancia em
criancas tailandesas de 6 a 19 meses de idade. A metodologia da pesquisa envolveu
preenchimento de questionérios, exames clinicos e contagens de S. mutans. As 520
criancas foram divididas em grupos por idades e dentes erupcionados. Na faixa
etaria de 15 a 19 meses, a prevaléncia de carie dentaria foi de 82,8%. Os indices
foram maiores nas criancas provenientes de familias pobres e de baixo nivel
educacional, além disso, nas criancas cujas maes e babas possuiam altos indices
de carie, eram amamentadas no peito e que possuiam altos niveis de S. mutans na
boca, apesar de somente o0s niveis de S. mutans terem sido estatisticamente
significantes. Concluindo, os autores afirmam que a cérie precoce da infancia tem
prevaléncia alta, necessitando de apoio de programas preventivos em idade

precoce.
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Arthur et al. (2007) avaliaram a diversidade genotipica de S. mutans no
biofilme dental formado in situ, sob exposicédo frequente a sacarose, carboidratos
fermentaveis e indutor de sintese de EPS, e, como controle, seus monossacarideos,
glicose e frutose, que sdo somente fermentaveis. Foram utilizados 7 voluntarios
saudaveis, de 18 a 28 anos de idade, dos quais foram obtidos espécimes salivares
de S. mutans que foram congelados para posterior utilizacdo. Estes voluntarios
utilizaram dispositivos intra-orais na regido palatina contendo 6 blocos de esmalte
dental humano sadio, submetidos oito vezes ao dia a irrigacdbes com agua
deionizada (controle negativo), mistura de glicose e frutose (acidogénico), sacarose
(acidogénico e indutor de EPA). O biofilme formado no esmalte foi coletado apdés 3,
7 e 14 dias e cultivados em Agar Mitis Salivarius, e processadas para analise em
AP-PCR. Esta analise demonstrou que genotipos salivares foram também
detectados em todas as amostras de biofilme, independente do tratamento utilizado.

Lembo et al. (2007) analisaram numeros de genoétipos de S. mutans em sitios
orais de criancas com diferentes experiéncias de carie e determinaram propriedades
adesivas e habilidade destes gendtipos de sobreviver em ambientes acidos. Foram
coletadas amostras de saliva estimulada de lingua e dentes de dez criangas néo-
portadoras de cérie e onze criancas com leséo de carie na faixa etaria de 5 a 8 anos
de idade. Foram isolados 339 genotipos de S. mutans detectados por PCR. Um
isolado de cada gendtipo foi testado por sua susceptibilidade acida e habilidade de
formar biofilme. Foram determinados cinglienta e um genotipos distintos, de 1 a 3
genodtipos em cada amostra. Um anico gendtipo foi detectado em sete criancas,
enquanto que as quatorze restantes exibiram de 2 a 7 gendétipos. Nao houve
diferenca significante no numero de gendtipos detectados entre criancas portadoras
ou livres de carie. Nao se observou relacao entre o nimero de genaotipos e 0s niveis
salivares de S. mutans. Os genotipos com baixa susceptibilidade a desafios acidos
foram estatisticamente mais frequentes entre isolados de criangas ativas do que
entre criancas livres de carie. O presente artigo sugere haver diferencas na
distribuicdo de gendtipos de S. mutans de acordo com o sitio bucal, e que
populacdes de S. mutans diferem na susceptibilidade a acidos e habilidade de
formar biofilme.

Moreira et al. (2007) realizaram revisdo da literatura acerca dos fatores
determinantes na epidemiologia e transmissibilidade da doenca céarie e sua relacéo

com a bactéria Streptococcus mutans. Os autores sugerem que a transmissédo da
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bactéria entre individuos pode ser essencialmente devido a fatores inter-
relacionados como afinidade bacteriana e numero de unidades de colbnias
formadas, capazes de promover o ataque.

Ohlund et al. (2007) analisaram associagées entre carie dentaria, niveis
salivares de S. mutans e lactobacilos, e dieta alimentar, enfatizando especialmente a
ingestdo de carboidratos fermentaveis, em uma populacdo de 4 anos de idade,
pertencente a uma regiao de baixa prevaléncia de carie dentaria. O grupo de estudo
consistiu 234 criancas, das quais, 124 receberam a analise da dieta alimentar
através de diério alimentar, exames clinicos intra-orais, que avaliaram a presenca de
carie, placa visivel e inflamacgéo gengival. Além disso, foram coletadas amostras de
saliva estimulada para determinacdo de contagens de S. mutans e lactobacilos em
agar mitis-salivarius e agar rogosa. S. mutans foi encontrado em amostras de 44 %
das criangas, sendo correlacionado significantemente com a prevaléncia de carie.
Verificou-se presenca de placa visivel em 19% das criancas, sendo que a
experiéncia de carie foi maior nas criancas que possuem maior acumulo. Na
avaliacao dietética, o queijo mostrou néo ter correlagdo com a carie, assim como
nenhum outro alimento.

Régo et al. (2007) avaliaram a transmissdo de A. actinomycetemcomitans
entre trinta mulheres brasileiras com periodontite crénica e suas criangas. Foi
realizada coleta de placa subgengival em trés sitios, que foram posteriormente
submetidos a cultura microbiolégica. O microrganismo estudado foi encontrado em
oito das trinta maes avaliadas, que tiveram oito filhos submetidos a analise, porém,
somente duas apresentaram o microrganismo. Por esta razdo, néo foi detectada
transmissao entre mées e filhos de A. actinomycetemcomitans.

Sakai et al. (2007) avaliaram a prevaléncia de patdgenos periodontais
(Actinobacillus actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Prevotella
nigrescens, Treponema denticola) na saliva de sessenta e quatro criangcas em
denticdo mista, em diferentes tempos (um ano), por meio de PCR, correlacionando
com achados clinicos de parametro gengival. Foram realizados exames clinicos em
consultorio, em que foi avaliado o grau de severidade da inflamagéo gengival (leve,
moderado e severo), além disso, foi realizada coleta de saliva ndo-estimulada. As
amostras recolhidas foram entdo processadas para extracdo de DNA e realizacao de
PCR. Os resultados obtidos demonstraram, apos analise estatistica, que 62 (96,9%)

e 50 (83,3%) das criancas avaliadas apresentavam inflamacéo gengival leve, apesar
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de 2 (3,1%) e 10 (16,7%) apresentarem escores moderados nas duas avaliagdes. A
maioria das criangas (81,2% no primeiro periodo, e 73,3% no segundo) possuia
niveis detectaveis de pelo menos um tipo de bactéria. A prevaléncia encontrada foi
de 4,7% e 1,7% para Actinobacillus actinomycetemcomitans, 6,3% e 8,3% para
Porphyromonas gingivalis, 23,4% e 48,3% para Prevotella nigrescens, e 71,9% e
50% para Treponema denticola. N&o foi encontrada relacao significante entre indice
gengival e presenca dos patégenos e combinacao de diferentes espécies.

Baca et al. (2008) avaliaram a possibilidade de cadeias de S. mutans serem
detectadas efetivamente em amostras de saliva estimulada ou placa, provenientes
de superficies bucais e oclusais de primeiros molares permanentes. Foram avaliadas
vinte criancas em faixa etaria escolar (de 6 a 7 anos de idade), cujas amostras eram
positivas para S. mutans. As amostras foram cultivadas em Agar MSB. Todos os
isolados identificados como S. mutans foram analisados genotipicamente por PCR.
Foram isolados vinte e oito genotipos: 23 em amostras de saliva, 23 em amostras de
placa da superficie bucal dos molares e 16 em amostras de placa da superficie
oclusal dos molares. Apesar de amostras de saliva ndo revelarem todos os
genotipos isolados, foi equivalente em termos de efetividade quando comparada a
amostras de placa, sendo mais efetiva esta Gltima quando coletada em fissuras.

De Soet et al. (2008) avaliaram 490 criancas em idade escolar, no Suriname,
nos anos de 2002 a 2005. Foram realizados exames clinicos nas criancas, e
tratamento das necessidades odontologicas, em diferentes estratégias. Foram
coletadas amostras de saliva e sangue na data de inicio e um ano apés, para
determinacao das concentracdes de AGP, CRP, neopterina, S. mutans e CD 14-260.
N&o houve associacdo significante entre as estratégias de tratamento e o0s
parametros avaliados. Os autores puderam concluir que a saude geral ndo é
significantemente afetada pelo tratamento das lesdes cariosas.

Nakano et al. (2008) avaliaram vinte e seis criangas por um periodo de sete
anos, com relacdo a colonizacdo de bactérias periodontopatogénicas. Foram
realizadas coletas de placa bacteriana e saliva nos periodos de 1999-2000 e 2006-
2007. As amostras foram processadas para analise através de PCR, principalmente
para deteccdo de Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola e Tannerella
forsythia. Esta ultima foi a espécie mais frequiente. As taxas de deteccdo no segundo
periodo foram significantemente maiores do que no primeiro. Concluindo, pode-se

afirmar que individuos abaixo de dez anos de idade, que possuem pelo menos uma
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das bactérias periodontopatogénicas, ou C. rectus tem risco aumentado de
desenvolver espécies bacterianas periodontais durante a adolescéncia ou na fase de
adultos jovens.

Vicente et al. (2008) avaliaram a presenca de S. mutans na saliva e a
prevaléncia da doencga cérie em escolares da rede publica de ensino do Parang,
estabelecendo o risco individual para o desenvolvimento da doenga. Foram
avaliadas 237 criancas na faixa etaria de 5 a 11 anos, das quais foram coletadas
amostras de saliva ndo-estimulada, que sofreram cultivo microbiolégico, juntamente
com o exame clinico realizado no péatio da escola com luz natural. A partir dos
resultados das analises microbioldgicas pode-se observar que 81% das criangas
apresentavam altas contagens de S. mutans na saliva, e apenas 19% apresentavam
baixas contagens. Em relacéo ao indice de atividade de carie, verificou-se que 73%
das criancas apresentavam alta prevaléncia da doenca, os outros 27% se dividiam
entre média e baixa. Entre as criancas com alta prevaléncia, 83,5% apresentavam
altas contagens de S. mutans, confirmando a relag@o entre risco microbioldgico e a
prevaléncia de carie dentaria.

Alves et al. (2009) avaliaram a colonizacgéao inicial por Streptococcus mutans
em 119 lactentes por um periodo de 1,5 anos, rastreando a transmissdo entre
crianca- crianca, baba- crianga, mée- crianga. A pesquisa se iniciou quando 0s
bebés possuiam entre 5 a 13 meses de idade, realizando-se exames periodicos a
cada seis meses, em que foram avaliados 0s niveis orais de Streptococcus mutans e
o0 desenvolvimento de lesbes cariosas. Foram encontrados 1392 isolados desta
bactéria, que foram submetidos a andalise por PCR e cromossomal genotipagem. Os
niveis salivares de S. mutans mostraram correlacdo com a presenca de lesbes
cariosas, sendo que 40,3% das criancas apresentaram esta bactéria. Porém, nao foi
encontrada semelhanca entre genétipos examinados entre criangas, maes e babas.

Kishi et al. (2009) avaliaram a relacdo entre niveis salivares quantitativos de
S. mutans e S. sobrinus em maes, presenca de cérie e a colonizacdo por estas
bactérias em amostras de placa de criancas de 2,5 anos de idade. Foram coletadas
amostras de saliva das maes, e placa das criancas que foram submetidas a analise
por PCR e cultura, além da determinacdo da prevaléncia de cérie dentaria nas
criancas por um periodo de dois anos. Os resultados obtidos comprovaram a
similaridade de niveis salivares destes dois patégenos nos pares de maes e

criangas.
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Papaioannou et al. (2009) coletaram amostras microbianas de noventa e trés
criancas de trés a doze anos de idade, da cidade de Atenas. As amostras foram
submetidas a técnica de hibridizacdo DNA- DNA, e os resultados obtidos
evidenciaram que as espécies bacterianas diferiram significativamente entre locais
de coleta, sugerindo padrées de colonizacdo. Os periodontopatdégenos mostraram
aumento proporcional ao aumento da idade das criangas, principalmente as
bactérias consideradas do complexo vermelho.

Tankkunnasombut et al. (2009) avaliaram duzentas e trinta e duas crian¢as na
faixa etaria de dois a trinta e seis meses de idade, pacientes da Clinica de Bebés de
Bangkok, na Tailandia. As criancas foram divididas em trés grupos, um composto
por edéntulos, outro composto por criancas que possuiam de um a oito dentes
irrompidos e outro grupo composto por criancas que possuiam de nove a vinte
dentes irrompidos. As amostras microbiolégicas foram coletadas com zaragotoas,
que foram friccionadas na regido de alveolar, lingua e mucosa. Para a determinacéo
de contagens de S. mutans, as amostras foram diluidas e cultivadas em placas
contendo Agar Mitis Salivarius com bacitracina. A colonizacéo por estas bactérias foi
encontrada em 26% das criancas, com idade média de 20 meses, em criancas
edéntulas ocorreu em 2% dos casos, e sempre antes dos dois anos de idade.
Estatisticamente, ndo houve correlacdo entre a colonizacdo por S. mutans e habitos
de higiene e dieta alimentar. A porcentagem de criancas colonizadas por este
patdgeno aumentou com significativamente com a idade e o niamero de dentes
irrompidos. Os resultados sugerem que a prevencdo da colonizagao inicial em
algumas populacdes deve se iniciar prioritariamente antes da erupcgédo dos dentes

deciduos.
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fm funcé@o do papel desempenhado pela microbiota bucal e por diferentes

fatores predisponentes no estabelecimento e progressdo da carie dentaria e
patologias periodontais, esse estudo longitudinal objetivou avaliar quantitativa e
qualitativamente a microbiota residente do biofilme bucal e saliva de mées e pares
de criancas de 6, 12, 18 e 24 meses de idade submetidas a atendimento
odontoldgico, relacionando-a com dieta alimentar, presenca ou ndo de dentes,

prevaléncia de carie dentaria e condicdo gengival.
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ccjodos 0s procedimentos descritos a seguir passaram previamente pela

aprovagdo da Comissdo de Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia de
Aracatuba — UNESP (Processo FOA 2006 — 01470) (Anexo A).

Como a filosofia do atendimento aos pacientes que ingressam no programa
da Bebé Clinica da Faculdade de Odontologia de Aracatuba — UNESP é
preferencialmente educativa e preventiva, o primeiro passo foi o agendamento dos
responsaveis pelo bebé para assistirem uma palestra sobre a importancia do
estabelecimento de habitos adequados de higiene bucal, dieta alimentar, valorizacéo
dos dentes deciduos, os cuidados necessarios para a manutencao da saude bucal,
funcionamento da Bebé Clinica, dentre outros temas. Cumprida esta exigéncia, e de
que a crian¢a nao tenha atingido um ano de idade, o paciente passou a integrar o
quadro de participantes do programa, sendo atendido com retornos agendados de
periodicidade bimensal, permanecendo nesta rotina de atendimento periodico até
completar quatro anos de idade. A descricdo da rotina de atendimento da Bebé
Clinica-Faculdade de Odontologia de Aracatuba- UNESP encontra-se detalhada em
trabalho publicado por Cunha et al. (2000).

CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

Fizeram parte da avaliacao inicial, para comporem a amostra desta pesquisa,
pacientes da bebé-clinica que se adequassem aos seguintes pré- requisitos:
criangas edéntulas, pertencentes ao programa da Bebé — Clinica, que ndo estavam
fazendo uso de antimicrobianos nos 3 meses que precederem a coleta de
espécimes clinicos, pacientes ndo portadores de necessidades especiais e
pacientes cujas maes concordassem em participar da pesquisa.

ANAMNESE AOS 6, 12, 18 e 24 MESES DE IDADE

Foi realizado estudo longitudinal, que avaliou as criancas nas faixas etarias de

6, 12, 18 e 24 meses de idade, correlacionando a microbiota presente com a
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microbiota materna, além de fatores de higiene, dieta alimentar, condi¢cdo gengival,
prevaléncia de carie dentaria e erupcao dentaria.

Em todos os periodos estabelecidos para analise (6, 12, 18 e 24 meses de
idade) foi aplicado um questionario em que as maes foram indagadas quanto ao tipo
de alimentacao e higiene bucal das criancas. A seguir foi realizada a coleta de saliva
e de biofilme para posterior analise microbiolégica. Posteriormente foi realizada
higiene bucal com auxilio de gaze embebida em agua oxigenada diluida (3:1), e 0
exame clinico, sob luz artificial e espelho clinico, que incluia a avaliacdo da condicéo
gengival, presenca de dentes e prevaléncia de céarie dentaria.

Apés a coleta de saliva, foi entdo realizado o exame clinico, em que foram
avaliadas a condicdo gengival, a presenca de dentes e a prevaléncia de carie
dentaria. Ao exame clinico intra bucal, foram verificadas as condi¢cbes dos tecidos
moles e rodetes gengivais (nas criangas de até seis meses de idade).

Nas demais faixas etarias, além das estruturas acima descritas, foram
avaliados também os elementos dentarios. Como sabemos que nas criangas que
estdo passando pelo processo de erupcdo dentaria, existe grande variedade de
profundidade do sulco gengival, e também pelo fato de o comportamento de choro
continuo ser constante nesta faixa etaria, optou-se pela realizacdo de exame
periodontal sem a utlizagdo de sondas periodontais, baseando-se entdo pela
presenca ou auséncia de inflamacdo gengival, presenca de calculo dentario,
coloracdo, textura e sangramento gengival. Foram observadas as faces
mesiovestibular, vestibular, distovestibular, mesiolingual, lingual e distolingual de
cada dente.

A condicéo clinica dos dentes presentes foi avaliada segundo os critérios de
Melhado (2003) com seus respectivos codigos:

e Dente higido (H) - dente apresentava-se livre de carie dentaria;

e Cérie em esmalte sem cavitagdo (CESC) - pelo menos uma das
superficies apresentando lesdo de mancha branca em decorréncia da
desmineralizacdo do esmalte;

e Cérie em esmalte com cavitagdo (CECC) - pelo menos uma das
superficies apresentando lesédo cariosa cavitada em esmalte;

e Carie em dentina (CDEN) - pelo menos uma das superficies apresentando

lesdo cariosa cavitada em dentina.
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LEVANTAMENTO DA DIETA ALIMENTAR - 12,18 e 24 meses de idade

Aos seis meses, durante a anamnese, através de questionario, as maes
foram indagadas quanto ao tipo de aleitamento, se materno ou artificial, e qual o
conteudo da mamadeira, e existéncia de habitos de aleitamento noturno. Como até a
idade dos seis meses recomenda-se que a crianga seja alimentada exclusivamente
por leite materno, ndo foi aplicado diario alimentar nesta fase inicial do trabalho,
somente foi questionado se a crianca fazia ingestao de outros alimentos.

