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INTRODUCAO

A cérie dental, apesar de apresentar significante declinio em algumas
populagdes, continua sendo um importante problema de satde publica. E conceituada
como uma doencga infecciosa, de origem bacteriana, transmissivel entre humanos e
decorrente da interacdo de varios fatores, resultando na perda de estruturas
mineralizadas do elemento dental*:6%73798594.100,

A participagdo de microrganismos nas doencgas da cavidade bucal tem sido

descrita h4 muito tempo, sendo que aqueles relacionados a lesdo de cérie séo
representados principalmente pelos Streptococcus mutans e Streptococcus sobrinus,
especialmente em se tratando dos estagios iniciais da
doenga13'37‘40'42'51'61’62'64'71’73‘75'79‘85'93'94‘101'103.
A prevencdo da cérie dental e a manutencéo das estruturas periodontais sadias
sd8o possiveis por meio da eliminacdo, reducdo ou desorganizacdo do biofilme
bacteriano, com a ajuda de alguns recursos, dentre os quais pode-se destacar os
mecanicos, representados pela escovacéo e uso de fio dental™**4%#809%

Sem davida a escovacgédo dental é a forma de higiene bucal mais amplamente
utilizada e socialmente aceita, constituindo um dos componentes basicos dos
programas de prevencdo para promocao da saude bucal. Porém, estudos
epidemioldgicos tém demonstrado que grande parte da populacdo desconhece a

correta forma de higienizac&o e o seu valor para a satide bucal**"231%_ A instituicdo

de programas de instrucdo de higiene bucal, por meio do uso de escova e fio dental,
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pode levar ao controle do biofilme bacteriano e melhoras significativas na salde
buca|12,22,99.

Além de abordar a importancia da correta escovacdo para a manutencdo da
integridade dos tecidos da cavidade bucal, os programas deveriam incluir também os
cuidados com a escova dental, como sua correta limpeza e armazenamento. Estudos
recentes demonstram a necessidade de desinfecgdo das escovas dentais, j& que suas
cerdas podem ser contaminadas por virus, fungos e principalmente bactérias
cariogénicaslo'27’54'6°’71’87'91.

O habito incorreto da escovacao dental e da forma de acondicionamento das
escovas, pode se tornar fonte de transmissdo de inGmeras doencas'”®’. Brandéo et
al.'” (2001) avaliaram as formas de acondicionamento das escovas dentais em creches
municipais do Rio de Janeiro e observaram que 46% delas permaneciam em contato
direto entre si e que 73% foram acondicionadas descobertas. Concluiram que néo
existe padronizacdo nas formas de acondicionamento, sugerindo a normatizacdo das
acOes de higienizacdo bucal e implantacdo de programas de motivacao e capacitacéo
educativo e preventivo.

Preocupados com a contaminagdo de escovas dentais por bactérias
cariogénicas, Macari et al.*® (2001) estudaram o desenvolvimento de Streptococcus
do grupo mutans nas cerdas das escovas e métodos para desinfecta-las. Apos imergi-
las em agua de torneira esterilizada, solucdo de gluconato de clorexidina 0,12%, ou

solucdo de hipoclorito de sodio a 1%, encontraram a presenca desses microrganismos

apenas nas cerdas das escovas que foram imersas em agua de torneira, comprovando
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a ineficacia desta forma de desinfec¢do e possibilidade de contaminacdo cruzada. De

acordo com Soares et al.®’

em 2004, as escovas dentais podem ser infectadas por
Streptococcus grupo mutans apds seu uso, tornando-se vias de contaminacdo inter-
individual.

Com o objetivo de identificar e caracterizar esses microrganismos, assim
como seu modo de transmisséo, técnicas de Biologia Molecular, como a de AP-PCR
(“Arbitrarily Primed - Polymerase Chain Reaction”), vém inovando os estudos
referentes a identificagio de Streptococcus mutans. E aceito que a metodologia de
AP-PCR promove maior sensibilidade na deteccdo de espécies bacterianas, quando
comparadas com técnicas de cultura convencionais™®®. Assim, o AP-PCR esté sendo
considerado um substituto para detecgdo especifica e identificacdo de bactérias
cariogénicas humanas, como o0 Streptococcus mutans e  Streptococcus
sobrinu526’35'46'47’48'56'63'67'78’90.

O sequenciamento genético do Streptococcus mutans, juntamente com estudos
de modelos de biofilme dental, sistema de adesdo e acidogenicidade bacteriana,
promovem investigacdes importantes sobre as bases moleculares da carie dental, os
quais podem resultar em novos protocolos preventivos e tratamentos para reducgdo da
incidéncia desta doenca’.

Estudos com DNA (“desoxirribonucleic acid”) por meio de AP-PCR
demonstram que a transmissdo vertical de mée para filho é a principal forma de

48,90

aquisicdo precoce de microrganismos Porém, a deteccdo de linhagens em

criangas ndo presentes em suas maes ou em outros membros da familia, indica que o
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Streptococcus mutans também pode ser adquirido de outras formas®:2:5263.76.77.8890
Mattos-Graner et al.®® (2001) e Okada et al.”* (2002) encontraram diferentes
limhagens desses microrganismos em criangas, as quais estavam ausentes em seus
pais.

Sabe-se que se medidas preventivas forem tomadas para impedir ou retardar a
colonizacdo por Streptococcus mutans, a experiéncia de carie pode ser reduzida tanto
na denticdo decidua quanto na denticdo permanente®!82>°05192103 Deye.se lembrar
também que o tratamento da carie é dispendioso, muitas vezes invasivo e demorado.

Uma vez que as escovas dentais podem servir como reservatorio, fonte de
inoculacdo e re-introdugcdo de microrganismos na cavidade bucal, ha necessidade do
desenvolvimento de protocolos para seu correto armazenamento e descontaminagao,

assim como instrucgdes sobre sua contaminacdo por Streptococcus mutans e as vias de

transmissao desses microrganismos.



REVISAO DA LITERATURA

Para avaliar a relacdo entre a concentracdo de bactérias na saliva e na
superficie dental, van Houte e Green'® em 1974, coletaram amostras de saliva e
biofilme dental de doze voluntarios adultos com experiéncia de carie, 0s quais
bochecharam por 15 minutos, uma solucdo diluida contendo Streptococcus
sanguis. Os resultados mostraram que o numero de bactérias encontradas na
cavidade bucal foi proporcional a concentracdo da solucdo dos bochechos.
Streptococcus mutans e Lactobacillus estavam em maior nimero nas superficies
dentais do que na saliva. Apds 2 e 3 horas de profilaxia, as concentragcdes desses
microrganismos diminuiram, ndo sendo possivel isola-los a partir do biofilme
dental. Os autores citaram também que alguns fatores devem ser observados na
regulacdo da microbiota bucal, como a afinidade das bactérias por superficies
bucais, numero de células viaveis para adesdo, multiplicacdo bacteriana,
frequéncia de transmissdo, tempo habil de transmissdo para a aderéncia das
bactérias, sobrevivéncia durante a transmissdo e outros fatores que podem
influenciar na aderéncia e crescimento dos microrganismos.

Berkowitz et al.'®

em 1975, estudaram a colonizagdo por Streptococcus
mutans em criangas, com idade variando de 3 semanas a 14 meses. Foram
identificadas por testes soroldgicos, 66 unidades formadoras de colénias (UFC) de
Streptococcus mutans de nove pares de mée/filho. N&o foi encontrado

Streptococcus mutans nas criancas edéntulas, sendo identificado apenas em
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algumas fissuradas e que utilizavam placa acrilica palatina. As maes foram
identificadas como portadoras do sorotipo B, C, D e E, enquanto que as criangas
apresentaram apenas o sorotipo C. Considerando que em um par de mae-filho foi
observado o sorotipo b e que a mde morava sozinha com a crianga, 0s autores

sugeriram a transferéncia maternal desses microrganismos.