Para esta avaliacao foi utilizado o Registro da Dieta alimentar, preconizado
por Thylstrup e Fejerkov (2001), no qual foram registrados a quantidade, freqiiéncia
e composi¢cado da alimentacao ingerida durante o periodo de 7 dias, que precederem
a coleta dos espécimes clinicos. Com relacdo ao padrao de consumo de alimentos
cariogénicos, avaliado através dos diarios alimentares preenchidos pelas maes, em
que elas fizeram anotac¢des dos alimentos ingeridos pelas criangas no periodo de 7
dias, os dados foram tabulados como detalhado a seguir. Os alimentos contendo
carboidratos, acucares e seus derivados foram agrupados conforme a frequiéncia de
seu consumo em pontos, entre diario (5 pontos), semanal (2 pontos) ou consumo
raro (1 ponto). Estes pontos foram somados para classificar o padrdo de consumo
de alimentos cariogénicos em alto e moderado. A frequéncia de ingestdo foi
considerada alta, quando a soma de valores ponderados foi igual ou maior a 30; e
moderado, quando a soma de valores for menor que 30 (FRAIZ, 1998; LLENA,;
FORNER, 2008).

COLETA DOS ESPECIMES CLINICOS — AVALIACAO MICROBIOTA BUCAL 6, 12,
18 E 24 MESES DE IDADE:
CRIANCAS.

A coleta de saliva foi realizada antes do exame clinico, uma vez que para

realizacdo deste ultimo precedeu-se a limpeza da cavidade bucal da crianca,
podendo esta interferir nos resultados microbiolégicos. Para as criancas edéntulas,
foram realizadas no periodo da manha, utilizando-se zaragatoas estéreis, que
coletavam gentilmente 0,1 mL de saliva na regido dos rodetes gengivais e regiao
sublingual.

Para as criangas que ja possuiam dentes, o biofilme dental era coletado com

cones de papel absorvente que eram gentilmente introduzidos no interior do sulco
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gengival, enquanto a saliva continuou sendo coletada segundo o método descrito
acima para criancas edéntulas.

A seguir, as amostras foram transferidas para meio de transporte VMGA I,
para minimizar o contato com o oxigénio atmosférico, para as amostras que foram
submetidas a cultivo microbiolégico e para agua super pura (MilliQ), para os
espécimes destinados a extragdo de DNA.

MAES

Como descrito acima, a coleta de saliva e do biofiime dental foi realizada
antes do exame clinico. As méaes foram orientadas a depositar, em microtubos, pelo
menos 0,1mL de saliva ndo estimulada, que fora transferido para banho de gelo até
a extracdo do DNA microbiano. As coletas também foram realizadas no periodo da
manha e as maes eram instruidas a ndo escovarem os dentes, se alimentarem ou
ingerirem bebidas pelo menos uma hora antes da coleta dos espécimes clinicos.

O biofilme foi coletado com cones de papel absorvente que foram gentilmente
introduzidos no interior do sulco gengival ou bolsas periodontais, em que
permaneciam por aproximadamente 30 segundos e foram transferidos para

microtubos contendo agua ultra-pura MilliQ, que foram mantidos em gelo.

PROCESSAMENTO DOS ESPECIMES  CLINICOS PARA  CULTIVO
MICROBIOLOGICO

No laboratério, os espécimes clinicos transportados em meio VMGA Ill foram
submetidos a diluicbes seriadas em solucédo de diluicio VMGA | e aliquotas de 0,1
ml foram inoculadas em placas contendo o0s seguintes meios de cultura e
submetidos as seguintes condigcdes de incubacdo (GAETTI-JARDIM JUNIOR, 2006):

- agar Fastidious Anaerobe (FAA) enriquecido com extrato de levedura

(0,5%), hemina (5 pg/mL), menadiona (1 pg/mL) e 5% de sangue
desfibrinado de cavalo, incubado em anaerobiose (90 % N, + 10% CO,), a
37° C, por 7 e 14 dias, para isolamento dos anaerdébios;

- 4&gar TSBV, incubado em anaerobiose, a 37° C, por 2, e 4 dias para

isolamento de A. actinomycetemcomitans;
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- agar Mitis Salivarius Bacitracina, com e sem sacarose, incubado em
anaerobiose, a 37° C, por 3 dias, para isolamento de estreptococos bucais,
em particular os estreptococos do grupo mutans;

- agar de tripticaseina de soja acrescido de 5% de sangue desfibrinado de
cavalo, incubado em aerobiose, a 37° C, por 2 e 3 dias para isolamento de
aerobios e anaerobios facultativos;

ApOs o isolamento microbiano e obtencdo de cultura pura, foram realizadas
as analises morfocelular (método de Gram) e morfocolonial dos mesmos, além do
teste respiratorio, para caracterizar o relacionamento dos diferentes microrganismos
com o oxigénio atmosférico, e prova da catalase. A seguir procedeu-se a
identificacdo ao nivel de género e, quando possivel, nivel de espécie dos isolados. A
identificacdo microbiana foi realizada através de “kits comerciais” Rapid ID 32A
(BioMérieux), para os bastonetes Gram negativos e Gram positivos anaerdbios
obrigatérios, Rapid ID 32Strep e API 20 Strep. (BioMérieux), para cocos Gram
positivos, catalase negativa, e RapID ANA Il (Innovative Diagnostic Systems Inc.)
para cocos e bastonetes Gram negativos e Gram positivos, anaerdbios obrigatorios.
Também foram realizados testes de fermentacdo de carboidratos, hidrélise da
esculina, hemaglutinacdo, hemdlise, coagulase, catalase, producédo de gés, indol e
sulfeto de hidrogénio para completar a identificagdo microbiana.

ANALISE DA MICROBIOTA BUCAL POR PCR E REAL-TIME PCR

A presenca de Actinomyces sp., Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
Campylobacter rectus, Eikenella corrodens, Fusobacterium nucleatum,
Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Streptococcus mutans, S. sobrinus,
Tannerella forsythia e Treponema denticola na saliva e no biofilme subgengival, foi
realizada através de amplificacdo do DNA por PCR convencional (OHO et al., 2000;
XIA; BAUMGARTNER, 2003) empregando-se iniciadores especificos para cada um
dos microrganismos alvo. A tabela 1 apresenta os iniciadores especificos que foram
utilizados nos procedimentos de amplificacdo do DNA bacteriano pelo PCR
convencional.

Os niveis salivares de estreptococos do grupo mutans (S. mutans e S.

sobrinus) de maes e bebés também foram avaliados por real-time PCR,
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empregando-se o sistema TagMan na amplificagdo. Os oligonucleotideos utilizados
nesse sistema sao apresentados na Tabela 2.
Nas criancas edéntulas apenas a saliva era avaliada, enquanto nas maes e

criancas com dentes, acrescentava-se também as amostras de biofilme.

Tabela 1 - Iniciadores utilizados nos ensaios de amplificacdo do DNA bacteriano.

o » . i Temperatura de
Iniciadores especificos Oligonucleotideos
anelamento

) 5-GGC KTG CGG TGG GTACGG GC- 3 o
Actinomyces sp. 53°C
5-GC TTT AAG GGA TTC GCT CCR CCT CAC- 3

_ _ 5-GCT AAT ACC GCG TAG AGT CGG- 3 0
A. actinomycetemcomitans 60°C
5-ATT TCA CAC CTC ACT TAAAGG T- 3

5-TTT CGG AGC GTAAACTCCTTTTC-3’ o
C. rectus 60°C
5-TTT CTG CAAGCAGACACTCTT-3

5-CTA ATACCG CAT ACGTCCTAAG-3 o
E. corrodens 55°C
5-ACT GTT AGC AAT CAAGTT GCC C-3

5-ATT GTG GCT AAA AAT TAT AGT T-3
F. nucleatum 55°C
5-ACCCTCACT TTG AGG ATT ATAG-3

o 5-AGG CAG CTT GCC ATA CTG CG- 3’
P. gingivalis 40°C
5-ACT GTT AGC AAC TAC CGATGT- 3

) . 5-TTT GTT GGG GAG TAA AGC GGG- 3 o
P. intermedia 57°C
5-TCAACATCTCTGTATCCTGCGT-3

5-ACT ACACTTTCG GGTGGC TTG G-3 o
S. mutans 59°C
5-CAG TAT AAGCGCCAGTTTCATC-3

) 5- GAT AAC TACCTG ACAGCT GACT-3’ o
S. sobrinus 59°C
5- AAG CTG CCT TAA GGT AATCACT-3
_ 5-GCG TAT GTAACC TGC CCG CA- 3 o
T. forsythia 60°C
5-TGC TTC AGT GTC AGT TATACC T-3
5-TAATAC CGAATG TGC TCATTT ACAT-3

5-TCA AAG AAG CATTCCCTCTTCTTCTTA-3

T. denticola 55°C
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Tabela 2 - Oligonucleotideos utilizados na amplificagdo do DNA microbiano por real-time PCR.

: . ) i - Amplicon Gene
Microrganismo Oligonucleotideo utilizado
(pb) alvo

5-GCC TAC AGC TCAGAG ATGCTATTC T-3
S. mutans 5'-GCC ATA CAC CAC TCATGA ATT GA-3 114 gtfB*
5'- GGA AAT GAC GGT CGC CGT TAT GAA-3' (sonda)
5-TTC AAA GCC AAG ACC AAG CTAGT-3'
S. sobrinus 5-CCAGCC TGAGAT TCAGCT TG T-3' 88 gtfT*
5'-CCT GCT CCA GCG ACA AAG GCA GC-3' (sonda)

*Genes da enzima glicosiltransferase, associado & producéo de polissacarideos extracelulares.

EXTRACAO DO DNA BACTERIANO

O DNA das amostras clinicas foi extraido pelo kit comercial InstaGene Matrix
(Bio-Rad Laboratories, CA, USA). Cada amostra foi processada segundo
recomendacao dos fabricantes (MAEDA et al., 2003).

Cada amostra foi adicionada a 20 pL de proteinase K, seguida de 200 puL do
tampao AL, mantendo-se a mistura a 56°C, por 10 minutos, adicionando-se, a
seguir, etanol absoluto (200 yL) e centrifugando-se o conjunto através do “QlAamp
Column” , a 6000 rpm por 1 minuto. A seguir, desprezava-se o filtrado e
adicionavam-se 500 pyL do tampédo AW1 e repetia-se a centrifugacédo, desprezando-
se, novamente o filtrado. Imediatamente, 500 puL do tampdo AW2 eram adicionados
a “QlAamp Column” e o conjunto era centrifugado a 14.000 rpm por 3 minutos.
Desprezava-se o filtrado, enquanto 200 pL de tampdo AE eram adicionados ao
“QlAamp Column” por 1 minuto, antes de submeter o conjunto a centrifugacao final a
6000 rpm por 1 minuto. O filtrado era mantido a -196°C. A concentragcdo do DNA
alvo, em cada amostra, era determinada em espectrofotdmetro (Beckman, Modelo
DU-640), com leitura da absorvancia (Azeo nm)-

REACAO DE AMPLIFICACAO POR PCR

A amplificacdo do DNA foi realizada em volumes de 25 ul contendo 2,5 ul de
10 X tampé&o PCR, 1,25 ul de MgCl, (50 mM), 2,0 ul de dNTP (10 mM), 0,25 ul de
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Taq DNA polimerase (0,5 U), 1,0 ul de cada iniciador (0,4 uM), 7 ul de agua
ultrapura Milli-Q esterilizada e 10 ul de DNA (ng). A amplificacdo foi realizada em
aparelho de PCR (Perkin Elmer, GeneAmp PCR System 2400) programado para: 1
ciclo de desnaturacdo a 94°C (5 min.); 30-36 ciclos a 94°C (30s-1 min.), temperatura
de anelamento segundo cada iniciador (Tabela 1), 72°C (30s-2 min.), e 1 ciclo de
extensdo final do DNA a 72°C (5 min.).

Em todas as reacdes foi utilizado, como controle positivo, DNA de cepas de
referéncia dos microrganismos estudados, e agua ultra-pura como controle negativo.
Como controle de peso molecular foram utilizados os marcadores 50 bp DNA ladder
(Gene Ruler™) e IKb DNA ladder (Invitrogen). Os produtos da amplificacdo pelo
PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1%, 90 V por 2 horas,
sendo corados com brometo de etidio (0,5 pg/ml) e fotografados sobre
transiluminador com luz UV com camara Kodak (Eletrophoresis Documentation and

Analyses System 120).

DETECCAO E QUANTIFICACAO DOS COCOS CARIOGENICOS POR REAL-TIME
PCR

A guantificacdo de Streptococcus mutans e S. sobrinus foi realizada através
de real-time PCR, empregando-se, para tanto, iniciadores, sondas e condi¢cdes de
amplificacédo especificas descritas por Yoshida et al. (2003) (TABELA 2). Empregou-
se o0 sistema TagMan, com sondas especificas para os dois microrganismos-alvo
marcadas no sentido 5’ com 6-carboxifluoresceina (reporter dye) e no sentido 3’ com
6-carboxitetrametilrodamina (quencher dye).

Inicialmente realizou-se um estudo piloto, onde diluicbes seriadas de um
in6culo conhecido de S. mutans e de S. sobrinus eram submetidas a cultura em agar
Mitis Salivarius Bacitracina Sacarose, a 37°C, em anaerobiose, por 72 horas. A
seguir, em contador de colbnias, determinava-se o numero de unidades formadoras
de colbnias de cada uma das espécies e obtinha-se uma curva populacional das
diluicbes do inéculo. A seguir, 0 DNA microbiano das mesmas diluicdes era extraido
e a quantificacdo do inéculo era realizada em real-time PCR, conforme descrito a
seqguir.

Para avaliagdo da confiabilidade do método, esse procedimento era repetido
em decuplicatas, garantindo a observancia dos requisitos de homocedasticidade. As

Karine Takahashi ~ Doutorado Odontopediatria



65

variagbes do método de cultura e real-time PCR foram comparadas e esse ultimo
mostrou diferencas sempre inferiores a 18%, enquanto o método convencional
chegou a apresentar variagcdes sempre superiores a 25%, chegando a mais de 70%
de variabilidade, optando-se entéo por considerar apenas os dados obtidos por real-
time PCR para determinacao das populacdes de cocos cariogénicos.

As reacdes de amplificacdo foram realizadas em volumes finais de 25 pl,
contendo 1X Master Mixture TagMan Universal (tampéao PCR, dNTP, AmpliTaqg Gold,
sinal de referéncia interno, [6-carboxi-'x’-rodamina], uracil N-glicosidase-UNG,
MgCl,; Applied Biosystem, Foster City, Calif), 900 nM de cada iniciador, 200 nM da
sonda e 5 ul do DNA. As curvas-padrdo foram construidas a partir de diluicdes
conhecidas de DNA de amostras de referéncia (S. mutans ATCC 1910 e S. sobrinus
ATCC 27607). Essas reacbOes de amplificagdo foram realizadas em aparelho
Rotorgene 600 (Corbett Life Science, Mortlake, New South Wales, Australia).

As condicbes dos ensaios realizados consistiram de uma etapa inicial de
desnaturacao a 95°C, por 10 minutos, seguida de 60 ciclos de 95°C for 15 segundos
e 58°C por 1 minuto. A curva “threshold” (Cy) foi definida como o ciclo no qual a
fluorescéncia tornou-se detectavel acima da fluorescéncia de fundo e inversamente

proporcional ao logaritmo do nimero inicial de copias empregado.

ANALISE ESTATISTICA

Os modelos de aleitamento, higienizacdo e dieta alimentar entre os
integrantes do estudo foram avaliados de acordo com o teste exato de Fisher. A
distribuicdo dos diferentes tipos de microrganismos entre as criancas e suas maes
foi analisada através do teste de Analise de variancia de medidas repetidas para
dados categdricos (ANOVAmMr), enquanto os niveis salivares de estreptococos
cariogénicos em criancas e suas maes foram submetidos & Andlise de variancia
(ANOVA). As condicOes de saude bucal das criancas foi avaliada através do teste de
Qui-quadrado, enquanto a inter-relacdo dicotdmica entre a ocorréncia de cada
microrganismo e para cada variavel ndo microbioldgica foi realizada através do teste
de Mann-Whitney e teste exato de Fisher. As correlacbes entre os diferentes
microrganismos ao longo do periodo de analise foram determinadas atraves do teste
de correlacbes de Spearman. Adotou-se o nivel de significAncia para ensaios

biolégicos com p<0,05.
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5 Resultados

gj;lra melhor entendimento a apresentacdo dos resultados foi dividida de

acordo com a faixa etaria dos bebés que compuseram a amostra.

Foram selecionados 50 bebés na idade de 6 meses, a partir dos critérios
estabelecidos na metodologia para a obtencdo dos individuos da amostra.
Posteriormente, parte dessas criancas e seus familiares se mudaram da regido de
Aracatuba ou acabaram tendo de fazer uso de drogas antimicrobianas e tiveram de
ser excluidos da populacéo avaliada. Algumas maes néo participaram da pesquisa e
também esses dados ndo puderam ser incluidos quando foram realizadas

comparacdes maes/filhos.

RESULTADOS - 6 MESES DE IDADE
ERUPCAO DENTARIA E CONDICAO GENGIVAL
Aos 6 meses de idade, todos os bebés participantes da pesquisa

apresentaram-se edéntulos (N=50), com rodetes e tecidos moles bucais em
condi¢cdes de normalidade.
HIGIENE BUCAL

Apesar de serem criancas que estavam ingressando no programa educativo-

preventivo da Bebé-Clinica da FOA-UNESP, verificamos que 38 maes (76,0%) ja
realizavam, ou pelo menos assim declaravam, a higienizacdo bucal de seus filhos
com gaze ou fralda embebida em agua oxigenada diluida ou agua morna. Ja 24,0%
das maes (12) responderam nédo ter o habito de higienizar a boca dos bebés.
(Grafico 1). Essa diferenca foi estatisticamente significativa (teste de Qui-quadrado,
p<0,001).
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Graficol- Numero e porcentagem de bebés avaliados aos 6 meses de idade,
gue realizavam higienizagéo bucal.

DIETA ALIMENTAR

Como podemos observar no gréafico 2, apesar de ser preconizado pela OMS

(Organizacdo Mundial de Saude) o aleitamento materno exclusivo até a faixa etaria
de 6 meses de idade, foi verificado neste estudo que apenas 36,0% dos bebés (18)
eram amamentados exclusivamente no peito, 38,0% das criancas (19) eram
alimentadas com mamadeira, e 26,0% com mamadeira (13), juntamente com
aleitamento materno (Grafico 2). Esses trés padrdes de dieta alimentar, aos seis
meses de idade, foram semelhantes em termos de distribuicdo na populacao
estudada (teste Qui-quadrado, p= 0,805).

Karine Takahashi — Doutorado Odontopediatria



69

—~— =LA R AN

Grafico 2- Numero e porcentagem de bebés avaliados aos 6 meses de idade,
guanto ao tipo de aleitamento.

Com relacéo aos habitos alimentares noturnos, das 48 criancas avaliadas, 18
(36,0%) apresentavam o habito de acordar para mamar e dormir mamando, 22
(44,0%) acordavam para mamar, 7 (14,0%) dormiam mamando e 3 (6%) néao
possuiam o habito de alimentacédo noturna (grafico 3). Os dados mostram que, aos
seis meses, estas diferencas foram consideradas significantes estatisticamente
(teste de Qui-quadrado, p<0,001) (Grafico 3).
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Gréfico 3-  Numero e porcentagem de bebés avaliados aos 6 meses de idade,
quanto ao tipo de aleitamento noturno.

PREVALENCIA DE CARIE DENTARIA
Por tratarem-se de criancas edéntulas, neste periodo de avaliagdo, ndo houve

registro de ocorréncia de carie dentaria.

AVALIACAO MICROBIOLOGICA
Os dados obtidos com o PCR apresentaram maior reprodutibilidade do que os

oriundos de cultura (Tabela 3), além de uma maior sensibilidade. Inicialmente,
alguns amplicons foram purificados e submetidos a sequenciamento para confirmar
a identidade dos mesmos e a especificidade dos iniciadores e da propria reagédo de
amplificagéo do DNA que foi utilizada.

Através de andlise de variancia de medidas repetidas para dados categoricos
(ANOVAmr), tanto para os dados iniciais de cultura quanto os obtidos com PCR
(Tabela 4), observou-se que a ocorréncia de todos os microrganismos alvo
apresentaram maior frequéncia de deteccdo na saliva das maes, com excecao de
Fusobacterium periodonticum, o qual foi raramente detectado tanto em criancas
guanto nas suas maes, e Treponema denticola. Os valores de significancia variaram
entre 0s extremos, de Aggregatibacter actinomycetemcomitans (p=0,033) para

Streptococcus mutans (p< 0,001). Os microrganismos mais freqlentemente
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detectados nessa fase inicial do estudo pertenciam ao género Actinomyces, C.
rectus e a espécie Fusobacterium nucleatum.
Através do teste de correlacbes de Spearman, verificou-se que a distribuicdo

dos microrganismos estudados apresentou relacdo positiva entre méaes e criancas.

Tabela 3 - Ocorréncia dos principais microrganismos bucais associados a carie
e doencas periodontais na saliva de crian¢cas com 6 meses de idade

e suas mées. Resultados obtidos por cultura (N=50).

Ocorréncia N (%)

Microrganismo

Criancas 6 meses Mées
Actinomyces sp. 3(6,0) 25 (50,0)

Aggregatibacter actinomycetemcomitans 1(2,0) 9 (18,0)
Campylobacter rectus 8 (16,0) 15 (30,0)
Eikenella corrodens 4 (8,0) 18 (36,0)
Fusobacterium nucleatum 7 (14,0) 29 (58,0)

F. periodonticum 0 (0,0) 3(6,0)

Porphyromonas gingivalis 2 (4,0 8 (16,0)
Prevotella intermedia-nigrescens 4 (8,0) 20 (40,0)
S. mutans 2 (4,0) 50 (100,0)
S. sobrinus 1(2,0) 32 (64,0)
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Tabela 4 - Ocorréncia dos principais microrganismos bucais associados a cérie
e doencas periodontais na saliva de criancas com 6 meses de idade

e suas mées. Resultados obtidos por PCR (N=50).

Ocorréncia N (%)

Microrganismo

Criancas Mées
Actinomyces sp. 8 (16,0) 28 (56,0)
A. actinomycetemcomitans 2 (4,0) 7 (14,0)
C. rectus 13 (26,0) 15 (30,0)
E. corrodens 4 (8,0) 20 (40,0)
F. nucleatum 9(18,0) 29 (58,0)
P. gingivalis 4 (8,0) 8 (16,0)
P. intermedia 6 (12,0) 22 (44,0)
S. mutans 4 (8,0) 50 (100,0)
S. sobrinus 1(2,0) 34 (68,0)
T. forsythia 0 (0,0) 9 (18,0)
T. denticola 0 (0,0) 3(6,0)

Os dados obtidos com PCR e apresentados na Tabela 4 apresentaram
correspondéncia aos dados de -cultura obtidos inicialmente, além de maior
reprodutibilidade. Através desses resultados, verificou-se que os bebés apresentam
uma microbiota, mesmo que transitéria, complexa e quando a crianca alberga um
determinado microrganismo, a probabilidade da mée também alberga-lo na cavidade
bucal foi superior a 80%, segundo o teste de correlagdo acima mencionado.

A contaminacdo microbiana na saliva das méaes se mostrou bastante
semelhante a microbiota do biofilme. Na tabela 5 sdo apresentados os dados de
cultura e PCR relativos ao biofilme microbiano das mées das criancas examinadas.

Nao foram observadas quaisquer influéncias do tipo de dieta alimentar,
habitos alimentares noturnos, caracteristicas de higienizacdo das criancas e a
microbiota observada nas Tabelas 3 e 4, sendo que através do teste exato de Fisher
os valores de significancia variaram de p= 0,435 a p=1,0.

Através de real-time PCR foram calculados os niveis salivares médios de
estreptococos cariogénicos. Nas amostras positivas para S. mutans, nos bebés, os
niveis foram de 3,01.10%> + 1,3.10° cépias do DNA alvo por mililitro de saliva,

enquanto nas maes colonizadas por esses cocos o0s valores foram, em média
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7,6.10* + 6,5.10* copias do DNA alvo por mililitro de saliva ndo estimulada. Os niveis
salivares desses microrganismos foram, aos seis meses de idade dos bebés,
significativamente mais elevados nas méaes (ANOVA, p= 0,021).

Para S. sobrinus o0 mesmo foi observado, mas a Unica amostra de crianca
positiva aos 6 meses albergou 1,02.10° cépias do DNA alvo por mililitro de saliva.
Nas médes, esses cocos atingiram uma média de 8,06.10° + 7,51.10% niveis
significativamente mais elevados do que os observados com o uUnico bebé que

mostrou albergar esse microrganismo (ANOVA, p= 0,007).

Tabela 5 - Ocorréncia dos principais microrganismos bucais associados
a carie e doencas periodontais no biofilme das maes (N=50).
Resultados obtidos por cultura e PCR.

Ocorréncia N(%)

Microrganismo

Cultura PCR
Actinomyces sp. 22 (44,0) 31 (62,0)
A. actinomycetemcomitans 12 (24,0) 12 (24,0)
C. rectus 22 (44,0) 26 (52,0)
E. corrodens 22 (44,0) 20 (40,0)
F. nucleatum 37 (74,0) 31 (62,0)
F. periodonticum 3(6,0) A
P. gingivalis 13 (26,0) 9 (18,0)
P. intermedia-nigrescens? 25 (50,0) -2
P. intermedia 3 25 (50,0)
S. mutans 50 (100,0) 50 (100,0)
S. sobrinus 33 (66,0) 38 (76,0)
T. forsythia 0 (0,0) 9 (18,0)
T. denticola 0 (0,0) 5(10,0)

"N&o avaliado por PCR
?p. intermedia-nigrescens é o termo utilizado quando esses microrganismos sdo cultivados, pela impossibilidade de se
diferenciar P. intermedia de P. nigrescens através de testes fenotipicos

®Incluidos dentro da denominac&o P. intermedia-nigrescens
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RESULTADOS - 12 MESES DE IDADE

Nesta fase de reagendamento dos pacientes, cinco criangas foram excluidas
da pesquisa, por motivo de mudanca de cidade, totalizando entdo 45 criancas na
amostra, mas as amostras de saliva e biofilme de trés bebés foram acidentalmente
contaminadas no laboratério nas semanas seguintes a coleta e néo foi possivel
recuperar o material clinico em funcdo do tempo que havia se passado, de forma
gue a analise microbiolégica foi realizada com 42 criancas e suas maes, sendo que
0s parametros clinicos foram comparados com 45 criangcas, enquanto que oS

parametros microbioldgicos foram comparados com 42 pares de criangas e maes.

ERUPCAO DENTARIA E CONDICAO GENGIVAL

Neste periodo de avaliacdo, todos os 45 pacientes apresentavam dentes

erupcionados. Na tabela 6, verificamos, nas criancas avaliadas, a variagdo de

dentes erupcionados.

Tabela 6 - Variacdo de dentes erupcionados nas criangas avaliadas

aos 12 meses de idade.

N° criancas* N° de dentes erupcionados

8 Até 2 dentes erupcionados

15 3 a 5 dentes erupcionados

19 6 a 8 dentes erupcionados

3 9 a 10 dentes erupcionados
*N = 45

A analise dos tecidos gengivais, pode-se verificar que 0S mesmos
encontravam-se em padrdoes de normalidade, com relacdo a insercao, textura e

coloracao.

HIGIENE BUCAL

Quanto a higiene bucal, esta era realizada com gaze e agua oxigenada ou

agua, em 19 criancas (42,22%), uma vez ao dia, em 16 (35,55%), duas vezes ao
dia, em 9 (20%), trés ou mais vezes ao dia, e em uma crianga (2,22%), raramente
(Grafico 4).

Karine Takahashi ~ Doutorado Odontopediatria



75

Grafico4 - Numero e porcentagem de bebés avaliados aos 12 meses de idade,

com relagéo a frequéncia de higienizacao bucal.

DIETA ALIMENTAR

Com relacdo a ingestdo de alimentos cariogénicos, todas as criangcas nesta

fase da pesquisa, segundo a avaliacdo dos diarios alimentares, apresentavam

padrdo de consumo moderado.

Prevaléncia de Carie dentaria

Neste periodo de avaliacdo, apos exame clinico detalhado, foi possivel
verificar que, todos os dentes dos 45 pacientes examinados apresentavam-se
higidos.

AVALIACAO MICROBIOLOGICA

Ao contrario das maes, em que 83% dos casos 0 microrganismo detectado

em uma coleta também foi detectado na coleta seguinte, entre os bebés a deteccdo
por cultura de um microrganismo em duas coletas subsequentes foi de apenas 29%,
subindo para 44% com auxilio do PCR. Assim, os dados referentes as coletas dos
12, 18 e 24 meses foram obtidos com PCR ou real-time PCR.

Através dos dados obtidos com a saliva dos bebés aos 12 meses, quando
comparados com os dados da Tabela 4, verifica-se que nenhum microrganismo
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sofreu modificacdes estatisticamente significativas, com excecdo de Eikenella
corrodens, a qual teve sua ocorréncia aumentada nos bebés aos 12 meses de idade
(ANOVAmr, p=0,046), como observado na Tabela 7.

Tabela 7 - Ocorréncia dos principais  microrganismos  bucais
associados a carie e doengas periodontais na saliva de
criancas com 12 meses de idade e suas maes (N=42).

Ocorréncia N (%)

Microrganismo

Criancas Mées

Actinomyces sp. 13 (30,95) 27 (64,28)
A. actinomycetemcomitans 3(7,14) 8 (19,04)
C. rectus 10 (23,80) 16 (38,09)
E. corrodens 8 (19,04) 20 (47,61)
F. nucleatum 10 (23,80) 27 (64,28)
P. gingivalis 3(7,14) 8 (19,04)
P. intermedia 7 (16,66) 19 (45,23)
S. mutans 5(11,90) 41 (97,61)
S. sobrinus 2 (4,76) 26 (61,90)

T. forsythia 0 (0,0) 7 (16,66)

T. denticola 0 (0,0) 3(7,14)

Através de analise de variancia de medidas repetidas para dados categoricos,
verificou-se que aos 12 meses a presenca desses mesmos microrganismos na
saliva das criangas e mdes foi similar a observada aos 6 meses, sendo que as
diferencas entre a microbiota materna e dos bebés se mantiveram.

Como também observado no primeiro periodo de avaliacdo, a microbiota
presente na saliva das maes foi mais complexa e a prevaléncia dos microrganismos
estudados, com excecdo de Tannerella forsythia e Treponema denticola, foi
estatisticamente mais elevada nas méaes do que nos bebés. Quanto ao conjunto de
microrganismos presentes no biofiime dental coletado, pode-se verificar a

estabilidade da colonizacdo microbiana nas mées (Tabela 8).
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Tabela 8 - Ocorréncia dos principais microrganismos bucais associados
a cérie e doencas periodontais no biofilme de criancas
(N=42) com 12 meses de idade e suas maes (N=42).

_ _ Ocorréncia N (%)
Microrganismo

Criancas Maes
Actinomyces sp. 14 (33.33) 27 (64,28)
A. actinomycetemcomitans 3(7,14) 10 (23,80)
C. rectus 9 (21,42) 20 (47,61)
E. corrodens 7 (16,66) 18 (42,85)
F. nucleatum 10 (23,80) 24 (57,14)
P. gingivalis 2 (4,76) 8 (19,04)
P. intermedia 8 (19,04) 20 (47,61)
S. mutans 6 (14,28) 42 (100,0)
S. sobrinus 2 (4,76) 29 (69,04)
T. forsythia 0 (0,0) 8 (19,04)
T. denticola 0 (0,0) 6 (14,28)

Aos 12 meses, ndo foram observadas quaisquer influéncias do tipo de dieta
alimentar, caracteristicas de higienizac&do das criancas e a microbiota observada nas
Tabelas 7 e 8, sendo que, através do teste exato de Fisher, os valores de
significancia variaram de p= 0,317 a p=1,0.

Através de real-time PCR foram calculados os niveis salivares médios de
estreptococos cariogénicos das criancas e maes aos 12 meses. Nas amostras
positivas para S. mutans, nos bebés, os niveis foram de 4,06.10% + 2,3.10° c6pias do
DNA alvo por mililitro de saliva ndo estimulada, enquanto nas maes colonizadas por
esses cocos os valores foram, em média 5,9.10* + 4,8.10* cépias do DNA alvo por
mililitro de saliva ndo estimulada. Os niveis salivares desses microrganismos foram,
aos doze meses de idade dos bebés, significativamente mais elevados nas maes
(ANOVA, p=0,032).

Para S. sobrinus o mesmo foi observado, mostrando 2,1.10% + 8,1.10° cépias
do DNA alvo por mililitro de saliva, atingindo uma média de 5,5.10° + 4,8.10° cépias
do DNA alvo por mililitro de saliva nas méaes, niveis significativamente mais elevados

do que os observados com os bebés (ANOVA, p= 0,016).
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O unico fator que afetou significativamente a ocorréncia dos estreptococos
cariogénicos foi o numero de dentes erupcionados, 0s quais foram mais elevados
em criangcas que apresentavam seis ou mais dentes deciduos erupcionados (teste
de Mann-Whitney, p= 0,033), embora os niveis salivares desses microrganismos nao

tenha sido afetado na mesma extensao (ANOVA, p= 0,156).

RESULTADOS - 18 MESES DE IDADE

Nesta fase de reagendamento dos pacientes, oito criancas foram excluidas da
pesquisa, por motivo de mudanca de cidade ou utilizagdo prolongada de
antimicrobianos, totalizando entdo 37 criancas na amostra. Para a analise
microbiolégica, quatro maes ndo compareceram ao reagendamento e os dados
expressos se referem a 33 maes e 37 criangas.

Nos casos em que os dados microbiolégicos das criangas eram comparados
com os de suas progenitoras, as criangas cujas maes nado puderam participar do

reagendamento tiveram seus dados excluidos desses testes.

ERUPCAO DENTARIA E CONDICAO GENGIVAL

Na tabela 9, podemos verificar o niumero de dentes erupcionados nas

criancas avaliadas nesta faixa etéaria:

Tabela 9 - Variagdo de dentes erupcionados nas criangas avaliadas
aos 18 meses de idade.

N° criancas* N° de dentes erupcionados

até 10 dentes erupcionados
28 11 a 20 dentes erupcionados

*N =37

Neste periodo, da mesma forma que no periodo anterior, os tecidos gengivais
encontravam-se em padrao de normalidade em todos os pacientes avaliados, pelos
critérios propostos. O namero de criancas com pelo menos 11 dentes erupcionados
aos 18 meses de idade foi estatisticamente superior ao numero de criangas com

menos de 11 dentes (teste de Mann-Whitney, p= 0,036).
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HIGIENE BUCAL

Neste periodo de avaliacdo, as mées ainda realizavam a higienizacéo bucal

de seus filhos com gaze e agua oxigenada, ou agua morna, como observado no
periodo anterior. Dos 37 pacientes avaliados na faixa etaria de 18 meses de idade,
com relacdo a realizacdo da higiene bucal, apenas um paciente ndo a realizava
frequentemente. Em dezessete criangas a higienizacdo bucal era realizada com
gaze e agua oxigenada duas vezes ao dia. Em dez criancas, era realizada de trés ou
mais vezes ao dia, e em nove, uma vez ao dia (Grafico 5). O grupo de criancas que
recebia higienizagéo com frequéncia de duas vezes ao dia foi estatisticamente maior

do que os demais (teste de Qui-quadrado, p= 0,041).

Grafico5-  Numero e porcentagem de bebés avaliados aos 18 meses de idade,
com relagéo a frequéncia de higienizacao bucal.

DIETA ALIMENTAR

Nesta faixa etaria verificou-se em duas criancas alteracéo para o padrédo de
consumo de moderado para alto de alimentos cariogéncios, sendo que as outras
criangas permaneceram no padrdo moderado (Gréfico 6). Essa diferenca foi
estatisticamente significativa (teste de Qui-quadrado, p<0,001).
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| S
Grafico 6 -  Numero e porcentagem de bebés avaliados aos 18 meses de idade,

com relag&o ao padréo de consumo de alimentos agucarados.

PREVALENCIA DE CARIE DENTARIA
Nesta terceira etapa, apOs profilaxia e posterior exame clinico dos bebés

envolvidos, verificou-se que dois pacientes (5,4%) apresentavam lesdo de carie
ativa, na forma de mancha branca. Essas lesbGes cariosas foram observadas no
incisivo central superior, na regido cervical da superficie vestibular. Em funcéo do
namero de criancas estudadas, a presenca de carie ndo diferiu da observada nas

criancas com 12 meses de idade (teste exato de Fisher, p= 0,342) (Grafico 7).
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Gréfico 7-  Numero e porcentagem de bebés avaliados aos 18 meses de idade,
guanto a prevaléncia de lesédo de carie dentéria.

AVALIACAO MICROBIOLOGICA

Quando comparados com os dados da contaminagao microbiana presente na

saliva de criangas com 6 meses de idade, os dados apresentados na Tabela 10
evidenciam um aumento significativo na prevaléncia de Actinomyces sp. (ANOVAmr,
p=0,015), Eikenella corrodens (ANOVAmr, p=0,005), Fusobacterium nucleatum
(ANOVAmr, p=0,007), Streptococcus mutans e S. sobrinus (ANOVAmr, p= 0,044,
ANOVAmr, p= 0,028, respectivamente), enquanto que a mesma comparagao com a
contaminacdo salivar das criancas com 12 meses revelou uma elevacdo na
prevaléncia de Actinomyces sp. (ANOVAmr, p=0,012), Fusobacterium nucleatum
(ANOVAmr, p=0,029) e S. sobrinus ANOVAmr, p= 0,036.

Quando os dados da contaminacdo salivar das maes é comparada a
observada nas criancas, aos 18 meses de idade, verifica-se que a ocorréncia de
guase todas as espécies microbianas estudadas se mostra mais elevada nas maes,
com excecdo de Fusobacterium nucleatum, o qual ja atingiu a prevaléncia
caracteristica das maes (ANOVAmr, p= 0,058), e de Treponema denticola, em que a

prevaléncia em maes e filhos foi similar e bastante modesta (Tabela 10).
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Tabela 10 - Ocorréncia dos  principais  microrganismos  bucais
associados a carie e doengas periodontais na saliva de
criancas com 18 meses de idade e suas maes (N= 33).