A correlacdo existente entre o nimero de Streptococcus mutans na saliva
dos pais e seus filhos, e a transmissdo desses microrganismos por meio de objetos
contaminados por saliva, foram estudadas por Kohler e Bratthall*’, em 1978. Foi
encontrada correlacdo quantitativa entre os niveis salivares destas bactérias nos
pais e em seus filhos, com evidencia maior para a relacdo mae/filho. A analise
bacteriolégica de mesas, macanetas, telefones, entre outros, resultou em
contaminacéo por colonias de Streptococcus mutans. Relacdo quantitativa também
foi observada nos niveis salivares de Streptococcus mutans e nos niveis de
microrganismos encontrados nos objetos. Para 0s autores, se a mae ou a pessoa
que cuida da crianca apresentar menos que 100.000 UFC Streptococcus
mutans/ml de saliva, representard baixo risco de infectar a crianca por meio de

objetos contaminados.

As caracteristicas que tornam o0s Streptococcus grupo mutans 0s
microrganismos mais importantes no desenvolvimento da carie humana, foram
estudados por Hamada e Slade®’, em 1980. Os autores relataram que seu principal

habitat natural é a boca humana, colonizam principalmente as superficies dentais e
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aparelhos protéticos intra-bucais, tém seu potencial cariogénico influenciado por
fatores dietéticos (sacarose), e seus niveis percentuais estdo fortemente associados

com a carie.

Estudando a presenca de Streptococcus mutans na saliva de criangas,
assim como de seus pais, van Houte et al.’®* em 1981, observaram que a
freqliéncia de isolados em criancas cérie ativas foi maior do que em criangas livres
de céarie. Os pais e as maes de criangcas com carie também apresentaram alta
freqliéncia de isolamento. Os autores concluiram que a etiologia da carie dental é
0 Streptococcus mutans e sugeriram tendéncia familiar de infeccdo por este
microrganismo.

Kohler et al.>°

em 1983, estudaram 28 mées e seus filhos, divididos em um
grupo experimental, onde as mées foram educadas quanto aos habitos alimentares
e de higiene bucal, receberam aplicacdes topicas de fluor, profilaxia e escavacéo
em massa, enquanto o segundo grupo foi avaliado apenas como controle.
Amostras de saliva e biofilme para detecccdo de Streptococcus mutans foram
coletadas periodicamente, desde o nascimento até as criangas completarem 36
meses de idade. Nos dois grupos, a porcentagem de infeccdo pelo microrganismo
aumentou de acordo com a idade das criancas, sendo encontrado, no grupo
experimental, 11% de contaminacdo de criancas até os 23 meses de idade, e 19%

até os 36 meses. No grupo controle, 45% das criancas apresentaram contaminagao

por Streptococcus mutans até os 36 meses de idade. Os autores concluiram que a
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transmissdo de Streptococcus mutans pode ser diminuida ou controlada por meio

da aplicacdo de medidas direcionadas a fonte de infec¢do, ou seja, as maes.

Davey e Rogers® em 1984, estudaram a transmissdo intra-familiar de
Streptococcus mutans, coletando saliva e biofilme dental de cada membro de 10
familias. As amostras foram cultivadas em meio SB20 e identificadas
bioquimicamente e por bacteriocinotipagem. Foram realizadas duas coletas com
espaco de seis meses entre as mesmas. Os autores encontraram 0S Mesmos
sorotipos salivares nas duas coletas, e observaram que a maioria dos pais nao
compartilhava os mesmos sorotipos com 0s outros membros da familia. Todas as
criancas infectadas porém, compartilhavam no minimo um sorotipo comum as
amostras de suas mdes. Desta forma os autores concluiram que as maées
representam a principal fonte de transmissdo de Streptococcus mutans para seus

filhos.

A amostra de Streptoccoccus mutans denominada JH1001, extraida de um
adulto livre da doenca cérie, produz uma bacteriocina capaz de matar todas as
outras amostras desse microrganismo em laboratorio, e se apresenta menos
agressiva em relacdo a doenca cérie. Com esse conhecimento, Hillman et al.** em
1985, testaram a habilidade deste microrganismo em colonizar a cavidade bucal
de cinco voluntarios. Apos dois anos e meio de acompanhamento, trés voluntarios
mostraram-se ainda colonizados pela bactéria, sendo que os niveis totais de

Streptococcus mutans e Streptococcus sobrinus indigenos ndo foram afetados. As
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bactérias indigenas de apenas um dos participantes reduziram-se a niveis ndo
detectaveis. Os autores concluiram que sdo necessarios mais estudos visando
utilizar a terapia de substituicdo de bactérias indigenas, para prevencao da cérie

dental.

Altas contagens de Streptococcus mutans na saliva de criancas podem
representar o indicio de risco ao desenvolvimento da doenca carie. Desta forma,

Brown et al.*®

em 1985, estudaram a relacdo existente entre a contagem dessas
bactérias na saliva de mées, criancas livres de carie e acometidas por carie de
mamadeira. Os resultados foram divididos em baixo (0 — 20 UFC), médio (21 -
100 UFC) e alto (> 100 UFC) para contagem de bactérias. Os autores encontraram
forte associacdo entre os escores das maes e dos filhos e concluiram que quanto
mais alta a contagem de microrganismos na saliva das maes, mais chances a
crianca possui de ser infectada. Desta forma programas de prevencdes devem ser

realizados para prevenir lesbes de carie, considerando entre outros fatores, a

contagem de Streptococcus mutans das mées e de seus filhos.

Berkowitz e Jones™ em 1985, distinguiram 41 tipos diferentes de
bacteriocinas de isolados de Streptocoocus mutans de 20 pares mée-filho.
Amostras de biofilme dental foram coletadas das criangas (10 a 16 meses de
idade), enquanto amostras de saliva foram coletadas das maes. As amostras foram
identificadas por testes bioquimicos e a producdo de bacteriocinas por meio de

testes de halo de inibicdo. Os autores observaram que grande parte das mées eram
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portadoras de multiplos tipos de bacteriocinas, enquanto que as criangas
mostraram apenas um tipo. Notaram também que a maioria dos isolados de
Streptococcus mutans de cada par, possuiam cddigos genéticos idénticos,

reforcando o conceito da transmissao dessas bactérias de mae para filho.

Analisando amostras de saliva de 78 criancas de quatro anos de idade,

I.>', em 1988 estudaram a relacdo entre a aquisicdo precoce de

Kohler et a
Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus e Lactobacillus spp. com a
incidéncia de lesdes de carie. Foram coletadas amostras de saliva a partir do 15°
més de vida até o 4° ano de idade, assim como foram feitos exames clinicos para a
observacdo da possivel presenca de lesdo de carie. As culturas foram realizadas
em meio MSB, e a identificacdo das bactérias, por imunofluorescéncia. Os
resultados demonstraram que quanto mais cedo as criangas adquiriram 0S
microrganismos, mais precocemente se instalou a doencga. Na maioria das criangas
foram encontradas as duas espécies de Streptococcus grupo mutans, sendo que
aquelas que possuiam alta prevaléncia a carie foram portadores apenas
Streptococcus mutans. Desta forma os autores puderam concluir que as criangas
que adquiriram precocemente Streptococcus mutans possuiam alto risco para o

desenvolvimento de lesbes de cérie, justificando medidas de prevencdo por meio

de anéalises microbioldgicas em idade precoce.

Por meio de analise de amostras de saliva de 50 pares méae-filho, com

idade variando de 24 a 51 anos e 3 a 12 anos respectivamente, Azevedo® em 1988,
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verificou que 31 dos filhos apresentaram o0(s) mesmo(s) subtipo(s) de
Streptococcus mutans que suas méaes. Foi observado também que 29 filhos e 26
mées estavam monocolonizados pela espécie predominante, Streptococcus
mutans. No que diz respeito a multicolonizacdo, podé-se constatar que 15 filhos e
24 mées estavam infectados pelas espécies Streptococcus mutans e Streptococcus
sobrinus. Os autores ndo apontaram a mae como a unica e/ou principal fonte dos
microrganismos, pois considerando a faixa etaria das criancas, estas tiveram a

oportunidade de se relacionarem com diferentes tipos de pessoas.