Ocorréncia N (%)

Microrganismo

Criancas N=37 Méaes N=33
Actinomyces sp. 13 (35,13) 20 (60,60)
A. actinomycetemcomitans 2 (5,40) 6 (18,18)
C. rectus 9 (24,32) 14 (42,42)
E. corrodens 9 (24,32) 19 (57,57)
F. nucleatum 17 (45,94) 20 (60,60)
P. gingivalis 3 (8,10) 7 (21,21)
P. intermedia 7 (18,91) 17 (51,51)
S. mutans 6 (16,21) 33 (100,0)
S. sobrinus 4 (10,81) 20 (60,60)
T. forsythia 1(2,7) 6 (18,18)
T. denticola 0 (0,0) 2 (6,06)

No que concerne o biofilme bucal, os dados da Tabela 11 mostram um
aumento significativo na prevaléncia de Actinomyces sp. (ANOVAmr, P=0,007), e
Fusobacterium nucleatum (ANOVAmr, p= 0,028) quando o biofiime das criancas
com 18 meses é comparado com a microbiota das criancas aos 12 meses de idade.
Contudo, a ocorréncia desses microrganismos nas criancas de 18 meses quando
comparada com os dados das mesmas criancas aos 12 meses de idade evidencia
gue, na maioria dos individuos, o microrganismo que havia sido detectado no exame
microbiolégico anterior ndo colonizava mais a cavidade bucal da crianga, sugerindo
presenca transitoria desses microrganismos.

Aos 18 meses, ndo foram observadas quaisquer influéncias do tipo de dieta
alimentar, caracteristicas de higienizacdo das criancas e ocorréncia dos
microrganismos alvo apresentados nas Tabelas 10 e 11, sendo que, através do teste
exato de Fisher, os valores de significancia variaram de p= 0,213 a p=1,0. Os niveis
mais elevados de cocos cariogénicos na saliva foram observados em duas criancas
com registro de lesdo de carie dentaria e com historico de dieta alimentar com

padréao de consumo alto de alimentos cariogénicos.
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Nessas criancas, a somatéria de S. mutans e S. sobrinus foi 4,5.10° + 2,3.10°
copias do DNA alvo por mililitro de saliva, significativamente mais elevado do que
observado para as outras em que esses microrganismos também foram
quantificados por real-time PCR (ANOVA, p= 0,027).

Tabela 11 - Ocorréncia dos principais  microrganismos  bucais
associados a cérie e doengas periodontais no biofilme de
criancas (N=37) com 18 meses de idade e suas maes
(N= 33).

) . Ocorréncia N (%)
Microrganismo

Criancas N=37 Méaes N= 33

Actinomyces sp. 12 (32,43) 22 (66,66)
A. actinomycetemcomitans 2 (5,40) 8 (24,24)

C. rectus 11 (29,72) 14 (42,42)

E. corrodens 10 (27,02) 19 (57,57)

F. nucleatum 18 (48,64) 21 (63,63)
P. gingivalis 3 (8,10) 8 (24,24)

P. intermedia 7 (18,91) 19 (57,57)

S. mutans 6 (16,21) 37 (100,0)

S. sobrinus 3 (8,10) 24 (72,72)
T. forsythia 1(2,70) 8 (24,24)
T. denticola 0 (0,0) 3 (9,09)

Através de real-time PCR foram calculados os niveis salivares médios de
estreptococos cariogénicos das criancas e maes aos 18 meses. Nas amostras
positivas para S. mutans, nos bebés, os niveis foram de 3,22.10% + 8,01.10% cépias
do DNA alvo por mililitro de saliva ndo estimulada, enquanto nas maes colonizadas
por esses cocos os valores foram, em média 7,55.10% + 5,11.10* cépias do DNA alvo
por mililitro de saliva ndo estimulada. Os niveis salivares desses microrganismos
foram, aos dezoito meses de idade dos bebés, significativamente mais elevados nas
maes (ANOVA, p= 0,022).

Para S. sobrinus o mesmo foi observado, mostrando 4,1.10% + 1,9.10? cépias
do DNA alvo por mililitro de saliva, atingindo uma média de 6,02.10° + 3,8.10° cépias
do DNA alvo por mililitro de saliva nas méaes, niveis significativamente mais elevados

do que os observados com os bebés (ANOVA, p= 0,028).
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RESULTADOS OBTIDOS AOS 24 MESES DE IDADE
ERUPCAO DENTARIA E CONDICAO GENGIVAL

Neste periodo, da mesma forma que nos periodos anteriores, os tecidos
gengivais apresentavam padrédo de normalidade em todos os pacientes avaliados.

A tabela 12 apresenta 0 numero de criancas avaliadas com 0s respectivos
nameros de dentes irrompidos.

Tabela 12 - Variagdo no numero de dentes erupcionados nas criangas
avaliadas aos 24 meses de idade.

N° criancas* N° de dentes erupcionados
4 10 a 14 dentes erupcionados
22 16 a 17 dentes erupcionados
11 20 dentes erupcionados
*N= 37

HIGIENE BUCAL

Neste periodo, todos os pacientes avaliados ja utilizavam escova e creme
dental para realizar a higiene bucal. Dos 37 pacientes avaliados nesta faixa etaria,
em nove, a higiene bucal era realizada uma vez ao dia, em dezoito criangas era
realizada duas vezes ao dia, e em dez, era realizada trés ou mais vezes ao dia
(Gréfico 8).
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Gréfico8- Numero e porcentagem de criangas avaliadas aos 24 meses de
idade, relacionadas com o nimero de vezes que realizavam a higiene
bucal.

DIETA ALIMENTAR

O padrdo de consumo de alimentos cariogénicos foi, neste periodo,

considerado moderado em 35 criancas (94,60%), e alto em duas criancas (5,40%),

mantendo os resultados do periodo anterior (Gréafico 9).

Grafico9 - Numero e porcentagem de criancas avaliadas aos 24 meses de
idade, com relacdo ao padrdo de consumo de alimentos acucarados.

PREVALENCIA DE CARIE DENTARIA
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Apés profilaxia e posterior exame clinico dos bebés, verificou-se que trés
pacientes (8,10%) apresentavam lesdo de carie ativa. Um dos pacientes
apresentava lesdes, na forma de mancha branca no incisivo central superior, na
regido cervical da superficie vestibular. Em outra crianca as mesmas lesfes foram
verificadas nos dentes 51 e 61, além de haver envolvimento do 52 e 62 que
apresentava lesdo de céarie de esmalte com cavitacdo. O terceiro bebé apresentava
além de leséo de carie em esmalte sem cavitacdo (mancha branca) nos dentes 51 e
61, envolvimento carioso no dente 84, na forma cavitada na superficie oclusal. Duas
destas criancas, que apresentavam lesfes cariosas, eram as mesmas em que foram
observadas as lesdes no periodo anterior.

Em funcdo do numero de criangas que desenvolveram carie e do numero total
de criancas do estudo, verificou-se que nao existiu diferenca estatisticamente
significativa entre a ocorréncia de cérie aos 18 e 24 meses do estudo (teste exato de
Fisher, p= 0,125). (Gréfico 10)

n W com carie
Gréfico 10 - Numero e porcentagem de criangas avaliadas aos 24 meses de
idade, relacionadas com a prevaléncia de lesdo de carie dentaria.
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AVALIACAO MICROBIOLOGICA

A avaliacdo microbiologica aos 24 meses foi concluida com 37 criancas e 30
maes, visto que nao foi possivel coletar os espécimes clinicos de sete maes, que
nao puderam comparecer ao reagendamento na Bebé-Clinica.

A contaminacdo salivar aos 24 meses mostrou-se bastante semelhante a
observada aos 18 meses de idade das criangas, com exce¢do de S. mutans
(ANOVAmr, p=0,033) e S. sobrinus (ANOVAmr, p=0,01), os quais tiveram a sua
prevaléncia significativamente aumentada nesse periodo. A contaminacdo salivar
das mé&es mostrou uma prevaléncia mais elevada de quase todos os
microrganismos anaerébios e microaerofilos bucais, quando comparada com a
prevaléncia desses microrganismos na saliva das criancas, como também
observado aos 18 meses, com excecado de Fusobacterium nucleatum, que atingiu
uma colonizagdo mais estavel, em que mais de 70% das criancas que o albergavam
aos 18 meses continuaram a apresenta-lo aos 24 meses, como ocorria com as
maes, e também Treponema denticola, o qual ndo foi freqliente desde o inicio do

experimento, tanto para mées quanto para as criangas (Tabela 13).
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Tabela 13 - Ocorréncia dos principais microrganismos bucais associados
a carie e doencas periodontais na saliva de criangas (N=37)
com 24 meses de idade e suas maes (N= 30).

Microrganismo

Ocorréncia N (%)

Criangas N=37 Mées N=30

Actinomyces sp. 18 (48,64) 20 (66,66)
A. actinomycetemcomitans 1(2,70) 5 (16,66)

C. rectus 11 (29,72) 13 (43,33)

E. corrodens 10 (27,02) 13 (43,33)
F. nucleatum 19 (51,35) 18 (60,0)
P. gingivalis 3 (8,10) 7 (23,33)
P. intermedia 6 (16,21) 14 (46,66)
S. mutans 11 (29,72) 30 (100,0)

S. sobrinus 8 (21,62) 17 (56,66)
T. forsythia 0 (0,0) 5 (16,66)
T. denticola 0 (0,0) 2 (6,66)

88

Aos 24 meses de idade, a distribuicdo dos diferentes microrganismos na

saliva refletiu a microbiota presente no biofilme microbiano. Verificou-se que, com

excecdo de F. nucleatum, a distribuicdo dos diferentes microrganismos de relevancia

para as doengas periodontais e cérie foi significativamente menor nas criancas do

gue nas maes (Tabela 14).

Além desse aspecto, entre os 6 e 24 meses de idade, a prevaléncia de S.

mutans e S. sobrinus na saliva aumentou 3,75 vezes e 10,81 vezes,

respectivamente, sendo que entre os 18 e 24 foi o periodo de maior elevacédo da

prevaléncia desses cocos, correspondendo também ao periodo de maior nimero de

dentes deciduos erupcionados e dieta alimentar mais variada com maior quantidade

de alimentos cariogénicos.
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Tabela 14 - Ocorréncia dos principais microrganismos bucais associados
a cérie e doencas periodontais no biofilme de criancas
(N=37) com 24 meses de idade e suas méaes (N= 30).

Ocorréncia N (%)

Microrganismo

Criangas N=37 Mé&es N=30

Actinomyces sp. 21 (56,75) 20 (66,66)
A. actinomycetemcomitans 3 (8,10) 7 (23,33)

C. rectus 13 (35,13) 14 (46,66)

E. corrodens 9(24,32) 17 (56,66)
F. nucleatum 19 (51,35) 18 (60,0)
P. gingivalis 4 (10,81) 7 (23,33)
P. intermedia 7 (18,91) 15 (50,0)

S. mutans 11 (29,72) 30 (100,0)

S. sobrinus 8 (21,62) 19 (63,33)
T. forsythia 2 (5,40) 7 (23,33)
T. denticola 0 (0,0) 3 (10,0)

O biofilme microbiano mostrou que a presenca de alguns microrganismos
periodontais, como P. gingivalis, T. forsythia e A. actinomycetemcomitans, é
bastante modesta até os 24 meses de idade e essa baixa prevaléncia também
mostrou correlacdo estatistica com a prevaléncia desses microrganismos na
microbiota das méaes (Correlacdo de Spearman, P<0,001, para todos esses
microrganismos). Enquanto outros, como F. nucleatum, sao frequentes na
microbiota bucal de criangas nessa faixa etaria, outros microrganismos se
encontrariam em uma condicdo intermediaria, como S. mutans, S. sobrinus, P.
intermedia, C. rectus. A presenca desses microrganismos nao foi estatisticamente
associada a dieta alimentar ou higiene ao qual as criancas eram submetidas, mas o
aumento do numero de dentes erupcionados foi fator mais significativo na
colonizacéo da cavidade bucal (Teste de Qui-Quadrado, p=0,034).

Aos vinte e quatro meses de idade, através de real-time PCR, verificou-se que
0S niveis de estreptococos cariogénicos mantiveram-se relativamente baixos em
todas as criancas que ndo apresentavam manchas brancas, e significativamente
mais elevados nas maes. Nas amostras positivas para S. mutans, nos bebés, os
niveis foram de 1,9.10° + 2,2.10? cépias do DNA alvo por mililitro de saliva n&o
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estimulada, enquanto nas méaes colonizadas por esses cocos os valores foram, em
média 4,81.10* + 3,6.10* cépias do DNA alvo por mililitro de saliva ndo estimulada
(ANOVA, p= 0,018). Para S. sobrinus o mesmo foi observado, mostrando 1,1.10% +
1,3.10% cépias do DNA alvo por mililitro de saliva, atingindo uma média de 7,3.10° +
5,5.10° cépias do DNA alvo por mililitro de saliva nas maes, niveis significativamente
mais elevados do que os observados com os bebés (ANOVA, p= 0,041).

As criancas com carie dentaria continuaram a apresentar niveis salivares
mais elevados de estreptococos cariogénicos. Nessas criangas, a somatoria de S.
mutans e S. sobrinus foi 6,02.10% + 4,78.10° cépias do DNA alvo por mililitro de
saliva, significativamente mais elevado do que observado para as outras criangas
em que esses microrganismos também foram quantificados por real-time PCR
(ANOVA, p=0,032).

ASSOCIACOES ECOLOGICAS INTER-MICROBIANAS DETECTADAS NAS MAES
E NOS BEBES

A microbiota materna e das criancas, ao longo do tempo, permitiu que

algumas correlacbes estatisticamente significativas entre 0S microrganismos
estudados fossem detectadas.

Nesse sentido, E. corrodens parece ter associacdes sinergisticas com C.
rectus (teste Qui-quadrado, p = 0.022), A. actinomycetemcomitans (teste Qui-
guadrado, p = 0.033) e T. forsythia (teste Qui-quadrado, p = 0.037), enquanto C.
rectus estabelece associacdes sinergisticas com P. intermedia (teste Qui-quadrado,
p = 0.045) e P. gingivalis (teste Qui-quadrado com p = 0.041).

A associacao entre P. gingivalis e P. intermedia (teste de Qui-quadrado, p <
0.001) mereceu destaque. Nas mées, as interacdes entre T. forsythia se deram de
forma mais intensa com F. nucleatum (teste Qui-quadrado, p = 0.032), P. intermedia
(teste Qui-quadrado com p = 0.032) e P. gingivalis (teste Qui-quadrado, p = 0.016).
Além dessas associagfes, observou-se entre A. actinomycetemcomitans e P.
gingivalis (teste Qui-quadrado com p = 0.015), com P. intermedia (teste Qui-
quadrado com p = 0.023).

Esses dados, quando considerados em funcdo do tempo de andlise e
estabilidade de colonizacéo, evidenciam a existéncia de trés grupos diferentes de
microrganismos. Um grupo composto por bactérias que raramente sdo isoladas da

mesma crianca em dois momentos diferentes, como P. gingivalis, T. forsythia e A.
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actinomycetemcomitans; outro grupo de microrganismos que, embora freqiientes na
cavidade bucal da crianga, raramente sdo isolados da mesma crianga em dois
momentos diferentes, o que sugere que a colonizacédo bucal ainda depende de uma
fonte constante de reinfec¢cdo ou distribuicdo em pontos anatdémicos da cavidade
bucal ndo submetidos a avaliacdo no presente estudo, como C. rectus e P.
intermedia; e um terceiro grupo de microrganismos com colonizacdo mais estavel
apos a erupcdo dentaria, como S. mutans e S. sobrinus, além de F. nucleatum.
Apenas T. denticola ndo foi detectado na saliva ou biofilme das criangas, em

nenhum momento do estudo.
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6 ﬁz'&cu&&iio

6.1 specto microbioldgico

O estudo da microbiota bucal é indispensavel para a compreensao da
etiologia da grande maioria das enfermidades bucais, que acometem criancas e
adultos, sendo que a maioria dessas doencas infecciosas € de natureza mista, em
que ha interacdo de varias espécies microbianas.

A composicdo da microbiota bucal das maes e dos bebés mostrou boa
correlacdo entre biofilme dental e a contaminacdo salivar. Esse fato deve ser
ressaltado, uma vez que, a saliva é o maior veiculo de disseminacdo de
microrganismos para diferentes sitios anatdbmicos na cavidade bucal, bem como
para a transmissdo entre diferentes individuos, particularmente mae e filhos
(UMEDA et al., 2004; DOGAN et al., 2008), e as numerosas espécies bacterianas
presentes estabelecem inter-relacbes (MIYAMOTO et al., 2009), como também
observado entre os microrganismos alvo do presente estudo, refletindo as alteragdes
ecoldgicas observadas no biofilme dental.

A participacdo de diferentes microrganismos na etiologia das doencas
periodontais (RYLEV; KILIAN, 2008) e da carie dentaria (BRAILSFORD et al., 1999)
recebeu muita atencdo nas ultimas décadas e, embora a distribuicdo da maioria das
espécies relacionadas a essas condicbes se mostre relativamente constante nas
diferentes sociedades ao redor do mundo, particularidades associadas a localidades
geograficas e habitos, vém sendo descritas (HAFFAJEE et al., 2004; HERRERA et
al., 2008). No continente americano, em funcao da grande diversidade de influéncias
associadas a colonizacdo, habitos e condi¢des geogréficas, essas particularidades
se mostram marcantes, mesmo dentro de um unico pais (LAFAURIE et al., 2007).

Esses aspectos se tornam cruciais quando se verifica que a microbiota bucal
se estabelece precocemente e parece refletir, pelo menos para alguns de seus
integrantes, as caracteristicas da dieta alimentar, habitos de higiene e a postura de
pais e cuidadores sobre a prevencao das doencas de boca (PINTO, 2003). Além

desse aspecto, o estabelecimento de cada microrganismo, no ambiente bucal, e o
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futuro relacionamento com o hospedeiro parecem obedecer a um conceito de “janela
de infectividade”, ou seja, a existéncia de um periodo no qual o hospedeiro,
geralmente um bebé, exposto a um veiculo de transmissdo contaminado com uma
dada espécie microbiana, seria mais facilmente colonizado por esse microrganismo.
Esse conceito se difundiu a partir da “janela de infectividade para S. mutans e cérie
dentaria”, como descrito por Caufield et al. (1993) e pode, em teoria, ser aplicado
para a grande maioria das espécies bacterianas e fungicas que constitui a
microbiota residente da cavidade bucal.

Entretanto, ndo se deve negligenciar a influéncia que medidas
socioeducativas e preventivas, instituidas precocemente, como nas clinicas do
Bebé, podem ter sobre a transmissdo e a implantacdo de diferentes espécies da
microbiota bucal. Além desse aspecto, ndo se pode confundir a colonizacdo da
cavidade bucal e risco de desenvolvimento de alguma enfermidade com a
inevitabilidade dessa condicdo. Nesse sentido, quanto mais precoces foram as
medidas preventivas, menores serdo 0os danos e o préprio custo financeiro e social
do tratamento e da prevencéo implementados.

Inicialmente, o presente estudo procurava caracterizar a microbiota bucal de
criangas com idade de 6 meses, durante um periodo de acompanhamento de 18
meses. Contudo, logo verificou-se que ndo seria possivel tracar paralelos entre os
resultados microbiolégicos nesse estudo longitudinal visto que ndo estavam
disponiveis os dados oriundos das méaes das criangcas, as quais provavelmente
constituem a principal fonte de disseminacdo de microrganismos para as criangas
estudadas. Assim optou-se por incluir as maes das criancas no estudo.

Além desse aspecto, a literatura nacional e internacional sobre a distribuicéo
dos principais microrganismos associados com as doencas periodontais e carie
dentéria traz uma grande gama de métodos de detec¢éo dos microrganismos, desde
cultura, hibridizagdo DNA-DNA, PCR, real-time PCR e imunofluorescéncia, além da
descricdo das condicbes sociais e meétodos de prevencdo utilizados pelos
participantes dos estudos, avaliagdo das condicOes periodontais das populacbes
estudadas e a ocorréncia de carie, e, por fim, identidade dos microrganismos
descritos na literatura. Face as profundas mudancas taxonémicas experimentadas
por alguns géneros microbianos, particularmente para as bactérias Gram-negativas

anaerobias, procurou-se optar pela utilizacdo de artigos publicados a partir de 1999,
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guando a identidade da maioria dos microrganismos estudados no presente estudo
ja estava estabelecida.

N&o se pode negligenciar também o fato de que ha pouco mais de 10 anos
acreditava-se que microrganismos anaerébios ndo poderiam ser transmitidos, e
muito menos se manteriam na cavidade bucal de criangas edéntulas, uma vez que a
auséncia de dentes ndo permitiria a criagdo de um ambiente com potencial redox
adequado para esses microrganismos. Entretanto, a formacdo de agregados
microbianos e biofilme na superficie da mucosa, bem como a maior tolerancia que
esses microrganismos parecem ter ao oxigénio “in vivo”, guando comparados com a
sua sensibilidade “in vitro”, mostraram que a cavidade bucal é habitat de numerosas
espécies microbianas anaerdbias com variados graus de viruléncia e importancia
médica desde a mais tenra idade (KONONEN et al., 1999), justificando a realizagdo
desse estudo longitudinal.

Dentre 0s principais microrganismos detectados nas amostras clinicas
destaca-se 0 género Actinomyces. A elevada ocorréncia de actinomicetos nas
amostras das maes esta de acordo com o papel desempenhado por membros desse
género como parte da microbiota bucal, mais associada com saude gengival ou
gengivite leve (CARVALHO et al. 2009; DEMMER et al.,, 2008; TANNER et al.,
2007), cérie radicular ou em dentina em adultos (BRAILSFORD et al., 1999; YIP et
al.,, 2007) e fazem parte do conjunto de microrganismos conhecidos como
colonizadores iniciais do biofilme, por sua capacidade de produzir polimeros
extracelulares e de aderir a superficie dentaria logo no inicio do seu processo de
formacao (BRAILSFORD et al., 1999). Esses bastonetes na superficie do cemento
possuem capacidade de desmineralizacdo maior do que Lactobacillus spp. ou S.
mutans podendo levar ao desenvolvimento de microlesdes de carie (YIP et al.,
2007).

Entretanto, pouco se sabe sobre a colonizacdo da cavidade bucal de
criangas por esse género microbiano, acrescentando-se o problema adicional das
dificuldades de ordem taxondmica envolvendo esses bastonetes Gram-positivos e
sua identificacdo envolvendo métodos de cultivo (BRAILSFORD et al., 1999).

No presente estudo, a elevada frequéncia de deteccdo desses bastonetes
Gram-positivos nas méaes também pode ser associada a relativa insensibilidade de
Actinomyces spp. aos ions fluoreto utilizados na prevengdo da cérie e pela sua

atividade proteolitica, a qual faz com que nutrientes de natureza protéica, que
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normalmente ndo seriam aproveitados por microrganismos cariogénicos na dentina,
sejam utilizados, bem como os carboidratos da dieta alimentar (BRAILSFORD et al.,
1999), o que minimizaria as eficacias das estratégias preventivas. Além desse
aspecto, esse microrganismos sao tolerantes ao oxigénio (BRAILSFORD et al.,
1999), de forma que a efetividade do peréxido de hidrogénio utilizado pelas maes na
higiene bucal das criancas fica restrita a capacidade desse agente quimico em
remover matéria organica dos tecidos, sem atividade antimicrobiana significativa
sobre esses bastonetes.

Os actinomicetos possuem a capacidade de estabelecer associagcbes
ecologicas com diferentes microrganismos, como as fusobactérias e P. intermedia
(SHEN et al., 2005). Quando os dados das tabelas de contaminacdo salivar e do
biofilme s&o analisados, verifica-se que o aumento da frequéncia de deteccao de F.
nucleatum e do género Actinomyces segue padrdes semelhantes e paralelos,
embora a prevaléncia de F. nucleatum seja significativamente mais elevada,
principalmente no inicio do periodo de avaliacdo, o que pode refletir a grande
capacidade de adeséao das fusobactérias as células da mucosa bucal.

Os dados do presente estudo podem, com as devidas limitagOes, ser
considerados como complementares aos obtidos por Papaioannou et al. (2009), que
mostraram que a maturacdo e o estabelecimento do biofilme bucal, particularmente
0s actinomicetos e os membros do complexo vermelho (P. gingivalis, T. forsythia e
T. denticola), é paulatina e gradual. Entretanto, para Actinomyces spp., a
colonizagdo da cavidade bucal foi potencializada pela erupg¢do dentéria, o que
mostra que a modificagdo do ambiente bucal por eventos marcantes como esse
podem ter grandes reflexos na microbiota. A erupcéo dentaria cria condicbes para o
desenvolvimento da pelicula adquirida e formacdo do biofilme, o qual tem nos
actinomicetos a principal fonte de levanos e outros polimeros extracelulares de
carboidratos (BUSSCHER; EVANS, 1998), os quais podem se converter em fontes
de carboidratos fermentaveis hidrossoluveis para outros membros do biofilme.

Quanto a ocorréncia de Actinomyces spp. na cavidade bucal de criancas
edéntulas, os resultados aqui apresentados evidenciam que a contaminagéao inicial
da cavidade bucal das criancas deve ser bastante precoce, seguida pela
colonizacdo paulatina de um numero crescente de bebés, como também observado

por Sarkonen et al. (2007), que detectaram esses bastonetes na grande maioria das
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amostras de biofilme dental e cada uma das principais espécies presentes pode ser
observada em 40 a 50% das criancas a partir dos 6 meses de idade.

Contudo, no presente estudo, a ocorréncia desses microrganismos foi
significativamente menor do que a descrita por Kéndnen et al. (1999) e Sarkonen
(2007) em que, aos dois meses de idade, 30% das criangcas eram portadoras desses
microrganismos na saliva, enquanto, aos 24 meses, mais de 90% das criangas
albergavam esses bastonetes Gram-positivos. Os dados aqui apresentados
evidenciaram Actinomyces spp. em 16% das amostras de saliva das criangcas com 6
meses de idade, mostrando um grande aumento de prevaléncia aos 12 meses,
correspondendo ao periodo de erupgdo dos primeiros dentes deciduos, e cuja
ocorréncia novamente se exacerbou entre os 18 e 24 meses de idade, atingindo
48,65% das amostras de saliva e 56,76% das amostras de biofilme, valores
semelhantes aos descritos por Tanner et al. (2002) para criangas com 19-36 meses
de idade. Esses dados séao significativamente diferentes dos relatados por Cole et al.
(1998), que falharam em detectar esses microrganismos antes da erupcdo dos
primeiros dentes.

A discrepancia entre os resultados desses estudos pode estar no conceito
errbneo de que a existéncia de elementos dentais seria pré-requisito para a
colonizacdo da cavidade bucal por actinomicetos (KONONEN et al., 1999;
SARKONEN, 2007), sendo que, no presente estudo, ndo foi avaliada a
contaminacdo das mucosas, mesmo que parte da microbiota das mucosas das
criancas tenha sido coletada acidentalmente com o uso das zaragatoas para coleta
de saliva. A avaliacdo das mucosas poderia elevar a frequéncia de deteccéo desses
microrganismos, aproximando-se dos dados de Sarkonen et al., 2007. Os dados do
presente estudo sugerem que se o0s dentes ndo sao fundamentais para a
implantag&o inicial desses microrganismos, eles certamente sdo importantes, uma
vez que a frequéncia de colonizagédo da cavidade bucal das criangas aos 12 e aos
24 meses mostrou influéncia do fenbmeno de erupcao dentéria.

Além desse aspecto, esse género microbiano apresenta grande diversidade
de espécies e é bastante provavel que cada uma apresente um cronograma proprio
de estabelecimento na cavidade bucal, com as espécies com maior afinidade pela
superficie dentaria colonizando de forma mais tardia, como A. viscosus, enquanto
outras, como A. odontolyticus, colonizariam mais precocemente a mucosa

(SARKONEN, 2007). Essas diferencas ocorrem devido a diferentes modelos de
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interacdo entre receptores do hospedeiro e adesinas microbianas tanto na superficie
de células da mucosa e proteinas na pelicula adquirida, em que polipeptideos ricos
em prolina seriam relevantes para o processo de adesao (HALLBERG et al., 1998),
bem como o fendmeno de sucesséo ecoldgica na formacdo da microbiota bucal e o
biofilme em particular (KONONEN et al., 1999).

Aspecto notdvel observado, no presente estudo, € a estabilidade da
colonizacdo da cavidade bucal pelos actinomicetos logo no inicio do presente
estudo. Nesse sentido, uma crianca colonizada por esses bastonetes apresentava
mais de 70% de chances de manter o microrganismo ao longo do tempo de
avaliacdo, e se mostrar portadora nas proximas coletas dos espécimes clinicos. Este
achado foi também relatado por Tanner et al. (2002) para criancas ha mesma faixa
etaria.

Dentre os principais microrganismos associados aos quadros infecciosos
periodontais, merece destaque A. actinomycetemcomitans, freqientemente ligado
aos quadros mais agressivos dessas doencas (CARVALHO et al., 2009; CORTELLI
et al., 2005; DOGAN et al., 2008; GAETTI-JARDIM JUNIOR et al., 2006; GAETTI-
JARDIM JUNIOR et al., 2008; LAFAURIE et al., 2007), mas também implicado em
infecgbes cronicas (EBERSOLE et al., 2008). O “Consensus Report on Periodontal
Diseases”, em 1996, declarou que existiam evidéncias para considerar que
Actinobacillus actinomycetemcomitans (renomeado Aggregatibacter
actinomycetemcomitans), Porphyromonas gingivalis, e Bacteroides forsythus
(renomeado Tannerella forsythia) sdo os principais patégenos das doencas
periodontais humanas.

A. actinomycetemcomitans merece destaque por ser um dos microrganismos
bucais cuja distribuicdo apresenta notavel influéncia das caracteristicas étnicas e
geograficas das popula¢cées humanas envolvidas (RYLEV; KILIAN, 2008), tendo sido
detectado em 35%-45% dos pacientes norte americanos com periodontite cronica
(ANGELOV et al., 2009; EBERSOLE et al., 2008), de 52% a 90% dos brasileiros
com essa condicdo periodontal (COLOMBO et al., 2005), 65,5% das pacientes
gravidas norte-americanas com esse tipo de periodontite (PERSSON et al., 2008),
de 76 a 93,5% dos pacientes tailandeses descritos por Hintao et al. (2007) e 86,4%
dos mexicanos com periodontite (XIMENEZ-FYVIE et al., 2006), aléem de elevada
prevaléncia na Africa (HAUBEK et al., 2008) e China (TONG et al., 2003; WU et al.,
2007).
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Esses dados sdo muito mais elevados do que os observados para o biofilme
das maes, no presente estudo, em que essa espécie foi cultivada ou detectada por
PCR de 23,33% a 28% das amostras de biofilme. Esses dados sé&o, inclusive,
inferiores aos dados de Gaetti-Jardim Junior et al. (2006), que estudaram a
prevaléncia e distribuicdo desse cocobacilo em brasileiros com diferentes condigbes
de saude periodontal, incluindo homens e mulheres sadios ou com gengivite leve.
Contudo, o grupo amostral desses autores apresentava, mesmo entre 0s sadios,
maior indice de placa e ndo se deve esquecer que, ao orientar as maes para a
higiene do bebé, acaba-se reforcando a necessidade de um maior controle do
biofilme das préprias mées, o que pode ter colaborado para essa diferenca.

Para as maes, os dados aqui apresentados sao intermediarios aos
observados por Gaetti-Jardim Junior et al. (2006) e os reportados por Lafaurie et al.
(2007). Esses ultimos autores estudando diversas populagcdes colombianas,
verificaram a presenca desse microaerofilo em, aproximadamente, 5% dos
individuos periodontalmente sadios. Nesse sentido, uma baixa prevaléncia desse
microaerdfilo na Colémbia (BOTERO et al., 2007; HERRERA et al., 2008), Holanda
(BOUTAGA et al., 2006) e Espanha (HERRERA et al., 2008) vem sendo relatada,
com uma ocorréncia de menos de 10% na populacéo adulta saudavel.

A maioria dos estudos sobre a distribuicdo de A. actinomycetemcomitans em
criancas e adolescentes mostra que a ocorréncia do mesmo pode ser bastante
modesta, independentemente da metodologia utilizada, como também pode ser
observado no presente estudo. Kénonen et al. (1999) falharam em detecta-lo em
criangas com idade inferior a 12 meses, 0 mesmo ocorrendo em outros estudos com
criancas pequenas e saudaveis (FRISKEN et al.,1990; KONONEN et al. 1992,
1994). Entretanto os métodos empregados entdo eram significativamente menos
sensiveis do que o PCR hoje utilizado, o que pode corroborar para as diferencas
observadas entre esses estudos os resultados aqui mostrados. Enquanto Alaluusua
e Asikainen (1988) detectaram-no, através de cultura, em 13% das crian¢cas com
denticdo decidua.

A ocorréncia de A. actinomycetemcomitans no biofilme das criancas
estudadas foi bastante modesta, sempre abaixo de 9%, sendo que nenhuma crianga
mostrou a presenca desse microrganismo em duas coletas subsequentes, sugerindo
que a presenca deste microaerdfilo seria apenas transitoria nessas criangas com 24

meses ou menos de idade. Esses dados estdo de acordo com Umeda et al. (2004),
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tanto os dados referentes a contaminagéo salivar quanto a que se refere ao biofilme,
embora esses autores tenham avaliado a ocorréncia desse microrganismo em
criancas japonesas com idade entre 1-15 anos, incluindo 26 com denticdo decidua.
Nossos resultados também se afinam com os de Cortelli et al. (2008), que
demonstraram que esse microrganismo, mesmo sendo muito freqliente em
brasileiros com periodontite, é bastante raro na denticdo decidua praticamente
inexistente antes da erupcdo dessa ultima. Os dados referentes & contaminacao
salivar evidenciam valores muito inferiores aos observados para criancas mais
velhas e bastante semelhantes aos evidenciados por Okada et al., (2002), Yang et
al. (2002) e Sakai et al. (2007), este ultimo com criancas brasileiras. Nesse
particular, Okada et al. (2002) mostraram que a idade média para a aquisicdo desse
microrganismo € de 3,5 anos.

A transmissao desse microaerdfilo é dependente de contato freqliente entre a
fonte de infeccdo e a crianca, sendo que a mae na grande maioria dos casos se
comporta como fonte de disseminacédo (DOGAN et al., 2008). Nesse patrticular, apos
a aquisicdo desse microrganismo também aumentam os riscos de perda de insercéo
conjuntiva. Tamura et al. (2006) observaram correlacdo estatistica entre a presenca
desses microrganismos na saliva das maes e sua presenca na cavidade bucal de
criancas com idade de 2 a 12 anos. Contudo, a quantidade de amostras positivas
para A. actinomycetemcomitans, no presente estudo, foi insuficiente demais para a
confirmacéo estatistica dessa hipotese.

Outro aspecto controverso diz respeito aos efeitos que a colonizacéao pelo A.
actinomycetemcomitans e P. gingivalis tem sobre as condicbes de saude gengival
em criancas. Nesse sentido, Morinushi et al. (2000) advogam que a presenca
desses dois microrganismos esta associada a maior severidade da gengivite nas
criangas, mas a idade mais provavel para que esse processo se desencadeie seria 0
periodo pré-pubertal. No presente estudo, todas as criangas colonizadas por esses
microrganismos mostravam boas condicdes de saude gengival, entretanto ndo se
pode desconsiderar o fato de que nas mesmas observou-se uma inconstancia na
deteccdo desses patdgenos, 0 que sugere transitoriedade da presenca dos mesmos,
ndo configurando uma colonizacdo estavel, como discutido por Morinushi et al.
(2000).

Outros estudos mostram uma aquisicdo progressiva desse microaerdfilo,

como Tanner et al. (2002), com crian¢as de duas faixas etarias (6-18 meses e 19-36
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meses) das ilhas Marianas, no oceano Pacifico, em que entre 22 e 24% das
criangas com idade de 6 a 18 meses possuiam esse microrganismo no biofilme e
entre 23-39% das criancas albergavam um dos seus sorotipos na idade de 19-36
meses. Contudo, nesse ultimo estudo, as criangcas ndo estavam inseridas em um
programa educativo-preventivo, 0 que poderia explicar parcialmente essas
diferencas, além do fato de que determinadas espécies de estreptococos associadas
com saude bucal, como S. mitis, S. salivarius e S. sanguinis podem antagonizar
esse microrganismo e impedir a sua implantacéo na cavidade bucal por mecanismos
ainda nado caracterizados (TEUGHELS et al., 2007). Como esses cocos Gram-
positivos sdo bastante frequientes na denticdo decidua (TANNER et al., 2002), essas
interferéncias podem ter, de fato, ocorrido no presente estudo.

O principal fator de viruléncia desse microrganismo parece residir na
producdo de uma potente leucotoxina (FIVES-TAYLOR et al., 1996) e maior atencao
deveria ser dada as cepas altamente leucotdxicas, que sofreram uma delecdo de
530 pb no promotor do gene que codifica para essa proteina (HAUBEK et al., 2008),
existindo forte correlacéo entre a colonizacao do sulco gengival por cepas altamente
leucotoxicas desse microaerdfilo e o desenvolvimento de periodontite agressiva
localizada (CORTELLI et al., 2005). Entretanto, embora a associacao de cepas
altamente leucotoxicas de A. actinomycetemcomitans com periodontite agressiva
localizada seja bem documentada (FIVES-TAYLOR et al., 1996; HAUBEK et al.,
2008), existem relatos que evidenciam a ocorréncia dessas doencas periodontais
em pacientes que ndo sao colonizados por linhagens altamente leucotoxigénicas,
como evidenciado por Leung et al. (2005), na China.

Dentre os microrganismos aqui avaliados, C. rectus e E. corrodens merecem
destaque ndo somente pela frequéncia de deteccdo, mas pelas significativas
associacOes observadas com outras espécies bacterianas no biofilme microbiano e
possivel participacdo dessas espécies nas modalidades mais agressivas de
periodontite.