Alaluusua et al®, em 1989 encontraram clara associacdo entre
concentracdo elevada de Streptococcus mutans na saliva e a experiéncia de carie
de 149 criancas de 5 anos de idade, que haviam participado de um programa, o
qual transmitiu informacdes sobre nutricdo e salde e tratamentos odontoldgicos
preventivos e restaurativos. Foram encontradas UFC de Streptococcus mutans
apenas em 46% das amostras, o que pode ser justificado pela microbiota bucal
ainda estar em desenvolvimento e pelo programa oferecido. O biofilme dental
também foi analisado em 47 criancas, quando 0s autores observaram que o
ntmero de superficies contaminadas aumentou com o aumento da concentragdo

de Streptococcus mutans na saliva.

Por meio de revisdo de literatura Alaluusua® em 1991, observou que
diversos estudos concluiram que em criangas de pouca idade infectadas

precocemente, ocorre o estabelecimento de Streptococcus mutans na cavidade
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bucal e aumenta o risco do desenvolvimento da lesdo de carie. Relatou que a
principal fonte de transmissédo € representada pelas maes e medidas preventivas
devem ser criadas para diminuir seus niveis de Streptococcus mutans, tentando
retardar a colonizacao de seus filhos. De acordo com o autor, informacdes devem
ser transmitidas aos pais quanto as rotas de transmissdo, consumo de agucar, e

prevencao.

A prevaléncia de cérie, quantidade e distribuicdo de Streptococcus mutans
e Streptococcus sobrinus foram avaliados duas vezes durante um ano, em 356
criancas japonesas, de 0 a 2 anos de idade. O estudo foi realizado por meio de
exames clinicos e amostras de saliva, semeadas em meio MSB, e identificadas por

1.2 em 1991, observaram

meio de testes bioquimicos. Desta maneira, Fujiwara et a
que a presenca de Streptococcus mutans e a prevaléncia de carie aumentaram com
a idade das criancas e 0 nimero de dentes erupcionados, ndo sendo encontrado o
microrganismo em criangas edéntulas. Os autores notaram também que ap6s 1 ano
de estudo, as criancas que inicialmente ndo apresentavam lesGes de carie e eram

portadores de Streptococcus mutans, apresentavam maior prevaléncia de lesfes do

que as criangas que ndo possuiam carie e nem o microrganismo.

A prevaléncia e distribuicdo de Streptococcus mutans e Streptococcus
sobrinus foram determinadas por meio de coleta de amostra de biofilme dental,
dorso da lingua, superficies proximais e de fissuras oclusais de 40 individuos.

Lindquist e Emilson® em 1991, cultivaram estas amostras em meio MSB e as
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identificaram por testes bioquimicos. Observaram que a maior concentracdo de
bactérias habitava a superficie oclusal dos molares, sendo representadas
principalmente por Streptococcus sobrinus. Embora a maioria dos sitios estudados
albergavam as duas espécies indicando associa¢do positiva entre as mesmas,
quando considerados todos os sitios analisados, a presenca de Streptococcus

mutans foi maior do que de Streptococcus sobrinus.

Utilizando um protocolo de fermentacdo e testes enzimaticos, Beighton et
al.' em 1991, compararam amostras j& identificadas de Streptococcus mutans e
Streptococcus sobrinus, para estabelecer um esquema simplificado para
diferenciacdo bacteriana isolada & partir de um meio seletivo. Os autores
utilizaram 170 amostras de Streptococcus mutans e 30 de Streptococcus sobrinus
isoladas em meio MSB, as quais foram utilizadas para testes de habilidade em
fermentar arbutina, amigdalina, inulina, glicose, lactose, manitol, melibiose, N —
acetilglucosamina, rafinose e sorbitol, hidrolisar esculina e produzir aménia por
arginina. A producédo de enzimas foi observada por meio da producéo de a — D —
galactosidase, o — D — glucosidade e B - D — glucosidase. Desta forma os autores
montaram uma tabela, diferenciando as duas bactérias, e sugerindo esta nova
forma de diferenciagdo das mesmas, a qual se apresenta mais barata e sem a

necessidade de reagentes e aparatos especializados.

A microbiota bucal é altamente complexa, contendo grande variedade de

espécies bacterianas, virus e fungos. As doencas bucais mais comuns sao a cérie
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dental e a doenca periodontal, as quais estdo relacionadas ao biofilme dental e
distdrbios entre microrganismos e hospedeiro. Desta forma, Hardie* em 1992, em
sua revisdo de literatura sobre a microbiologia da carie dental e doenca
periodontal, abordou aspectos relacionados as teorias sobre etiologia da cérie e
doenga periodontal, bactérias cariogénicas em animais e humanos, risco a carie,
prevencéo de lesdes, e o desenvolvimento das pesquisas sobre doenca periodontal.
O autor concluiu que os modernos métodos moleculares de estudo de bactérias
poderdo esclarecer as propriedades e interacbes das mesmas, auxiliando

clinicamente o tratamento e novas formas de diagnostico.

A andlise qualitativa e quantitativa da microbiota bucal pode contribuir
para a avaliacdo do risco ao desenvolvimento da carie. Azevedo et al.® em 1993,
determinaram o numero de UFC de Streptococcus grupo mutans e a prevaléncia
de suas espécies na saliva de 193 criancas. Observaram que das criancas
analisadas, 30,6% apresentaram baixo risco a cérie, 30,0 % médio e 39,4% alto
risco a cérie. Mais da metade das criancas (52,9%) estavam multi-colonizadas
pelas espécies Streptococcus mutans e Streptococcus sobrinus.

De acordo com Caufield et al.

em 1993, a aquisicdo inicial de
Streptococcus mutans por bebés ocorre na faixa etaria entre 19 e 31 meses de
idade, denominada de “janela de infectividade”. Os autores monitoraram 46 pares
de mées e bebés, do nascimento até os cinco anos de idade, selecionados com 0s

altos niveis de Streptococcus mutans presentes na saliva das maes. Observaram
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que as criancas que ndo foram colonizadas por cepas encontradas em suas maes,

eram assistidas por babas.

Por meio de um estudo clinico randomizado, duplo cego, procurando
avaliar a transmisséo de Streptococcus mutans de maes para filhos, seis aplicacfes
de I,-Naf (grupo experimental) e solucdo placebo (grupo controle) foram
realizadas em maes no momento em que 0s dentes deciduos de seus filhos
erupcionavam. Uma aplicacdo de I,-Naf por més em cada mae foi realizada por

Dasanayake et al.?

em 1993, durante 0s seis meses ap0s o parto. Foram realizadas
coletas de saliva das 48 maes e de seus filhos até os trés anos de idade, e a analise
microbiologica foi realizada para quantificacdo e identificacdo de Streptococcus
mutans e Lactobacillus spp. Os autores observaram que houve diminuicdo de
todos os microrganismos cultivados apos o tratamento. Ndo houve diferenca
estatistica entre os dois grupos em relacdo a colonizacao, tempo de aquisicao de
Streptococcus mutans, e experiéncia a carie. Os autores concluiram que o

tratamento diminuiu significantemente a quantidade de microrganismos, poréem

ndo influénciou na incidéncia e periodo de aquisi¢do dos mesmos.

Com o objetivo de determinar a possivel similaridade do padrdo
bacteriogénico intrafamilial, Azevedo e Zelante’, em 1994, selecionaram 22
familias compostas de mée, pai e dois filhos, sendo uma crianca edéndula, a qual
permitiu coleta de amostras de saliva e biofilme dental antes e apds a erupg¢éo do

primeiro dente. Foram identificados 397 UFC de Streptococcus mutans, porém
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apenas 95 produziam mutacinas, sendo 55 delas relacionados com Streptococcus
mutans, 15 com Streptococcus rattus, 21 com Streptococcus cricetus, 3
relacionada com Streptococcus sobrinus e 1 com Streptococcus ferus. A constante
similaridade encontrada de padres bacteriocinogenéticos detectados, provou a
ocorréncia de transmissdo intrafamilial dessas bactérias. As mées ndo foram
consideradas a unica fonte de transmissdo, pois foram detectados modelos
bacteriocinogenéticos similares na cavidade bucal entre outros membros da

familia.