Quanto a participagao de C. rectus nas doencas periodontais, a literatura ndo
apresenta consenso. Enquanto véarios estudos (CARVALHO et al., 2009; KUMAR et
al., 2003; MAYANAGI et al., 2004; SUDA et al., 2004; XIMENEZ-FYVIE et al., 2006)
evidenciam que esse microrganismo € comensal na cavidade bucal, tanto em sadios
como em pacientes com periodontite, outros estudos, particularmente envolvendo

pacientes norte-americanos, mostram baixa frequéncia desse microrganismo
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(EBERSOLE et al.,, 2008; HAFFAJEE et al.,, 2006). Nesse sentido, também é
bastante significativa a literatura que 0 associa com a periodontite cronica
(COLOMBO et al., 2002, 2005; DAHLEN; LEONHARDT, 2006; DOGAN et al., 2003;
LAFAURIE et al.,, 2007; PAPAPANOU et al, 2002; RAMSEIER et al., 2009;
YOKOYAMA et al., 2008) e agressiva (DOGAN et al., 2003; LAFAURIE et al., 2007).
Lafaurie et al. (2007) reportaram que em colombianos com periodontite havia nitida
associacdo geogréafica e ecologica entre C. rectus e E. corrodens, como também
observado no presente estudo, no biofilme de méaes e criancas.

Por PCR convencional, os dados apresentados no presente estudo
evidenciaram a presenca de C. rectus na saliva de 26,0% das criangas com 6 meses
e em 34% de suas maes, sugerindo uma colonizacdo precoce e que se manteve
mais ou menos constante ao longo do tempo, atingindo 29,73% das amostras de
saliva aos 24 meses nas criancas e 43,33% nas maes. No biofilme, o mesmo
fendbmeno esteve presente. Nesse sentido, juntamente com Fusobacterium
nucleatum e os actinomicetos, C. rectus foi o microrganismo com colonizagdo mais
estavel na cavidade bucal de criancas e suas maes.

Dentre os microrganismos estudados, C. rectus foi um dos que apresentaram
melhor correlagdo entre ocorréncia no biofilme dental e presenga do microrganismo
na saliva, fato também relatado por Ramseier et al. (2009). Esses dados referentes
as maes foram ligeiramente superiores aos descritos por Lafaurie et al. (2007) e
Colombo et al. (2005), para colombianos e brasileiros com gengivite ou saudaveis.

Poucos estudos relatam a ocorréncia desse bastonete na microbiota de
criangas edéntulas e na denticdo decidua. Os dados apresentados mostram uma
ligeira elevacao na prevaléncia desse microrganismo no biofilme de criancas, saindo
de 21,43% aos 12 meses até 35,14% aos 24 meses de idade, valores inferiores aos
apresentados por Tanner et al. (2002), em que 43% das amostras de biofiime de
criancas aos 6-18 meses eram positivas e esse valor se elevava para 50% na faixa
etaria de 19-36 meses, enquanto Cortelli et al. (2008) advogam que esse
microrganismo seria ubiquo na cavidade bucal, observando também a elevacéo da
prevaléncia desse microrganismo nas criangas com mais de dois anos de idade, em
gue esse bastonete colonizaria de 60 % a 80% dos individuos.

Possivelmente essa espécie possui linhagens com padrdes de viruléncia
muito diferentes bem como distribuicao irregular na populacéao, de forma que autores

como Umeda et al. (2004), que detectaram esse microrganismo na quase totalidade
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das amostras de biofilme bucal de criancas e adolescentes com idade de 1 a 15
anos, no Japdo, ou Tamura et al. (2006), que observaram a presenca dessa bactéria
em menos de 10% das criancas com idade de 2 a 12 anos, nho mesmo pais, podem
estar descrevendo realidades restritas a determinados grupos humanos e hoje ja
sdo bem conhecidas as influéncias étnicas, culturais, sociais e geograficas sobre a
microbiota bucal (HAFFAJEE et al., 2004).

A participacao de E. corrodens no desenvolvimento de gengivite vem sendo
questionada. Alguns estudos suportam um papel mais significativo desse
microrganismo nas doencas periodontais cronicas (KUMAR et al., 2003; COLOMBO
et al., 2005; PERSSON et al., 2008) ou agressivas (BOTERO et al., 2007), mas
estudos sobre a viruléncia e diversidade genética dessa espécie devem ser
realizados, visto que outras pesquisas evidenciam uma frequéncia semelhante de
colonizagdo em sadios, individuos com gengivite e pacientes com periodontite
(HAFFAJEE et al., 2006; MAYANAGI et al., 2004; RAMSEIER et al., 2009; SUDA et
al., 2004).

As discrepancias deste estudo, parecem refletir possiveis condicdes
periodontais das maes e familiares e o fato de que as criangas do presente estudo
eram mantidas em um programa educativo-preventivo em que se estimula a
restricdo ao consumo de sacarose, em funcdo da prevencdo a carie dentéria, e
sabe-se que a restricdo a esse carboidrato acaba por reduzir o volume do biofilme
formado (BAUMGARTNER, et al.,, 2009), o que pode afetar a distribuicdo desse
patdgenos, visto que o mesmo € muito mais frequente em individuos com controle
precério do biofilme (FRISKEN et al., 1990).

Embora a presenca desse microrganismo tenha sido mais freqiiente nas
criancas e suas maes, no presente estudo, em relacdo aos dados desses ultimos
autores, também se verificou boa associacdo entre a presenca dessa bactéria na
cavidade bucal das maes e sua presenca na crianga, independentemente do
momento de coleta do biofilme ou saliva, como descrito por estes autores.

Dentre os principais microrganismos bucais, merece destaque os anaerébios
Gram-negativos do género Fusobacterium, em particular F. nucleatum. Esse
microrganismo possui grande capacidade de coagregacdo (KOLENBRANDER,;
LONDON, 1993), o que constitui o principal mecanismo de colonizacdo da cavidade
bucal pela maioria das espécies do biofilme microbiano. Sua ampla capacidade de

adesdo as células do hospedeiro e de estabelecer pares de coagregacdo com outros
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microrganismos bucais € notéria e provavelmente ajuda a explicar as associagdes
estatisticas observadas entre esse microrganismo e os demais.

As fusobactérias, embora por vezes associadas as doencas periodontais,
também sao freqientes em individuos sadios e existem controvérsias quanto a sua
importancia no estabelecimento e progressao das periodontopatias, de forma que
enquanto algumas subespécies podem se comportar como comensais (BOUTAGA
et al.,, 2006; CARVALHO et al., 2009; EBERSOLE et al., 2008; MAYANAGI et al.,
2004; TANNER et al.,, 2007; XIMENEZ-FYVIE et al., 2006), outras, como F.
nucleatum subsp. vinventii poderiam ter papel ativo nos danos aos tecidos
periodontais (COLOMBO et al. 2005; PAPAPANOU et al., 2002), embora ndo haja
consenso sobre esse aspecto ( CARVALHO et al., 2009).

Nas maes, F. nucleatum foi frequiente, o que estad de acordo com a literatura
gue o associa ao desenvolvimento de gengivite ou periodontite cronica (COLOMBO
et al. 2005; PAPAPANOU et al.,, 2002), sendo que a viruléncia desse anaerdbio
fusiforme seria potencializada por pequenos niveis de P. gingivalis, T. forsythia ou E.
corrodens (HAFFAJEE et al., 2006), decorrendo dessa constatagdo a necessidade
de manter condicbes minimas de controle do biofilme, uma vez que esses
microrganismos foram detectados nas maes com freqiéncia moderada e as criangas
sao expostas ao risco de adquiri-las.

Entretanto, dada a grande diversidade genética dessa espécie, é
problematico atribuir um Unico papel para todas as subespécies. Assim, desde que,
na maioria dos estudos, esse microrganismo foi detectado em frequéncia elevada
tanto em sadios quanto em pacientes com gengivite ou periodontite, muitos o
consideram um comensal que pode apresentar capacidade de agredir o hospedeiro
em condi¢cdes favoraveis (BOUTAGA et al., 2006; EBERSOLE et al., 2008;
MAYANAGI et al., 2004; TANNER et al., 2007; XIMENEZ-FYVIE et al., 2006;). E
possivel que com o desenvolvimento de altera¢des inflamatorias periodontais, esse
anaerobio, cujo metabolismo se mostra dependente da fermentacdo de
aminoacidos, possa ser beneficiado do ponto de vista nutricional, com o0 aumento do
fluido do sulco gengival e maior aporte de peptideos, levando a um gradativo
aumento de sua prevaléncia e nas suas populac¢des periodontais.

Os dados do presente estudo, tanto por cultura, quanto por PCR, confirmam o
ponto de vista de que F. nucleatum € precocemente transmitido para as criangas

edéntulas, constituindo um dos primeiros anaerobios a fazer parte da microbiota
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bucal humana. Esse ponto de vista vem sendo estabelecido desde o estudo classico
de Frisken et al. (1990), que verificaram que 25% das criancas logo adquiriam esse
microrganismo e que a freqiiéncia de colonizacdo rapidamente aumentava até os 3
anos de idade. Pelos resultados aqui apresentados, entre os 12 e 18 meses de vida
foi o periodo que ocorreu a maior elevacdo da colonizagdo bucal por esse
microrganismo, mantendo-se mais constante até o final do estudo.

A grande importancia desse microrganismo para a formacdo do biofilme
supera, e muito, a sua capacidade de agressdo ao hospedeiro, de forma que
cuidados especiais devem ser dados a crianga e seus familiares, visto que sua
ocorréncia nas mées foi bastante elevada e, sua transmissao, precoce, como
mostrado também por Kénénen et al. (1999) e Tanner et al. (2002). Assim, talvez
seja adequado melhorar as condicbes de higiene bucal das maes, uma vez que o
risco de transmissdo dessa bactéria se mostrou tdo elevado quanto o observado
para 0S cOcoS cariogénicos, que sempre foram objeto da grande maioria das
politicas de prevencdo na Bebé-Clinica. Esse fato ganha relevancia se
considerarmos a precocidade da manifestacéo da lesdo de céarie dentaria em relacéo
as alteragbes periodontais.

Além de transmitido precocemente, 0s resultados sugerem que esse
anaerobio estabelece colonizagdo estavel nas criangas, umas vez que as mesmas
criancas que o albergavam aos 6 meses continuaram a fazé-lo aos 12, 18 e 24
meses, além de outras criancas que foram colonizadas ao longo desse tempo. Essa
estabilidade de colonizacdo também foi descrita por Haraldsson et al. (2004) e é da
maior relevancia, uma vez que F. nucleatum € considerado uma ponte entre 0s
colonizadores iniciais do biofilme, representados pelos estreptococos e
actinomicetos, e o0s colonizadores finais, como 0s géneros Treponema,
Porphyromonas e Prevotella, entre outros (KOLENBRANDER; LONDON, 1993).

A despeito da importancia desses microrganismos, um conjunto de
anaerobios coletivamente denominados de “complexo vermelho de Socransky”
(SOCRANSKY et al., 1998) passou a dominar as pesquisas sobre a etiologia e a
prevencao das doencas periodontais. Esse complexo é constituido por P. gingivalis,
T. denticola e T. forsythia, os quais sdo anaerébios altamente proteoliticos capazes
de induzir destruicdo dos tecidos de suporte dental, sendo considerados indicadores
de risco de perdas de insercao conjuntiva (FENG; WEINBERG, 2006; SOCRANSKY
et al., 1998;).
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P. gingivalis e T. forsythia vém sendo implicados com perda 0ssea em
diversas populagdes ao redor do mundo, como Estados Unidos (EBERSOLE et al.,
2008; HAFFAJEE et al., 2006; PERSSON et al., 2008), Colédmbia (LAFAURIE et al.,
2007), Japdo (EGUCHI et al., 2008; MAYANAGI et al., 2004), Suécia (DAHLEN;
LEONHARDT, 2006), Holanda (BOUTAGA et al., 2006) e Brasil (CARVALHO et al.,
2009; COLOMBO et al., 2005; GAETTI-JARDIM JUNIOR et al., 1998). Alguns
estudos sobre T. forsythia em determinadas populagbes, como a mexicana
(XIMENEZ-FYVIE et al., 2006), sueca (DAHLEN; LEONHARDT, 2006) e japonesa
(EGUCHI et al., 2008), mostram que o mesmo pode ser frequente entre alguns
individuos saudaveis.

Os dados aqui apresentados sustentam que tanto P. gingivalis quanto T.
forsythia sdo raros e transitérios na saliva e biofilme de criangcas com até 24 meses
de idade. No biofilme foram detectados sempre em freqiéncia modesta e sem
alteracdes de prevaléncia muito significativas no periodo compreendido pelo estudo.
Essas informacfes se alinham com os dados de Matto et al. (1998), com criancas
finlandesas, Umeda et al. (2004) e Tamura et al. (2006), com criangas japonesas e
suas maes, Kulekci et al. (2008), com criancas de 6 a 13 anos na Turquia, Cortelli et
al. (2005), com pacientes brasileiros de varias faixas etérias, incluindo criangcas com
denticdo decidua. Contudo, ndo sdo conhecidos os fatores que ndo permitiriam um
estabelecimento mais precoce desse microrganismo em criangcas com denticdo
decidua.

Em algumas popula¢des americanas, quando a presenca de P. gingivalis era
observada exclusivamente por intermédio de cultura, a sua auséncia parecia refletir
mais as limitacdes da técnica do que um fenémeno real. Com o advento de métodos
moleculares, como o PCR e a hibridizacdo DNA-DNA, nos anos 90, na maioria dos
casos esse microrganismo continuou sendo detectado em frequéncia muito baixa,
como os estudos acima mencionados, mas outras pesquisas, como a de McClellan
et al. (1996), com criancas nos Estados Unidos, e Gafan et al. (2004), no Reino
Unido, verificaram a presenca desse anaerdbio em 45% das criangcas com denticao
decidua e mista.

A despeito de algumas controvérsias, como as descritas acima, existe
concordancia na literatura de que quando a mae, ou o individuo responsavel pelos
cuidados com a crianca, € portador do microrganismo, 0 risco de transmisséo
aumenta significativamente (ASIKAINEN et al.,1996; WATSON et al., 1994), o que
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justifica a instrucdo de cuidados especiais para a mae que apresenta gengivite
severa ou periodontite, uma vez que ndo se consegue evitar que uma fonte
abundante de infeccdo venha a transmitir o microrganismo para a crianga com a
qual tem contato freqiente, a menos que 0s niveis de infeccdo da mae sejam
controlados.

Uma condicdo bastante semelhante diz respeito a T. forsythia, com a
peculiaridade de que a literatura sobre esse anaerdbio € muito mais escassa. No
presente estudo, aos 18 meses de idade, apenas uma crianca fora positiva para
esse bastonete, o0 mesmo ocorrendo com oito méaes. Aos 24 meses, dois bebés
foram positivos para essa bactéria, mas nenhum deles apresentara esse organismo
antes, sugerindo que a presenca do mesmo seja transitoria, com o que os resultados
de Kulekci et al. (2008) concordam.

Tanner et al. (2002) relataram a presenca dessa bactéria em 14% das
criangas com idade entre 6 e 18 meses, mantendo-se nesse patamar entre 19 e 36
meses, enquanto Kulekci et al. (2008), com criancgas entre 6 e 13 anos, ndo detectou
esse anaerobio. Ja Cortelli et al. (2008), conservaram-no em 5% das criangas com
idade entre zero e quatro meses e em, aproximadamente, 10% das criangas com
idade entre dois e cinco anos, corroborando para a conclusao de que essa bactéria
ndo € parte da microbiota bucal de criancas com idade inferior a 24 meses. Poucos
estudos vao contra esse posicionamento, como Gafan et al. (2004), em que 65%
das criancas com 5 a 9 anos séo portadores de T. forsythia. Ndo estdo disponiveis
dados relativos as criancas nas faixas etarias compreendidas pelo presente estudo.

Desde a década de 1960, cogita-se a possibilidade de participacdo de
diferentes espiroquetas bucais no desenvolvimento das doencas periodontais.
Estudos realizados principalmente na Europa Ocidental, Estados Unidos, Japdo,
sudeste asiatico (DAHLEN; LEONHARDT, 2006; EBERSOLE et al., 2008; EGUCHI
et al., 2008; HINTAO et al.,, 2007; KUMAR et al., 2003; MAYANAGI et al., 2004,
PAPAPANOU et al., 2002; RAMSEIER et al. 2009; TAKEUCHI et al., 2001) e Brasil
(COLOMBO et al., 2002, 2005) evidenciaram que Treponema denticola, a
espiroqueta bucal mais amplamente estudada, apresenta relagdo com a perda de
insercdo conjuntiva e é detectada em freqUéncia muito superior nos pacientes com
periodontite ativa. Entretanto, em algumas popula¢des latino-americanas, a
distribuicdo desse microrganismo parece ser muito mais restrita, tendo sido isolado
de 5% dos maias da Guatemala (DOWSETT et al., 2002) e de 17% dos indios do
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Parque Indigena do Xingu (IDE et al., 2000), contudo a descri¢éo clinica da condi¢éo
periodontal desses individuos é falha.

Em nosso estudo, os dados de baixa prevaléncia desse microrganismo nas
maes e seus filhos contrastam com os resultados de Kulekci et al. (2008), em que
havia predominancia de 32% nas criangcas com 6 a 13 anos na Turquia, e Tanner et
al. (2002), que encontraram aproximadamente 30% das criancas entre 6-18 meses
de idade e 19-36 meses portadoras deste microrganismo. Entretanto novos estudos
tém questionado o papel dessa espiroqueta no desenvolvimento das periodontites,
particularmente as agressivas (CARVALHO et al., 2009).

A literatura sugere que P. intermedia, um anaerdbio Gram-negativo associado
as gengivites e periodontites em humanos, raramente encontrado em criancgas, seria
transitério na cavidade bucal (CORTELLI et al., 2008; KONONEN et al., 1999;
KULEKCI et al., 2008), mas os resultados aqui apresentados mostram com
seguranca maior do que estudos transversais poderiam oferecer, que
aproximadamente 20% das criancas e entre 40 e 50% das méaes sdo colonizadas
por essa bactéria.

A compreensdo do papel desempenhado por Prevotella intermedia e P.
nigrescens nas doencas periodontais € dificultado pelo fato de que a maioria dos
artigos publicados até o final da década passada nao distinguiam as duas espécies,
as quais somente podem ser identificadas através de métodos moleculares. A
prevaléncia de P. intermedia em populacdes latino-americanas com periodontite é
bastante variavel, indo de 22% (IDE et al., 2000) a mais de 70% dos pacientes
(DOWSETT et al., 2002).

Por outro lado, Suda et al. (2004), com adolescentes japoneses, Ximenez-
Fyvie et al. (2006), com mexicanos, e Dahlén e Leonhardt (2006), com pacientes
suecos sadios ou portadores de periodontite, evidenciam que P. intermedia é
frequente mesmo na auséncia de inflamacédo gengival. Parcela significativa da
literatura sustenta que esses anaerobios participariam da inflamacéo gengival e, em
menor extensdo, perda de insercao conjuntiva (BOTERO et al., 2007; COLOMBO et
al., 2002, 2005; DOGAN et al., 2003; LAFAURIE et al., 2007; MAYANAGI et al.,
2004; PAPAPANOU et al., 2002; RAMSEIER et al., 2009), sendo mais comuns em
lesGes periodontais profundas e associado a P. gingivalis (ANGELOV et al., 2009).
Entretanto, como observado por Herrera et al. (2008), o papel desempenhado por

esses anaerobios varia significativamente de uma populagéo para outra, tendo sido
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considerado relevante em colombianos e espanhois com periodontite cronica e rara
em chilenos com essa mesma condicao clinica.