A influéncia da rotina desenvolvida pelas creches sobre os padrdes de
salide bucal de criangas em idade pré-escolar, foi estudada por Tomita et al.*® em
1994. Os autores realizaram avaliacdo da historia de carie em criancas de duas
creches. Uma creche incluia uma rotina institucional, a qual contemplava
cuidados sistematizados de saude sob orientacdo psico-pedagogica, e outra, a qual
oferecia nenhuma rotina de cuidados de saude. Os autores observaram melhores
condicBes de saude bucal na instituicdo que promovia cuidados a saude, sugerindo

que a escola constitui um pdlo de extensdo de cuidados a crianca e a familia.

Por meio de um estudo realizado com 55 criangas de sete meses de idade,
e realizado durante sete anos, Aaltonen e Tenovuo' em 1994, estudaram a
freqliéncia de contatos salivares entre méde e filho, como fator influente na
resposta imune das criangas contra Streptococcus mutans. A amostra foi dividida

em dois grupos: maes com contatos frequentes e mées com raros contatos com
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seus filhos. Foi observada baixa concentracdo de Streptococcus mutans na saliva e
menor numero de lesdes de carie em crian¢as que mantinham contatos frequentes
com suas maes. Ndo houve diferencas significantes entre os dois grupos
experimentais em relacdo ao risco de carie materno, Streptococcus mutans na
saliva materna, e fatores como habitos alimentares, educacdo e idade da crianca.
Os autores concluiram que ndo existe associacdo na infeccdo e transferéncia de
bactérias da saliva materna para a crianga, assim como o desenvolvimento de
caries na denticdo decidua, provavelmente devido a mecanismos de protecdo

imunologica da crianca.

Avaliando-se pesquisas relativas a transmissibilidade da microbiota bucal
em humanos, Duarte et al.® (1995), realizaram revisdo de literatura sobre
transmissibilidade de Actinobacillus actinomycetemcomitans e Streptococcus
mutans. Os autores concluiram que ndo existe um recurso clinico capaz de
controlar ou prevenir com eficacia a transmissibilidade da microbiota bucal entre
humanos. Relataram também que o fato dos microrganismos ndo desencadearem
necessariamente a lesdo de cérie ou a doenca periodontal, os pais portadores de
microbiota bucal evidentemente patogénica devem ser aconselhados em relacéo

aos cuidados para evitar a transmissao desses microrganismos aos seus filhos.

Li e Caufield® em 1995, monitoraram 34 pares de mae-filho desde o
nascimento até 3 anos de idade da crianca, com intervalos de aproximadamente 3

meses. Apds a realizagdo da genotipagem por meio de anélise de DNA
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fingerprinting, os autores encontraram em 71% dos pares mée-filho, genotipos de
Streptococcus mutans idénticos. Qito das onze criangas (73%) que apresentaram
experiéncia de carie, continham o mesmo genotipo encontrado em suas maes.
Assim os autores concluiram que a homologia de gendtipos entre mées e filhos a
partir da colonizacdo inicial sugere fortemente que as cepas desses

microrganismos foram transmitidas pelas maes aos seus filhos.

Buscando correlacionar as varidveis sociais e sua influéncia sobre a
ocorréncia de cérie em criancas de 0 a 6 anos de idade, Tomita et al.*® em 1996,
avaliaram por meio de questionarios e indice ceos, criangas de creches de Séo
Paulo e Bauru. Observaram que a prevaléncia de carie foi maior na faixa etaria de
3-4 e 5-6 anos, e que a frequéncia de consultas odontoldgicas foram fatores
influentes sobre a prevaléncia de cérie. Os autores observaram também que
criangas que ja haviam recebido atendimento odontoldgico, mostraram tendéncia

a aumento no indice de cérie.

Analisando a prevaléncia de Streptococcus grupo mutans, por meio de
amostras de saliva de 104 criangas, com faixa etaria de 5 a 14 anos de idade,

Nelson Filho et al.®®

em 1996, observaram que o0s Streptococcus grupo mutans
foram encontrados em todas as amostras. Dos individuos observados, 74% foram
portadores de uma Unica espécie, sendo que 68,2% possuiam Streptococcus

mutans, 3,8% com Streptococcus rattus e apenas 1% com Streptococcus sobrinus

e 1 % Streptococcus cricetus. Os autores concordaram que a diversidade na
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freqliéncia de isolamento de diferentes especies do grupo mutans se referiram a

possivel interferéncia de variagdes geogréaficas e metodologia adotada.

Examinando amostras de saliva por ribotipagem, em criangas de 1 a 3 anos
de idade, e suas respectivas maes, Alaluusua et al.* em 1996, observaram por meio
da coleta de biofilme bacteriano das criancas e saliva estimulada das mées, que as
criangas com céarie possuiam dieta rica em acucar, alta contagem de col6nias de
Streptococcus mutans, e 66,7% destas apresentavam mais de um ribotipo
diferente. Nas criancas livres de cérie, a contagem de col6nias foi menor e apenas
16,7% apresentavam mais de um ripotipo diferente. As mées também
apresentaram resultados semelhantes, ou seja, as que tinham filhos com carie
possuiam altas contagens de coldnias e maiores quantidades de ribotipos
diferentes. Desta forma, os autores concordaram que as maes representam a

principal fonte de transmissdo dos microrganismos para seus filhos.

Por meio de um levantamento epidemiol6égico em 54 creches publicas e
privadas de Goiania (GO), Freire e Melo® (1996), investigaram fatores
institucionais que poderiam intervir no estado de saude bucal de 2.267 criangas de
0 a 6 anos de idade. Foram coletados dados por meio de entrevista realizada com
0s responsaveis pelas criangas referentes aos habitos diarios das mesmas. Foram
também coletadas informacgOes referentes as instituicdes sobre a existéncia de
agua fluoretada, uso de acucar nas refeicdes, praticas de higiene bucal

desenvolvidas nas instituicbes, bem como acesso a assisténcia odontoldgica
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integral. Os resultados demonstram que 98% das creches possuiam agua
fluoretada, 91% realizavam escovacdo diaria e que todas utilizavam acgucar na
alimentacdo das criancas. Apenas 22,4% das creches puablicas contavam com
assisténcia odontologica. Os dados sugeriram que a situacdo de céarie encontrada
nas creches deve-se muito mais aos condicionantes dentro de seus lares. De
acordo com 0s autores, 0 tempo que as criancas permanecem na instituicdo é
curto, a ingestao de acucar em casa é maior, existe um baixo acesso aos fluoretos
presentes na dgua de abastecimento de suas residéncias, bem como o nivel de
informacdo sobre saude bucal dos pais apresentou-se baixo. Desta forma os
autores concluiram que ha a necessidade de se estabelecer programas de
promocgdo de saude bucal a populacdo de baixa renda que sejam adequados a
realidade em que vivem.

Garnier et al.*

em 1997, desenvolveram um novo protocolo para a
utilizacdo da técnica de PCR, a qual identificava espécies de Streptococcus grupo
viridans como Streptococcus gordonii, Streptococcus mitis, Streptococcus
mutans, Streptococcus oralis, Streptococcus salivarus, Streptococcus sanguis, e
algumas espécies de Streptococcus grupo milleri. Os autores utilizaram amostras
de microrganismos preparadas em laboratorio e a técnica do PCR (“Polymerase
Chain Reaction”) para confirmagdo. Todas as amostras estudadas foram
confirmadas, com exce¢do das as amostras de Streptococcus vestibularis, as quais

foram identificadas como Streptococcus salivarus. Os autores mostraram que por

meio deste novo protocolo, o PCR é uma técnica rapida (48 horas ap6s o



32

isolamento) e especifica para identificacdo clinica de relevantes espécies de
estreptococos, quando comparada a identificacdo fenotipica ou hibridizacdo de

DNA-DNA.

Em um estudo prospectivo e longitudinal, Battelino et al.'? (1997),
estudaram a participacdo de fatores de risco no aparecimento de lesfes de caries
em pre-escolares de diferentes condicdes socio-econdmicas, de creches da cidade
de Cordoba, Argentina. Foram selecionadas 850 criancgas, entre 4 e 5 anos de
idade, as quais foram divididas em grupos de acordo com o nivel sécio-
econémico. Foram realizados exames clinicos, testes bioquimicos e imunolégicos,
e aplicado questionario sobre consumo de agucares e tratamento preventivo. Pode-
se observar gque nas creches onde foi oferecida a aplicagdo de medidas preventivas
como a educagdo para reducdo de ingestdo de acUcares, escovacdo assistida e
aplicacBes topicas de fldor, resultou em um controle eficaz da carie,
principalmente em criangas de condi¢do socio-econdmica menor, onde realmente

se concentra a doenca.