No que se refere a ocorréncia em criancgas, nossos dados se assemelham aos
de Tanner et al. (2002), que mostraram a presenca desse microrganismo em 26%
dos bebés com até 18 meses de idade e 43% das criangcas com idade entre 19 e 36
meses. Outros estudos como Konodnen et al. (1999) e Cortelli et al. (2008), que
observaram a presenca desse microrganismo em 5% das criancas de 12 meses,
Kulekci et al. (2008), em que esse microrganismo nao foi detectado. A comparacao
desses dados sugerem que peculiaridades das populagdes de criangcas ou, mais
precisamente, dos pares bebés-mées, podem interferir com a estabilidade de
colonizagéo.

Ao longo do experimento, verificou-se a ocorréncia de alguns
periodontopatégenos em associacbes, de forma que algumas criangas
concentravam a maioria das amostras positivas. Entretanto essa microbiota mais
complexa era transitéria e ndo era detectada novamente na proxima visita para
avaliacdo na Bebé-Clinica. Fendmeno semelhante foi descrito por Nakano et al.
(2008), em que parecia haver uma inter-relacdo entre a ocorréncia dos principais
microrganismos bucais, particularmente os do “complexo vermelho de Socransky”.

Desde a década de 80 sabe-se que o estabelecimento precoce de
estreptococos cariogénicos nos incisivos deciduos estad intimamente ligado ao
desenvolvimento de carie na denticio decidua e que a severidade da doenca
apresenta relacdo direta com o0s niveis de infeccdo por esse grupo de
microrganismos (ALALUUSUA; RENKONEN, 1983; KOHLER et al., 1988). Deve-se
ressaltar, nesses microrganismos, a sua acidogenicidade e aciduridade, além de
capacidade de producdo de polimeros de reserva energética e polimeros
extracelulares insollveis de carboidratos (MATTOS-GRANER et al., 2000).

De uma forma geral a literatura reforga a importancia da transmisséo vertical,
dos pais (mae, em particular) para a crianca (ALVES et al.,, 2009; BERKOWITZ,
2006; CAUFIELD et al., 1993), e a transmissao horizontal, que poderia se dar entre
as proprias criancas e entre essas e seus cuidadores (ALVES et al.,, 2009;
BERKOWITZ, 2006; CAUFIELD et al.,, 1993; EMMANUELSON et al.,, 1998;
MATTOS-GRANER et al., 2001). Os resultados do presente estudo ndo podem
reforcar ou reduzir a forca dessas hipoteses, até por que ndo eram objetivos do

mesmo, mas verificou-se boa correlacdo entre presenca desses cocos cariogénicos
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na cavidade bucal das criancas e de suas maes. Entretanto, para comprovar essa
suposicdo, seriam necessarias avaliagbes da diversidade clonal dos cocos
cariogénicos das criancas, de seus familiares e cuidadores, o que extrapola os
objetivos iniciais do projeto.

Inicialmente acreditava-se que as criangas ndo albergavam essas bactérias
cariogénicas até algum tempo apdés a erupcdo dentaria, sendo que esses
estreptococos necessitariam de superficies duras ndo descamativas para sua
adesao e colonizacdo (BERKOWITZ et al.,, 1975; CATALANOTTO et al.,, 1975;
CAUFIELD et al., 1993). Os dados desse projeto reforcam a crenca de que apés um
periodo inicial de transitoriedade, com o aumento do nimero de elementos dentais
na cavidade bucal, a colonizacao se estabilizaria e, em torno de 20% das criancas,
em particular os que desenvolveram lesdes de mancha branca e cavitacdo, esses
cocos cariogénicos passariam a fazer parte da microbiota bucal mesmo antes da
erupcdo dos molares deciduos.

Segundo o classico estudo de Caufield et al. (1993), introduzindo a realidade
da janela de infectividade para S. mutans e demais cocos do grupo, 0 aumento
rapido da prevaléncia de estreptococos cariogénicos estaria ligado a um conjunto de
eventos biolégicos, como a erupcdo dentaria, particularmente dos molares deciduos
com suas fossulas e fissuras capazes de permitir o desenvolvimento de um biofilme
rico nesses cocos. Nesse conceito, 0os dentes representariam, na opinido de seus
proponentes, areas virgens abertas a coloniza¢do por S. mutans e seus congéneres,
como S. sobrinus. Entretanto, os dados do presente estudo mostram que uma
parcela razoavel das criancas jA apresenta esses cocos cariogénicos antes da
erupcdo da denticdo decidua e que a microbiota bucal esta em amplo e rapido
processo de formacgéao, nao existindo areas virgens de fato.

Os dados né&o invalidam o conceito de janela de infectividade, mas
evidenciam, que, possivelmente, existem janelas, maiores e menores, que permitem
a implantacdo desses microrganismos na cavidade bucal. Nossos dados também
mostraram que existe uma estreita correlacdo entre a populacdo de cocos
cariogénicos e o processo de erupc¢do dentaria, além do fato de que as criangas que
desenvolveram processo de carie possuiam, niveis mais elevados desses
microrganismos, e que essa janela de infectividade pode sofrer influéncias de fatores

ambientais e culturais, o que tornaria a populacéo, ou melhor, populacdes brasileiras
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em uma condicao especial para pesquisa, visto que somos uma sociedade bastante
complexa e com muitas peculiaridades.

Por outro lado, se um grupo pequeno adquiriu S. mutans e S. sobrinus
precocemente, a maioria das criancas (aproximadamente 60%) mostrou-se livre
desses microrganismos aos 24 meses de idade e esses resultados sao
significativamente diferentes dos reportados por Caufield et al. (1993), que
empregaram uma metodologia menos sensivel, a cultura, em que 82,61% das
criancas estavam colonizadas aos 26 meses de idade, ou os resultados de Tanner
et al. (2002), em que S. mutans e S. sobrinus estiveram presentes em 55% e 47%
das criangcas com 6-18 meses e em 75% e 46% das criangas com 19-36 meses, ou,
por fim, os dados de prevaléncia de Kishi et al. (2009), em que a quase totalidade de
criancas com 2,5 anos era portadora desses cocos. Os dados aqui apresentados,
por outro lado, foram semelhantes aos descritos por Alves et al. (2009), em que 0s
primeiros cocos cariogénicos parecem ser transitorios e aos 24-30 meses, 32,1%
eram colonizados por S. mutans.

Embora n&do tenhamos estudado, de fato, a transmissdo de microrganismos
bucais entre mées e filhos, o presente estudo sugere que a transmissdo de cocos
cariogénicos entre maes e filhos é um evento que néo ocorre com facilidade e que a
transmissdo demanda contato frequente, visto que a maioria das criancas estava
livre desses cocos enquanto suas maes eram sempre, Ou quase sempre,
colonizadas por niveis moderados desses cocos. Esse ponto de vista esta de acordo
com os resultados de Emanuelson et al. (1998) e de Emanuelson e Thorngvist
(2001).

Embora a dieta alimentar da crianca nédo tenha influenciado a prevaléncia
desses cocos, 0s maiores niveis de S. mutans e S. sobrinus ocorreram em duas
criancas que desenvolveram 0 processo carioso e apresentaram uma modificacdo
na dieta alimentar, com aumento no consumo de alimentos considerados
cariogénicos. Esses dados confirmam a possibilidade de utilizar com precisdo o
real-time PCR para avaliar as populacdes de cocos cariogénicos e, portanto o risco
a carie do individuo, como sugerido por Kishi et al. (2009).

A proporcdo de S. mutans / S. sobrinus na populacdo foi semelhante a
observada previamente por Okada et al. (2002), sendo que os niveis salivares de S.
mutans foram mais elevados do que os de S. sobrinus, concordando com os dados

de Kishi et al. (2009), os quais também utilizaram a metodologia de Yoshida et al.
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(2003) na quantificacdo desses cocos cariogénicos em fungdo da sua
reprodutibilidade, confiabilidade e, acima de tudo, sensibilidade. A despeito dessa
superioridade numérica, alguns estudos atribuem a S. sobrinus uma participacao
importante em pacientes com elevada atividade de carie (FUJIWARA et al., 1991;
HIROSE et al., 1993), o que néo foi observado nas criangcas que desenvolveram
carie dentaria.

Por outro lado, Okada et al. (2002) verificaram que 0s pacientes infectados
por S. mutans e S. sobrinus, em associagdo, apresentavam maior prevaléncia de
carie e atividade de doenca do que os pacientes que albergavam apenas S. mutans.
No presente estudo, todas as duas criangas com carie eram portadoras, em algum
momento, desses dois cocos cariogénicos, mas em funcdo do modesto numero de
pacientes que desenvolveram essa condicdo, essa constatacao de co-infec¢cdo nao

atinge significancia estatistica.
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6.2 ssociacdo Clinica

Considerando os resultados e a discussdo dos aspectos microbiolégicos,
importantes relacdes podem ser descritas em relacdo ao aspecto clinico deste
trabalho. A comecar pelo fato de ser uma pesquisa longitudinal o que empresta aos
resultados uma sélida caracteristica e oferecem maior precisdo nas inferéncias
causais sendo os mais adequados para testar as hipoteses etioldgicas. Embora este
tipo de estudo possa ser seriamente afetado pela perda de individuos da amostra,
nesta pesquisa 0 numero amostral manteve-se em niveis razoaveis, pois ao final de
2 anos foi mantido 77% do numero inicial de pacientes.

Em funcéo destas alteracdes, do numero de pacientes e amostras clinicas, a
analise estatistica dos dados foi realizada segundo Brunner; Langer (2000), e Rosa
(2001), em dois compartimentos separados: aspectos clinicos e aspectos
microbiolégicos. Quando da inter-relacdo entre estes compartimentos, considerava-
se apenas os dados dos individuos que haviam de fato concluido toda a avaliacéo
clinica e microbioldgica pertinente.

Em nosso estudo, aos 6 e 12 meses de idade, ndo foi observada influéncia da
dieta alimentar, aleitamento, irrupcdo dentaria e qualidade da higienizagdo, na
microbiota bucal observada. Provavelmente, porque o consumo de alimentos
acucarados manteve-se de forma moderada, os dentes erupcionados encontravam-
se higidos e as caracteristicas de higienizacdo bucal eram semelhantes. Aos 18
meses de idade, nas criangas avaliadas, foi observada sensivel diferenca na
presenca de cocos cariogénicos, em duas criancas que desenvolveram lesdo de
carie em esmalte sem cavitacdo (mancha branca), e com mudanca no padrdo de
consumo de alimentos acucarados de moderado para alto. Porém, na avaliacao
geral, estas alteracbes né&o refletiram significativamente uma vez que nado foram
observadas influéncias do tipo de dieta alimentar, aleitamento e frequéncia da
higienizacdo na microbiota bucal dos bebés. Nestas mesmas criancas, quando
avaliadas aos 24 meses, pode-se considerar que 0s mesmos padroes foram
observados, uma vez que nado houve mudancga no padrao de consumo de alimentos
contendo acucar, e a prevaléncia de carie dentaria ndo foi estatisticamente

significante. A presenca de microrganismos nesta faixa etaria, portanto, nao foi
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influenciada significativamente pelos padrbes de dieta alimentar e higiene, mas sim,
pelo nimero de dentes irrompidos.

Verificou-se também, ao longo dos dois anos de acompanhamento clinico,
que os fatores estudados nesta pesquisa, irrupcdo dentaria, condicdo gengival,
higiene bucal, dieta alimentar e céarie dentaria, apresentaram padrées considerados
desejados para as faixas de idade pesquisadas e por serem pacientes pertencentes
a um programa educativo/preventivo.

A irrupcédo dentaria apresentou variabilidade, sendo que no periodo final de
avaliacdo nem todos os pacientes apresentavam toda a dentadura decidua
estabelecida. Em nossos achados, o aumento no nimero de dentes na cavidade
bucal influenciou a elevacdo do numero de microrganismos. Assim também,
Tankkunnasombut et al. (2009) ao estudarem 202 criancas tailandesas de 2 a 36
meses de idade encontraram 26% das criancas (média 20 meses), com resultados
positivos para S. mutans. O fator que mais concorreu para uma significativa
elevacdo destes cocos foi 0 aumento da idade e numero de dentes irrompidos.
Segundo os autores, o maior numeros de dentes presentes na cavidade bucal
incluindo-se a irrupcdo dos molares deciduos sdo potencias fatores de risco a carie
dentaria em pacientes nesta faixa etaria.

A condicéo gengival, em estreita relagdo com a higiene bucal, foram fatores
que se mantiveram dentro de padrdes considerados normais, enfatizando-se a
ocorréncia de microrganismos causadores de periodontopatias, ainda que
transitorios. A combinacdo da escovacdo dentaria mais a higiene da area
interproximal sdo considerados 6timos métodos de controle do acumulo do biofilme,
evitando assim a condicdo de gengivite. Porém, os pacientes assistidos na bebé-
clinica sdo amplamente dependentes da acdes dos pais ou responsaveis para
realizar sua higiene bucal. Como afirma Alves et al. (1998), estes habitos de higiene
séo introduzidos tardiamente como rotina na vida da crianga. Por isso, assim como
afirma Claydon (2008), a melhora na higiene bucal, tanto da crianca como da mae, &
obtida pelo desenvolvimento da aptiddo e motivacéo, fatores estes imprescindiveis
na rotina da bebé-clinica.

Quanto a dieta alimentar, nos pacientes desta pesquisa notou-se um perfil
que se desenvolveu dentro dos padrbes normais, porém nao ideais. Aos seis meses
de idade somente 37% dos bebés eram amamentados exclusivamente no peito,

enquanto habitos de alimentagcdo ndo adequados como acordar para mamar e
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dormir mamando era praticado por 33% dos bebés, embora aos 12 meses
estivessem ausentes. Provavelmente fruto das orientagbes fornecidas a mae.
Tankkunnasombut et al. (2009) analisando criancas nos trés primeiros anos de vida,
encontrou correlacdo do tipo de leite e uso da mamadeira com uma maior
colonizacdo de S. mutans. Os autores ressaltaram que no caso da mamadeira, 0
tempo de uso da mesma pela crianca € fator que corrobora o resultado. Em nossa
pesquisa nao foi encontrada influéncia do tipo da dieta alimentar e da microbiota.

Ismail e Sohn (2001) afirmaram com relacdo a experiéncia de carie, que
variaveis como nivel sdcio-econémico, dieta alimentar, habitos de higiene e periodo
da primeira consulta ao cirurgido-dentista, ndo podem ser consideradas
isoladamente.

Estes mesmos autores ainda afirmam que criangcas que tem Vvisitas
preventivas em idade precoce, como as que ocorrem com as criangas inscritas em
programas educativo-preventivos, geralmente sdo pertencentes a familias de
melhores condicBes soécio-econdmicas, que podem gerar maior interesse e
comportamentos positivos relacionados aos aspectos preventivos e orientacdes
profissionais.

O fato de o consumo de alimentos agucarados nao estar necessariamente
associado com a prevaléncia de carie dentaria foi resultado também encontrado nos
trabalhos de Garcia- Closas et al. (1997), que avaliaram a prevaléncia de carie
dentaria em criancas, associando ao consumo de varios tipos de alimentos,
principalmente acucarados, e a contagens salivares de Streptococcus mutans. Estes
autores verificaram, por outro lado, que o consumo associado de alimentos contendo
carboidratos e acucares influenciou significativamente a prevaléncia de carie nos
pacientes com contagens de moderada a alta de S. mutans, porém, ndo nas com
contagens baixas. Estes autores afirmam que isto se deve a maior retencéo deste
tipo de alimento na boca, e ao aumento gerado na producéo de acidos bucais.

Kalsbeek e Verrips (1994) avaliaram criancas de 5, 8 e 11 anos de idade, e
nao encontraram diferenca estatisticamente significante entre grupos de faixas de
ingestdo de alimentos acucarados e indices de céarie. Houve apenas diferenca
significante entre o grupo de alto consumo e grupo de menor consumo, porém
poucas criancas se enquadravam neste primeiro grupo. Com relacdo aos habitos de
higiene, houve pouca correlacédo entre escovacao e indice de carie isoladamente,

nas faixas etarias avaliadas.
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Através dos dados acima expostos, correlacionando-os com o0s achados
literarios de Alaluusua e Malmivirta (1994), Fraiz e Walter (2001) e Ohlund et al.
(2007), a prevaléncia de carie dentaria pode ndo ser somente influenciada pela
ingestao de alimentos acucarados, quando ha o registro semanal dos mesmos. Além
de que o consumo destes pode ser considerado de pouca influéncia, uma vez que
h& grande variedade de outros alimentos ndo-cariogénicos ingeridos pela crianga no
periodo. Outro fator que influencia € o histérico de exposicdo ao flhor por estas
criancas (OHLUND et al., 2007).

Podemos encontrar ainda na literatura, autores que demonstraram
associacao positiva entre o consumo de alimentos agucarados e a prevaléncia de
carie dentaria (LLENA; FORNER, 2008; ROSENBLATT e ZARZAR, 2004; VALLE et
al., 2001). Nelson Filho et al. (2001) encontraram correlacdo entre ingestdo de
alimentos entre as refeicbes e prevaléncia de carie, porém sem correlagcdo com
hébitos de higiene, como também verificaram Karjalainen et al. (2001), em criangas
de trés a seis anos de idade.

Llena e Forner (2008) afirmaram que o consumo de aperitivos tende a
aumentar com a idade, e este geralmente esta associado a queda na frequéncia de
escovacao. Os autores encontraram associacao positiva entre experiéncia de carie e
freqiéncia semanal de consumo de aperitivos agucarados, paes industrializados e
refrigerantes, porém, nao conseguiram fazer a confirmacdo destes dados por
regressao logistica.

Rosenblatt e Zarzar (2004) ainda afirmam que a prevaléncia de céarie dentaria
tende a aumentar com a idade, provavelmente devido ao aumento de dentes
irrompidos, como foi observado em nossos estudos, e confirmados pela avaliagdo
microbiolégica. Além disso, segundos estes autores, fatores que influenciariam
seriam mudangas na qualidade da dieta alimentar e tendéncia a diminuicdo nos
cuidados de higienizacéo, ja que as criangas conforme vao crescendo tendem a
querer se responsabilizar por sua higienizacdo bucal, porém nem sempre tendo
capacidade motora para tanto.

Como cada vez mais precocemente os bebés tém aderido aos habitos de
dieta alimentar familiar, as agfes referentes as orientagdes de dieta alimentar sdo
realizadas com muita frequéncia, entretanto por tratar-se de um assunto que sofre
no seio da familia influéncias de diversos setores, seguir um comportamento

sugerido pelo profissional ou altera-lo quando necesséario nem sempre é simples.
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Destaque-se que 92% dos pacientes nesta pesquisa ndo desenvolveram sinal
clinico da lesao de cérie dentaria, e que a prevaléncia de cocos cariogénicos nestes
pacientes foi baixa e significativamente mais elevada nas mées. Estes dados
permitem-nos inferir a influéncia positiva das acbes do programa educativo e
preventivo da Bebé-Clinica. Entretanto, aponta-nos para a urgente necessidade de
também direcionarmos nossos esforgos para envolvermos o0s pais nestas acoes.