Por meio de revisdo de literatura, Slavkin® em 1997, correlacionou a
microbiota bucal, transferéncia de imunidade dos pais aos filhos e a multiplicacéo
de bactérias bucais em criancas. O autor observou que as pesquisas mostraram que
na cavidade bucal existe maior nimero de bactérias que de pessoas no mundo, e
que a transmissdo ocorre intra-familiar. Observou também que o crescimento do

nimero de bactérias pode ser controlado pelos préprios anticorpos das criancas,
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transmitidos pela mae através da amamentacdo. O autor afirmou ainda que os
estudos recentes sobre a transmissdo de microrganismos bucais frisam a
necessidade de contatos proximos e duradouros entre mae e filho (quantidade e

qualidade).

Sete familias com dois filhos, sendo o mais novo portador de cérie de
mamadeira, e 0 mais velho, sem carie de mamadeira, foram estudadas por Kreulen

et al.>®

em 1997. Os autores procuraram relacionar a microbiota de crian¢as com
carie de mamadeira e de seus irmdos sem carie de mamadeira, dando énfase para o
namero e clones de Streptococcus mutans. Foram realizadas coletas de biofilme
dental e saliva dos membros das familias (mées e filhos), para contagem de
bactérias e analise genética por RP-PCR (“RNA Primed - Polynerase Chain
Reaction”) antes e ap0s tratamento odontoldgico. Foram coletadas também
informages sobre habitos alimentares e a historia médica. As criangas com carie
de mamadeira possuiam em média 5.8 log (UFC)/ml, o controle (irméos) 2.9 log
(UFC)/ml, enquanto as maes 4.8 log (UFC)/ml. Todos os individuos possuiam
dieta rica em carboidratos, embora as contagens de col6nias fossem diferentes.
Ap0s tratamento odontoldgico, a concentracdo de Streptococcus mutans na saliva
diminuiu e apenas um tipo de clone foi encontrado em cada individuo. Os irm&os
e as maes albergavam de dois a cinco tipos diferentes de clones. Os autores

concluiram que a etiologia da cérie de mamadeira ainda ndo esta bem esclarecida

e que deve ser associado a tipagem genética nos novos estudos sobre a doenca.
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Comparando a seqiiéncia de nucleotideos do genoma de Streptococcus
mutans, lgarashi et al.** em 1998, criaram um par de primers (MSSD19F e
MSSD20R) para identificar espécies de Streptococcus orais como: Streptococcus
mutans, Streptococcus sobrinus, Streptococcus downei e Streptococcus salivarius.
Os autores utilizaram 17 amostras de bactérias, ja identificadas em laboratorio, e
realizaram o PCR e a andlise da seqiiéncia de nucleotideos. Os métodos
conseguiram detectar os primers utilizados, e também diferenciar as espécies. Os
autores concluiram que esta nova técnica é eficaz para a simples e rapida

identificacdo das bactérias estudadas.

Para detectar a presenca de Streptococcus mutans e relaciona-la com a
presenca de cérie, cultura de microrganismos e PCR, Allaker et al.> em 1998,
realizaram um estudo com 29 dentes recentemente extraidos e 15 dentes in vivo,
todos considerados livres de cérie, totalizando 44 sitios. Apds a utilizacdo de
evidenciador, e remogdo de tecido cariado, os autores coletaram amostras de
dentina da jungdo amelo-dentinéria. A amostra foi submetida a testes bioquimicos
para identificagdo de Streptococcus mutans, e PCR. Os autores removeram tecido
desmineralizado de 52% dos dentes e encontraram cultura positiva para
Streptococcus mutans em 2%, sendo que para os testes de PCR, encontraram este
microrganismo em 47%. Concluiram que o método de cultura pode subestimar a
presenca de bactérias, e a remo¢do de uma quantidade segura de tecido corado é
recomendada para prevenir recidiva de cérie devido a presenca ainda de grande

numero de bactérias residuais.



35

Considerando a natureza multifatorial da carie dental, Mattos-Graner et
al.®> em 1998, sugeriram que os altos niveis salivares de microrganismos
causadores da doenca, sdo dependentes do numero de dentes irrompidos na
cavidade bucal. Estudaram 142 criangas, com 12 a 31 meses de idade, de creches
de Piracicaba (SP), coletando amostras de saliva e realizando inspecdo visual da
cavidade bucal. Os autores encontraram associacdo positiva estatisticamente
significante entre o numero de dentes irrompidos, niveis salivares de

Streptococcus grupo mutans.

Redmo Emanuelsson e Wang’’ em 1998, isolaram culturas puras de
Streptococcus mutans de 11 familias chinesas (mae, pai e filho de 3 anos de idade)
por meio da coleta de amostras biofilme dental e saliva. As amostras foram
cultivadas em meio MSB, e em média 10 colbnias foram obtidas de cada
individuo para identificacdo por sorotipagem pela técnica de imunofluorescéncia e
genotipagem por DNA fingerprinting. Os resultados mostraram que em 4
familias, as médes compartilhavam o mesmo gen6tipo com os filhos, em 3 familias
eram os pais que compartilhavam o mesmo genoétipo, e em duas familias todos
compartilhavam o mesmo genétipo. Quando comparados os resultados ao exame
clinico, quantidade de Streptococcus mutans na saliva, prevaléncia de cérie, satde
geral, dieta e hébitos alimentares, ndao foi encontrada correlagcbes para as

diferentes distribuicdes de estreptococos intra-familiares.
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Procurando investigar a transmissdo de Streptococcus mutans entre maes e

filhos com fissura labial e/ou palatina, de Soet et al.®

(1998), realizaram um
estudo com 21 pares de maes/filhos, por meio da coleta de saliva e posterior
analise por PCR. Os autores observaram que apenas 38% dos pares de amostras
de maes/filhos foram idénticos, concluindo que a transmisséo dessas bactérias néo
é frequente entre mées e filhos com fissura labial e/ou palatina. De acordo com 0s
autores esta pequena porcentagem de transmissdo pode ser explicada pelo fato de
que outros membros da familia também tomavam conta das criancas, e desta
forma também poderiam representar fonte de transmissdo de cepas diferentes
encontradas nas criangas.

Gronroos et al.*

em 1998, analisaram o nivel da atividade de bacteriocinas
e sua producédo por Streptococcus mutans isolados na cavidade bucal a partir da
sorotipagem, ribotipagem e mutacinotipagem Os autores analisaram 145 cepas de
Streptococcus grupo mutans de 20 pares mée-filho, com a idade das criancas
variando entre 18 meses a 3 anos, durante um periodo de 2 anos. Os autores
observaram que 88% das cepas encontradas produziram mutacina para mais de 1
das 14 cepas indicadoras (Streptococcus sanguis, Streptococcus salivarus,
Streptococcus oralis, Streptococcus gordonii e Streptococcus pyogenes).
Ribotipos idénticos apresentaram perfil de atividade mutacinogénica similar em
um par mée-filho, tanto inicialmente como apo6s 2 anos. Os autores sugeriram a

ocorréncia de transmissédo em 9 dos 20 pares, com base na presenca de cepas

idénticas.
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A correlacédo entre a prevaléncia de carie e o nivel de Streptococcus grupo
mutans é evidente, e a transmissdo destes microrganismos vem sendo estudada.

Packer et al.”?

em 1999, analisaram a correlacdo de niveis desses microrganismos
existentes na saliva das criangas e seus respectivos responsaveis. As amostras de
saliva foram coletadas de 50 criancas entre 2 a 6 anos de idade da clinica de
Odontopediatria da FOUSF, e de seus respectivos responsaveis. Os autores
concluiram que devido ao fato das maes ficarem mais em contato com as criangas,

existiu similaridade alta (73%) entre os niveis salivares de Streptococcus grupo

mutans de cada par.

Streptococcus mutans e Streptococcus subrinus sdo considerados 0s
microrganismos predominantes na carie dental humana. Baseados nas
dificuldades, alto custo e demanda de tempo desprendidos para detectar estas

bactérias, Ida et al.*?

em 1999, desenvolveram uma nova sonda baseada no gene
dex capaz de identificar Streptococcus sobrinus. Os autores realizaram testes com
Streptococcus  cricetus,  Streptococcus  rattus,  Streptococcus — mutans,
Streptococcus sobrinus, Streptococcus downei e Streptococcus salivarius,
comprovando a alta sensibilidade da sonda. A sonda desenvolvida pelos autores,
denominada SSB-3 € especifica para este microrganismo, podendo identifica-lo na

presenca de pequena quantidade de DNA (5 ng) ou de bactérias (1 x 10° bactérias

por amostra).
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Analisando 20 pares de pais e 36 criancgas japonesas, com idades de 1 a 12

anos, Kozai et al.>

em 1999, observaram por meio da técnica analises com
endonucleases de restricdo (REA), que dos 70 gendtipos de Streptococcus mutans
encontrados nas criancas, 36 (51,4%) também foram encontrados nas mées, e 22
(31,4%) eram semelhantes aos isolados de seus pais. A transmissdo mée-filho foi
observada em 18 familias, e a transmisséo pai-filho em 11 delas. Apenas duas das
vinte familias, apresentaram gendtipo comum entre os pais. A partir destes
resultados o0s autores sugeriram que as maes, 0S pais e outras pessoas podem ser

vias de transmissdo desses microrganismos, e que a colonizacdo inicial ocorre a

partir da pessoa mais préxima da crianga, a qual geralmente é a mée.

Slavkin® em 1999, relatou aspectos sobre a ecologia microbiana das
lesGes de carie dental, susceptibilidade e prevencdo da doenca. Entre os fatores
determinantes relacionados a susceptibilidade de lesdes nas criancas, o0 autor citou
os fatores genéticos inerentes da crianca (imunidade), fatores genéticos
relacionados aos pais, fatores genéticos das bactérias, transmissdo precoce de
microrganismos, biofilme dental, ecologia bacteriana, dieta, nutricdo, prevencéo e
deteccdo precoce da doenca. O autor afirmou que o desenvolvimento de uma
vacina para a doenca estd ganhando forca nos estudos baseados em biofilme e
ecologia bacteriana. No @mbito educacional, o autor ressalta a necessidade de

mais intervenc¢Ges combinadas com programas regulares de prevengéo.
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Fazendo parte da microbiota indigena da cavidade bucal, os Streptococcus
sanguis também necessitam de superficies duras para sua colonizagcdo e desta
forma competem com os Streptococcus mutans. Caufield et al.?* em 2000,
acompanharam 48 pares maes-filnos, do nascimento aos 3 anos de idade,
colhendo amostras bacterioldgicas em intervalos de 3 meses para avaliar aquisi¢éo
inicial de Streptococcus mutans. A identificacdo foi realizada inicialmente por
testes biogquimicos, e posteriormente pela analise genética (PCR) de 20 isolados.
Os autores concluiram que a colonizagdo por Streptococcus sanguis ocorreu em
uma discreta “janela de infeccdo” em média aos 9 meses de idade, a qual
dependeu da erupcdo dentaria. Observou também que a colonizagdo por
Streptococcus sanguis foi inversamente proporcional a colonizacdo por
Streptococcus mutans, sugerindo portanto, uma competicdo entre esses

microrganismos

Com o objetivo de conhecer a diversidade de clones e o modelo de
colonizagdo por Streptococcus grupo mutans em humanos, Gronroos e
Alaluususa® em 2000, estudaram sete criangas carie ativas entre 3 e 7 anos de
idade, por meio de amostras de saliva, de esmalte sadio, de dentina cariada
superficial e de dentina cariada profunda. De 55 amostras, um total de 598
isolados de Streptococcus mutans e Streptococcus sobrinus foram submetidos a
técnica de AP-PCR. Os autores observaram que cada crianca albergava de um a
quatro clones diferentes de Streptococcus mutans, sendo que em trés criangas, esta

diferenca foi dependente do sitio analisado. Os autores concluiram que os clones
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desses microrganismos colonizaram seletivamente sitios especificos, e que
amostras de saliva ndo revelaram realmente todos os tipos existentes na cavidade
bucal. Desta forma os autores citaram que para uma analise qualitativa, €

necessario coleta de amostras de varios locais da cavidade bucal.

Algumas variacdes na técnica de PCR para simplificar e agilizar a
deteccdo de Streptococcus mutans e Streptococcus sobrinus estdo sendo
estudadas. A utilizacdo de amostras de saliva pode levar a resultados
contraditorios, uma vez que os componentes salivares podem inibir a amplificacéo
por PCR, sendo mais indicada a utilizacdo de biofilme dental. Baseados neste fato,
Oho et al.”® em 2000, desenvolveram uma variacdo da técnica, utilizando dois
genes: gtfB para Streptococcus mutans e gtfl para Streptococcus sobrinus. Foi
realizado um primeiro PCR, com esses genes, o qual amplificou os fragmentos de
DNA. O segundo PCR foi realizado utilizando o produto do primeiro PCR, sendo
este segundo capaz de detectar quantidades minimas de microrganismos (>10*
UFC/ml). Esta técnica utilizou pequena quantidade de saliva, e 0s componentes
salivares ndo interferiram na deteccdo dos microrganismos, evitando falso-
positivos. Com este método os autores acreditaram obter informagdes sobre
quantidade e qualidade dessas bactérias através de amostras da saliva, de forma

mais rapida e simples.

Lucas et al.>® em 2000, identificaram a prevaléncia de Streptococcus grupo

mutans na cavidade bucal de 33 criangas, com idade de 5 a 16 anos, ap6s duas



41

coletas de saliva com intervalo de quatro meses. Foi fornecida a mesma dieta
balanceada durante trés dias para cada participante da pesquisa, antes das coletas
de saliva. Foram identificadas de trés a dez tipos de colbnias diferentes de
Streptococcus mutans em cada crianga, ndo havendo diferenca estatistificamente
significante na composicdo bacteriana entre as duas coletas. Os autores
observaram maior freqiiéncia de Streptococcus salivarus, Streptococcus oralis,
Streptococcus mitis e Streptococcus parasanguis. Comparando as proporcdes de 9
especies de estreptococos orais, 0s autores relataram que esta microbiota em

termos de espécie permaneceu estavel.

Por meio de revisdo de literatura, Rosa e Sanches’ em 2000, reuniram
conhecimentos sobre Streptococcus mutans, transmissibilidade, risco de cérie e
prevencdo. Os autores observaram que o agente etioldgico principal da cérie
dental é o Streptococcus mutans, e que a infecgdo precoce por este microrganismo
aumenta o risco de desenvolvimento de lesdo de cérie nas criangas. Concordaram
que as maes representam a principal fonte de infeccdo, e devem portanto ser alvo
de medidas que evitem a transmissdo dessas bactérias. Os autores relataram
porém, que ainda sdo necessarios estudos que estabelecam o papel da freqiiéncia
de contatos maternos para transmissao, a extensdo da transmissdo extrafamilial e o

papel dos anticorpos em relagdo ao risco de carie nas criangas.

Baseado no 9th Symposium of the National Institute of Infectious

Diseases, Tokio, em 1999, Hanada® em 2000, reuniu aspectos como a



42

cariogenicidade do Streptococcus mutans, sua rota de infeccdo, relacionou o
consumo de acgucar a carie dental, e o desenvolvimento de vacina contra esta
doenga. Como concluséo, relatou que de acordo com as pesquisas clinicas, as
mées representam a principal fonte de transmissdo desses microrganismos, sendo
que medidas simples como a utilizacdo de clorexidina, pode reduzir a quantidade
dessas bactérias na saliva em até 99%. O autor ressaltou também que a doenga

carie deve ser controlada, eliminando-se a cadeia de infeccédo entre mée e filho.