Ficou claro, embora nao tenha sido o escopo principal desta pesquisa, que a
pessoa que passa mais tempo com o bebé, no caso a mée, parece ser a fonte
potencial de transmissdo dos microrganismos e, portanto, da mesma forma que o0s
bebés, necessitam de a¢cBes que visem reduzir seus niveis de microrganismos. Pela
caracteristica do atendimento da Bebé-Clinica, oferecer as acdes
educativas/preventivas de forma conjunta € muito oportuno e necessario.

Os resultados do estudo de Aaltonen et al. (1985) mostraram que criancas
cujas maes apresentavam altas contagens de S. mutans durante a fase pré-dentada
da crianca e baixos valores para essas bactérias durante a fase dentada, foram
significativamente menos propensas a carie dentaria que outras que foram expostas
a uma baixa imunizacdo e alto desafio infectivo. Vale lembrar que os dois ultimos
periodos analisados nos bebés nesta pesquisa, foram os de maior elevacdo na
prevaléncia dos microrganismos, assim como estabelecido pela literatura (BARROS
et al.,, 2001; KARJALAINEN et al., 2001; PAPAIOANNOU et al., 2009). Devido a
estas ocorréncias biolégicas, e sem duvida, a outros fatores proprios da etiologia da
carie dentaria, muitos trabalhos afirmam que a faixa etaria dos 18 a 36 meses de
vida, seja critica para a ocorréncia de lesdo cariosa (CAUFIELD et al.,, 1993;
ROSENBLATT; ZARZAR, 2002; WALTER et al., 1996).

Um grupo de professores de Biologia Oral e Biologia Molecular da UCLA em
Los Angeles — Califérnia, USA, dissertando sobre a abordagem médica da cérie
dentéria ressalta a necessidade de se travar uma luta contra a doenca e ndo contra
a lesdo. Acrescentam que os odontopediatras sdo capazes de adotar, com 0S novos
conhecimentos e tecnologias, abordagens mais dinamicas na prevencdo da carie
dentaria, através de monitorar/acompanhar a microbiota dos cuidadores, assim
prevenindo a colonizagdo de bactérias patogénicas na crianca.

O conhecimento do ciclo natural de uma doenca € a melhor estratégia de
controle e prevencdo da mesma. Nesse sentido, Kohler et al. (1983) e Kdhler et al.

(1988) elaboraram politicas que possibilitaram a redugdo da ocorréncia de céarie em
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criancas suecas nos anos 80. Essas estratégias se baseavam na reducdo da
transmissdo vertical de estreptococos cariogénicos através da redugcdo dos niveis
salivares desses microrganismos nas maes e cuidadores, particularmente quando as
criancas se encontram em uma fase critica para a aquisicdo dos principais
microrganismos associados a carie dentaria e, da mesma forma, as
periodontopatias. Nesse sentido, o controle de dieta alimentar, de forma mais efetiva
do que praticado pela maioria das maes, poderia ter grande impacto sobre a carie
dentaria dos filhos e mesmo sobre a formacgéo do biofilme, uma vez que uma dieta
alimentar cariogénica talvez seja mais importante do que a propria proporcdo de
cocos cariogénicos, a qual também influencia a microbiota, sendo que uma reducéo
da dieta alimentar industrializada, tanto em termos de consisténcia quanto conteudo
de sacarose, 0 qual aumenta significativamente a formacédo de biofilme, com todas
as consequéncias do fato, como um aumento nas &reas de biofilme espesso e pobre
em oxigénio, em gue anaerdbios Gram-negativos periodontopatogénicos poderiam
se estabelecer (BAUMGARTNER et al., 2009).

E inquestionavel a necessidade de intervencédo precoce para a prevencéo da
carie dentéria, uma vez que habitos alimentares e de higiene bucal sdo constituidos
precocemente, nos primeiro anos de vida da crianca (GRINDEFJORD et al., 1991,
WALTER et al.,, 1996). Assim como, neste periodo, sdo estabelecidos alguns dos
microrganismos  mais  importantes para a formacdo do  biofilme
periodontopatogénico, como F. nucleatum. Como o controle do biofilme ja € medida
adotada nas Clinicas de atendimento odontolégico a bebés, medidas para controle

do biofilme, particularmente nas maes sao extremamente oportunas.
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7 (Concfucfaea‘

v O fator erupgao dentaria foi mais importante que os habitos de dieta alimentar

e higiene para a prevaléncia dos microrganismos;

v" Independentemente da microbiota detectada, os tecidos periodontais das

criancas apresentavam-se em condi¢cdes de normalidade;

v" Os niveis mais elevados de S. mutans e S. sobrinus foram verificados nas
criancas que apresentaram dieta alimentar cariogénica e lesdo de céarie

dentaria;

v' A aquisicao de microrganismos periodontais ocorreu em etapas, sendo que
Fusobacterium nucleatum e actinomicetos se implantaram precocemente na
cavidade bucal, enquanto que A. actinomycetemcomitans, T. forsythia, T.

denticola e P. gingivalis mostraram ocorréncia transitoria;

v' Embora P. intermedia, E. corrodens e C. rectus tenham se mostrado
prevalentes, a estabilidade de colonizacdo por estes microrganismos foi

pequena, sugerindo transitoriedade;

v' A avaliacdo da microbiota bucal dos bebés aos 6, 12, 18 e 24 meses e de
suas maes apresentou indicio de transmissibilidade materna e contaminacao

salivar.
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Condicao bucal das criangas aos 6, 12, 18 e 24 meses de idade:

10

11

12

13

14

15

16
17

6 meses

edéntulo

edéntulo

edéntulo

edéntulo

edéntulo

edéntulo

edéntulo

edéntulo

edéntulo

edéntulo

edéntulo

edéntulo

edéntulo

edéntulo

edéntulo

edéntulo

edéntulo

12 meses
51,52,61,62,71,72,81,8
2 e74 DEE eoutros
ausentes
51,52,61,62,71,72,81,8
2 Higidos e outros
ausentes
51,52,61,62,71,72,81 e
82 higidos, 53, 54, 63,
64,73,74,83e84
DEE e outros ausentes
51,52,61,62, 71, 72, 81
e 82 higidos e outros
ausentes
51,52,61,62,71,72,81 e
82 DEE e outros
ausentes
51,52,61,62,71,7281 e
82 DEE e outros
ausentes
81 DEE e outros
ausentes
71 E 81 DEE e outros
ausentes

51,52,61,71,81 DEE e

outros ausentes

71 e 81 DEE e outros
ausentes

51, 61, 71, 81, 52, 62,
72 e 82 higidos, 53, 63,
73,54,64,74,e84
DEE

71,72,81,82 DEE e
outros ausentes
51,61,62,71,81 DEE e
outros ausentes

71,81 higidos e outros
ausentes

51,61,71,81 DEE e
outros ausentes
51,52,61,71,72,81,82,
DEE e outros ausentes

71,81 DEE e outros

18 meses

51,52,61,62,71,72,81,82 e 74 higidos, 53, 54,
63, 64, 83, 84 e 73 DEE e outros ausentes

51,52,61,62,71,72,81,82,84,74 Higidos e
53,63,73,83,54 e 64 DEE e outros ausentes

51,52,61,62,71,72,81 e 82 DEE e outros
ausentes

51,52,53,54,61,62,63,64,71,72,73,74,81,82,83,
84 higidos e 55,65,75 e 85 DEE

51,52, 61,62, 71,72, 81, 82, 74 e 84 higidos;
54, 64, DEE

51,52,61,62,71,72,81, 82, 53, 63, 64, 54, 74 e
84 higidos e outros ausentes

51, 61, 71 e 81 higidos, 54, 64, 74 e84 DEE e
outros ausentes

61 DEE, 71 e 81 higidos e outros ausentes

51,61,52,62 CESC (V), 71, 81, 71, 82,
54,64,74 e 84 h'igidos

51, 52, 61, 62, 71 e 81 higidos, 54, 64, 74 e 84
DEE e outros ausentes

51, 52, 61, 62, 71 e 81 higidos, 54, 64, 74 e 84
DEE e outros ausentes

51, 61, 71,81 higidos, 52, 62, 72, 82, 54, 64, 74
e 84 DEE e outros ausentes mancha branca 61
e5l1

51,52, 61, 62, 71, 72, 81, 82, 54, 64, 74 e 84
higidos; 53, 63, 73 € 83 DEE

51,52,54,61,62,64,71,72,74, 81,82 e 84 higidos
71,81, 52, 51 e 61 higidos e outros ausentes

24 meses

mudou-se paraM G
51,52,53,54,61,62,63,64,71,72,73,81,82 € 83
higidos porém com pigmentac&o escuro-
esverdeada na cervical

51,52,53,54,61,62,63,64,71,72,73,74,81,82,83,
84 higidos

51,52,53,54,61,62,63,64,71,72,73,74,81,82,83,
84 higidos e 55,65,75 e 85 DEE

51,52,53,54,61,62,63,64,71,72,73,74,81,82,83,
84 higidos e 55,65, 75 e 85 DEE

51,52,53,54,61,62,63,64,71,72,73,74,81,82,83
e 84 higidos
51,52,54,61,62,64,71,72,74,81,82,84 higidos e
53,63,73 € 83 DEE
51,52,53,54,61,62,63,64,71,72,73,74,81,82,83
e 84 higidos

51 e61- CESC (V), 52 €62 - CECC (MV),
53,63,71,72,73,81,82 e 83 higidos, 54,64,74 e
84 DEE

51 (escurecido por
trauma),52,61,62,71,72,81,82 e 54,64,74 e 84
DEE

todos presentes higidos

51,53,54,61,62,63,64,71,72,73,74,75,81,82,83,
85 higidos e 84 CECC (O)

todos presentes

todos presentes higidos

51,61,52,62,71,72,81,82 higidos e
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18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

30

31

32

34

36

37

38

39

41

edéntulo

edéntulo

edéntulo

edéntulo

edéntulo

edéntulo

edéntulo

edéntulo

edéntulo

edéntulo

edentulo

edéntulo

edéntulo

edéntulo

edentulo

edentulo

edentulo

edentulo

edentulo

edentulo

edentulo

edentulo

ausentes
51,52,61,62,71,81
DEE e outros ausentes
51, 52,61, 62, 71, 72,
81, 82 higidos

51, 52,61, 62, 71, 72,
81 e 82 higidos

51, 61, 71 e 81 higidos,
52e62D

51,61,71,81 DEE e

outros ausentes

51,52,61,71,81,82

51, 61, 71 e 81 higidos,
52,62,72,82,64e74
DEE e outros ausentes
51,52, 61, 62, 71, 72,
81 e82 DEE
51,61,71e81DEEe
outros ausentes
51,61,71,81 Higido e
0S OUtros ausentes

51, 61, 71 e 81 higidos
e52 e62 DEE, os
outros ausentes

51, 61, 71 e 81 higidos,
52 e 62 DEE
51,61,71,81 DEE e
outros ausentes
51,52,61,71,81,62,72,8
2 DEE eoutros
ausentes

51,61,71,81 DEE e
outros ausentes

71 e 81 higidos, 51, 61
e62 DEE

71 e 81 DEE, os outros
ausentes

51, 52,61, 62, 71, 72,
81 e 82 higidos, os
outros ausentes
51,61,71,81e82
higidos, os outros
ausentes

51e61DEE, 71e81
higidos

51,61, 71, 81, e 52
higidos

51, 61, 71 e 81 higidos
e52 DEE

149

53,54,63,64,73,74 DEE

51,52, 61, 62, 71, 72, 81, 82 higidos, 74 e 84 DEE

51,52, 61, 62, 71, 72, 81, 82, 54, 64, 74 e 84
higidos;, 53, 63, 73 e 83 DEE
51,52, 61, 62, 71, 72, 81, 82, 54, 64, 74 e 84
higidos;, 53, 63, 73 e 83 DEE

51,52, 61,62, 71 e 81 higido

51,61,71,81, 52,62,72,82,54,64,74 e 84 higidos
eoutros ausentes

51,52, 61, 62, 71, 72, 81, 82, 54, 64, 74 e 84
higidos, 53, 63 DEE

51,61, 71,81, 52, 62, 72, 82, 54,64,84 e 74
higidos e outros ausentes

51,52, 61,62, 71, 72,81, 82,54,64, 74e 84
higidos, 53, 63, 73 e 83 DEE
51,61,71,81,52,62,72 e 82 higidos, 54,64,74 e
84 DEE e outros ausentes
51,61,71,81,52,62,72 e 82 Higidos, 54,64,74 e
84 DEE e os outros ausentes

51, 61,71, 81, 52, 62, 72 e 82 higidos, 54, 64,
74 e84 DEE
51,61,71,81, 52, 62, 72, 82, 54, 64, 74 e 84

higidos e outros ausentes

51,52,61,62,71,72,81,82 54, 64, 74 e 84
higidos, 53, 63, 73 e 83 DEE e outros ausentes

e 84 higidos e outros ausentes

51,61,62,71,81 higidos e outros ausentes

52,54,61,62,64,71,72,74,81,82 e 84 higidos e
outros ausentes

:51,52,61,62,71,72,81,82 higidos, 54,64,74 e

84 DEE e outros ausentes
51,61, 71, 81, 52,62, 72, 82,54, 64, 74 e 84
higidos

51,52,61,62,71,72,81,82 h'igidos

51,52,53,54,61,62,63,64,71,72,73,74,81,82,83,
84 higidos
51,52,53,54,61,62,63,64,71,72,73,74,81,82,83,
84 higidos

51,52,61,62,71,72,81,82 higidos e
53.54.63.64.73.74.83.84 DEE
51,52,53,54,61,62,63,64,71,72,73,74,81,82,83,
84 higidos
51,52,53,54,61,62,63,64,71,72,73,74,81,82,83,
84 higidos

todos presentes

todos presentes

todos presentes

51,52,53,54,61,62,63,64,71,72,73,74,81,82,83,
84 higidos

51,52,53,54,61,62,63,64,71,72,73,74,81,82,83,
84 higidos

todos higidos

todos higidos

:51,52,53,54,61,62,63,64,71,72,73,74,81,82,83 51,52,53,54,61,62,63,64,71,72,73,74,81,82,83,

84 higidos

todos higidos

todos higidos com excegéo do 51 CESC (V)

51,52,61,62,71,72,81,82 h/igidos e
53,54,63,64,73,74,83,84 DEE

mudou-se para Limeira
51,52,53,54,61,62,63,64,71,72,73,74,81,82,83,
84 higidos
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45

46

47

50

edentulo

edentulo

edentulo

edentulo

edentulo

edentulo

51,52, 61,62, 71, 72,
81 e 82 higidos
51,52, 61,62, 71e81
higidos e outros
ausentes

71 e 81 higidos, os
outros ausentes
51,52,61,62, 71e81
DEE, os outros
ausentes

71e81 DEE

51,61,71,81,DEE

51,52, 61,62, 71, 72,81,82,54,64,74 e84
higidos

51,52, 61, 62, 71, 72, 81,82, 54,64,74 € 84
higidos
51,52, 61, 62, 71, 72, 81,82, 54,64,74 € 84
higidos

51,52, 61,62, 71, 72,81,82,54,64,74e 84
higidos
51, 61, 71,81, 52, 62, 72, 82, higidos e outros

ausentes

51,52,61,62,71,72,81,82 higidos

150

51,52,53,54,61,62,63,64,71,72,73,74,81,82,83,
84 higidos

51,52,53,54,61,62,63,64,71,72,73,74,81,82,83,
84 higidos
51,52,53,54,61,62,63,64,71,72,73,74,81,82,83,
84 higidos

51,52,53,54,61,62,63,64,71,72,73,74,81,82,83,
84 higidos
51,52,53,54,61,62,63,64,71,72,73,74,81,82,83,
84 higidos
51,52,53,54,61,62,63,64,71,72,73,74,81,82,83,
84 higidos
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Padrdo de consumo de alimentos agucarados dos pacientes avaliados aos 12, 18 e

24 meses de idade:

PACIENTE

© 00 N oo o0~ WN P

W W W W W N N DN N DNMNDNDMNDNMNDMNDMDNPEPEP P P P P PP
o A NP O O N O O D W NP O O 0O N O O AN PP O

Pontos
12
meses
21
22
14
23
14
20
14
20
22
20
15
20
22
18
18
18
11
14
14
14
18
20
20
21
18
22
20
18
15
18
14
22

classificacéo
moderado
moderado
moderado
moderado
moderado
moderado
moderado
moderado
moderado
moderado
moderado
moderado
moderado
moderado
moderado
moderado
moderado
moderado
moderado
moderado
moderado
moderado
moderado
moderado
moderado
moderado
moderado
moderado
moderado
moderado
moderado

moderado

Pontos18
meses
16
18
16
20
24
20
18
18
30
22
24
20
30
15
22
18
14
20
20
14
20
21
17
18
22
28
22
22
20
18
16
20

classificacéo
moderado
moderado
moderado
moderado
moderado
moderado
moderado
moderado
alto
moderado
moderado
moderado
alto
moderado
moderado
moderado
moderado
moderado
moderado
moderado
moderado
moderado
moderado
moderado
moderado
moderado
moderado
moderado
moderado
moderado
moderado

moderado

Pontos
24
meses
17
20
16
24
27
22
20
20
30
22
29
20
30
20
22
28
16
22
22
18
20
23
17
19
20
29
23
29
22
18
20
22

classificacéo
moderado
moderado
moderado
moderado
moderado
moderado
moderado
moderado
alto
moderado
moderado
moderado
alto
moderado
moderado
moderado
moderado
moderado
moderado
moderado
moderado
moderado
moderado
moderado
moderado
moderado
moderado
moderado
moderado
moderado
moderado

moderado

Karine Takahashi ~ Doutorado Odontopediatria



152

37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
50

18
22
18
16
18
13
20
18
16
18
15
12
18

moderado
moderado
moderado
moderado
moderado
moderado
moderado
moderado
moderado
moderado
moderado
moderado

moderado

22
26
20
16
18
15
22
18
18
20
15
19
23

moderado
moderado
moderado
moderado
moderado
moderado
moderado
moderado
moderado
moderado
moderado
moderado

moderado

23
29
22
21
22
25
23
20
22
22
17
19
21

moderado
moderado
moderado
moderado
moderado
moderado
moderado
moderado
moderado
moderado
moderado
moderado

moderado

Karine Takahashi ~ Doutorado Odontopediatria



	CAPA
	FOLHA DE ROSTO
	FICHA CATALOGRÁFICA
	DADOS CURRICULARES
	DEDICATÓRIA
	AGRADECIMENTOS
	EPÍGRAFE
	RESUMO
	ABSTRACT
	LISTAS
	Tabelas
	Gráficos
	Anexos

	SUMÁRIO
	1. INTRODUÇÃO
	2. REVISÃO DA LITERATURA
	3. PROPOSIÇÃO
	4. MATERIAL E MÉTODOS
	5. RESULTADOS
	6. DISCUSSÃO
	6.1 Aspecto microbiológico
	6.2 Associação clínica

	CONCLUSÕES
	REFERÊNCIAS E BIBLIOGRAFIA
	ANEXOS