Com o objetivo de determinar o potencial cariogénico de diferentes
espécies Streptococcus grupo mutans, isolados ou associados, Pereira et al.”* em
2000, analisaram a formacdo in vitro de biofilme bacteriano, producdo de
polissacariedeos extracelulares e capacidade de producéo de &cidos de 150 cepas
de Streptococcus mutans, 27 de Streptococcus sobrinus, 15 de Streptococcus
rattus, 9 de Streptococcus mutans V, apenas uma de Streptococcus cricetus e uma
de Streptococcus ferus e uma de Streptococcus downei. Os resultados
demostraram que o Streptococcus rattus e a associa¢do de Streptococcus mutans
com Streptococcus sobrinus produziram maiores quantidades de biofilme
bacteriano. Os autores observaram também que as espécies de Streptococcus
mutans e Streptococcus sobrinus apresentaram a maior producdo de carboidratos
acidos soluveis, levando a conclusdo que individuos multicolonizados apresentam

maior tendéncia de desenvolver lesdes de carie dental.
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Couto et al.>> em 2000 observaram a relacdo entre habitos alimentares e de
higiene bucal, assim como a relacdo entre indices de carie dentaria e higiene
bucal, os quais pudessem favorecer a transmissibilidade da doenca carie entre
mées e filhos. Apds a realizacdo de exames clinicos e analise microbioldgica, 0s
autores concluiram que o baixo consumo de sacarose de mae e filho, assim como
0 hébito escovacgédo apos as refei¢des, indicou reducao no risco de transmisséo da

doenca.

Baseados no fato de que a realizacdo inadequada da escovacdo pode se
tornar fonte de transmissdo de inimeras doencas, Branddo et al.'’ em 2001,
avaliaram as formas de acondicionamento das escovas dentarias em creches
municipais do Rio de Janeiro. Observaram que 56% das creches apresentaram
escovas acondicionadas com residuos, predominantemente creme dental, 46% da
forma de acondicionamento das escovas permitiam contato direto entre as mesmas
e 73% das escovas permaneciam descobertas. Os autores sugeriram a
normalizacdo das acOes de higienizagdo bucal e implantacdo de programa de

motivacao e capacitacdo educativo e preventivo a todas as creches.

Os niveis de infeccdo por Streptococcus mutans de 101 criancas, de 12 a
30 meses de idade, foram investigados por Mattos-Graner et al.** em 2001, por
meio de uma coleta salivar inicial e outra ap6s o periodo de 1 ano. As amostras
foram cultivadas em meio MSB, e posteriormente foi realizada a contagem de

coldnias (UFC). Os autores ndo encontraram associagdes entre os niveis salivares
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de Streptococcus mutans com habitos alimentares, presenca de biofilme, ou
presenca de novos dentes na cavidade bucal. Observaram que ocorreu um
aumento do microrganismo nos niveis salivares ap0s um ano nas criangas entre 12
a 24 meses, e diminuicdo dos mesmos nas criangas entre 25 a 30 meses de idade.
Os autores concluiram que o0s niveis salivares do microrganismo estéo
relacionados com a atividade de carie, e que estes tendem a se estabilizar ap0s 0s
dois anos de idade.

Igarashi et al.*®

em 2001 desenvolveram um método para deteccdo e
identificacdo genética simultdneas de Streptococcus mutans, Streptococcus
sobrinus, Streptococcus downei, e Streptococcus salivarius. Sabendo que 0s
Streptococcus grupo mutans possuem genes que codificam antigenos especificos
de proteinas de superficie e dextranase (dex), e que a amplificagdo por PCR dos
fragmentos de dex pode facilmente identificar diferentes espécies de
Streptococcus grupo mutans, os autores, utilizaram 25 amostras de cinco espécies
de bactérias de Streptococcus grupo mutans para amplificagdo do dex gene. O
DNA das amostras foi extraido e realizou-se eletroforese por gel de agarose,
juntamente com as proteinas (dex) homélogas conhecidas comercialmente para
cada microrganismo. Os autores sugeriram que a amplificacdo por PCR do dex

gene € (til para uma rapida identificacdo das quatro espécies de Streptococcus

mutans estudadas.
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Para verificar a experiéncia de carie e sua distribuicdo em 989 criancas de

2 a 5 anos de idade, Lira et al.*®

(2001), realizaram um estudo em creches das
cidades de Aracaju (SE), Bayeux (PB), Jodo Pessoa (PB) e Recife (PE). Por meio
de inspecdo visual, registraram o indice ceo-d, e observaram aumento
significativo da experiéncia de carie nas criancas mais velhas, ndo havendo
diferenca estatisticamente significante entre sexos. Os autores concordaram com a

necessidade de elaboracdo de programas que possibilitem a diminuicdo da

prevaléncia de carie dentaria, ainda na denticdo decidua em desenvolvimento.

A partir da aplicacdo de um questionario dirigido sobre os habitos
alimentares de pares mae/filho, realizacdo de coleta de saliva e biofilme dental,

Wan et al.1%

em 2001, avaliaram 172 criancas de aproximadamente 6 meses de
idade e suas respectivas maes. Os autores detectaram a presenca de Streptococcus
mutans em 60% criancas edéntulas, aos 6 meses de idade. Puderam confirmar
seus resultados apds 6 meses, em uma segunda avaliagdo microbioldgica.
Criangas que receberam alimentos mais solidos, dormiam junto com a mae, se
alimentam de livre demanda, consumiam grande quantidade de agucar, sugavam

0s dedos dos adultos, possuiam mées com problemas periodontais e alta atividade

de cérie, apresentaram maior porcentagem dessas bactérias.

Visando fornecer dados quanto ao periodo de erupgdo dos primeiros

molares permanentes, bem como cuidados a serem tomados para prevencdo de

|.30

lesdo de céarie, Fonseca et al.>” em 2001, realizaram estudo em creches de Ribeirdo
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Preto (SP), com 600 criangas menores de 6 anos de idade. Observaram por meio
de exames clinicos que 7% das criancas de 3 anos de idade, ja apresentavam 0s
primeiros molares permanentes irrompidos. Das criancas com 4 e 5 anos de idade,
17,2% e 29,2% respectivamente, ja apresentavam o primeiro molar permanente.
Os autores concluiram que foi bastante significativo o nimero de criangas abaixo
de seis anos de idade (20,5%) que apresentaram erupcdo dos primeiros molares
permanentes, e que ja apresentavam lesdes de carie (18,1%). Sendo assim 0s
autores relataram a necessidade de atengdo as criangas menores de seis anos no

sentido de monitorar a saude bucal das mesmas.

Com o proposito de determinar a prevaléncia de cérie e a sua associagdo
com condicdes de higiene bucal, alimentacdo e uso de fluoretos em criancas de O-
30 meses de idade de creches publicas do Governo do estado da Bahia, Barros et
al.'* (2001), realizaram exames clinicos em 340 criancas, determinando o indice
ceo-d e as condigdes de higiene bucal. Foi entregue também um questionario aos
responsaveis pelas criangas, com questfes relacionadas a orientacdo quanto a
salde bucal, aleitamento noturno, exposicéo a fluoretos e satde geral. Os autores
encontraram alta prevaléncia de carie nas populacGes estudadas, com aumento de
sua prevaléncia de forma significante em funcdo da idade, e do nimero de dentes
irrompidos. A higiene bucal deficiente indicou associa¢do positiva com a presenca
de lesdo de cérie, sugerindo atencdo a satde bucal em idades menores por meio da

utilizacdo de métodos educativos e preventivos.
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Procurando desenvolver uma nova técnica para identificacdo de diferentes

espécies de estreptococos, Thurnheer et al.*®

em 2001, criaram uma rapida
hibridizacdo in situ por fluorescéncia (FISH), utilizando oligonucléicos
especificos de rRNA para sequénciamento de Streptococcus anginosus, mitis,
mutans e salivarius. Os autores utilizaram amostras de trinta diferentes espécies
de bactérias para testar a especificidade do teste. A técnica mostrou-se efetiva e
rapida na identificacdo e quantificacdo de microrganismos do biofilme dental. Os

autores concluiram que a utilizacdo desta técnica fornece ganho de tempo em

relacdo &s técnicas de cultura e PCR.

Estreptococos orais eram inicialmente identificados pela morfologia
colonial, e posteriormente por reagdes bioquimicas imunoldgicas e testes
genéticos. Estes procedimentos, porém demandam periodo longo de tempo e 0s
resultados ndo sdo sempre satisfatorios. Para resolver estes problemas, testes
moleculares utilizando PCR foram desenvolvidos. Para provar a eficacia deste
método e estabelecer espécies especificas para Streptococccus salivarus, Igarashi

et al.®

em 2001, realizaram testes de PCR e por meio de sonda de DNA com
diversas espécies de estreptococos. Os autores observaram que estes testes sdo
altamente especificos para Streptoccocus salivarus, e bastante Gteis para detec¢cdo

e identificacdo desta bactéria.

Em estudo longitudinal, Redmo Emanuelsson e Thornqvist”® em 2001,

avaliaram 13 criangas de trés anos de idade inicialmente livres de Streptococcus
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mutans, assim como seus respectivos pais. Essas criancas foram observadas apos
alguns anos (2 a 5 anos) quando foram encontrados Streptococcus mutans em
apenas trés delas. Por meio de analise genotipica de DNA fingerpriting, das trés
criancas que apresentavam col6nias, uma estava contaminada com um genotipo
idéntico a0 da mée, outra com um idéntico ao do pai, € a terceira, com um
gendtipo “proprio”, ndo encontrado nos pais. Apds observar que nenhum dos pais
apresentavam genotipos iguais, os autores concluiram que é dificil acontecer a

colonizacdo entre adultos e sugeriram possivel contaminacao horizontal.

Visando avaliar o perfil de colonizacdo dos Streptococcus grupo mutans
em individuos que apresentavam lesGes de carie coronaria e radicular, Nascimento

et al.%’

, €m 2001, utilizaram a técnica de AP-PCR para confirmacéo da identidade
molecular das amostras de saliva, biofilme dental e tecido das lesbes de carie
coletados. Os autores observaram que os individuos estavam colonizados por
Streptococcus mutans (56%) e Streptococcus sobrinus (30%), com diferenca na
frequéncia de distribuicdo dos gendtipos de Streptococcus mutans de acordo com
os diferentes sitios pesquisados. Os autores concluiram que diferentes tipos
clonais de Streptococcus grupo mutans podem colonizar seletivamente sitios

especificos da cavidade bucal de individuos, podendo apresentar propriedades

fenotipicas diferentes.

Os Streptococcus mutans e Streptococcus sobrinus, rotineiramente

identificados pelo crescimento em meios seletivos, morfologia colonial e
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caracteristicas bioquimicas, estdo atualmente, sendo diferenciados por meio de
testes genéticos. Li et al.>® em 2001, avaliaram o poder discriminatério da técnica
de AP-PCR em diferenciar essas duas espécies. Utilizaram dez amostras de
bactérias de seus bancos de estudos, e coletaram mais vinte amostras de trés
paises (Estados Unidos, China e Suécia). As amostras foram examinadas
simultaneamente por meio de testes bioquimicos (fermentacdo de carboidratos),
AP-PCR e DNA fingerprinting (testes genético) para diferenciacdo das especies.
Os resultados mostraram pobre especificidade (38.5%), e baixa concordancia
(66.7%) para o teste bioquimico. A sorotipagem exibiu 100% de sensibilidade,
90% de especificidade e 86,7% de concordancia com o DNA fingerprinting. Os
dois testes genéticos demonstraram 100% de concordancia para a diferenciacao
das duas espécies bacterianas. Os autores concluiram que os dois testes sdo
alternativas viaveis para sorotipagem e biotipagem de Streptococcus grupo
mutans.

Pimenta et al.”*

em 2001, avaliaram a presenca de Streptococcus grupo
mutans na saliva de 93 individuos de seis familias brasileiras, membros de no
minimo, trés geracdes (73 adultos e 20 criangas). As amostras foram cultivadas
em SB20 e as colbnias caracteristicas foram submetidas a biotipagem. Todos os
adultos estavam colonizados por Streptococcus grupo mutans enquanto apenas
sete criangas albergavam estes microrganismos. Streptococcus mutans foram

encontrados em 78 (97,5%) individuos, sendo que 51 (63,7%) eram

monocolonizados. Streptococcus sobrinus foram isolados de 29 (36,3%)
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membros, sendo que 2 (2,5%) estavam monocolonizados. Vinte e sete individuos
(33,8%) albergavam os dois microrganismos. Os autores concluiram que a alta
prevaléncia de Streptococcus grupo mutans encontrada na saliva das familias

estudadas sugere o risco de transmissdo intrafamilial.

A microbiota predominante da dentina infectada de 52 dentes cariados de
criancas de 3 a 5 anos de idade, acometidas por carie rampante, foi comparada
com a microbiota predominante de superficies sadias de esmalte de criancas livres

1.2 em 2001. As amostras foram cultivadas em meio

de cérie, por Marchant et a
seletivo para Streptococcus mutans, Lactobacillus spp., Actinomyces e Candida
albicans, e depois, analisadas geneticamente por PCR. Os autores encontraram
predominantemente Streptococcus mutans, Candida albicans e Lactobacillus spp.
em lesdes de cérie, e Streptococcus oralis, Streptococcus sanguis, Streptococcus
gordonii e Actinomyces em esmalte sadio. Variabilidade genética entre isolados de
uma mesma especie foi encontrada em diferentes dentes cariados da mesma

crianca, sugerindo a existéncia de uma microbiota inespecifica nas lesdes de cérie

rampante.

A partir da observacdo do nimero de dentes erupcionados, nimero de
lesBes de carie e amostra de saliva, Mattos-Graner®® em 2001, avaliou por meio da
técnica de AP-PCR a diversidade de Streptococcus grupo mutans em 35 criangas
de creches, com idade entre 12 e 30 meses. As criangas frequentavam nove

creches da cidade de Piracicaba (SP) durante cinco dias por semana, dez horas por
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dia e recebiam quatro refeicdes diarias ricas em sacarose. Das amostras coletadas,
foram obtidos 74 isolados de Streptococcus mutans, 2 de Streptococcus sobrinus e
detectados dois ou mais gendtipos por crianca. Os autores encontraram genotipos
iguais de Streptococcus mutans entre 2 criancas que compartilhavam o mesmo
ambiente, sugerindo transmissdo horizontal deste microrganismo. Observaram
também a ndo associacdo entre diversidade genotipica de Streptococcus grupo
mutans e idade, nimero de dentes erupcionados, nivel dessas bactérias e

prevaléncia de cérie.

A distribuicdo das espécies de Streptococcus grupo mutans presentes na
cavidade bucal de dez voluntarios livres de carie e dez voluntarios carie-ativos,
assim como o potencial cariogénico in vitro dos isolados de Streptococcus mutans
e Streptococcus sobrinus, foram comparados por Napimoga et al.®® em 2001. As
amostras foram coletadas da saliva, biofilme dental e dorso da lingua. Os isolados
foram identificados bioquimicamente e o potencial cariogénico analisado por
meio da medicdo da capacidade de producdo de &cido. Os autores encontraram
maior quantidade de Streptococcus mutans nos dois grupos estudados, e maior
producdo de é&cido por este mesmo microrganismo, independente do sitio

analisado.

Preocupados com a contaminacdo de escovas dentais por bactérias

|.60

cariogénicas, Macari et a em 2001, estudaram o desenvolvimento de

Streptococcus grupo mutans nas cerdas de escovas e métodos para desinfecta-las.
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Dezenove criancas receberam instrucdes para escovar os dentes uma vez ao dia
durante cinco dias. As escovas foram recolhidas e divididas em trés grupos de
acordo com o método de desinfeccdo: imersas em agua de torneira esterilizada,
solugédo de gluconato de clorexidina 0,12%, e solucdo de hipoclorito de sédio a
1%. Os resultados mostraram desenvolvimento de Streptococcus grupo mutans
nas cerdas das escovas do grupo que foram imersas em dagua de torneira,
comprovando a contaminagéo, e sugerindo uma possivel contaminacdo cruzada

dependendo da forma de armazenamento.

Por meio de revisdo sistematica da literatura, Tanzer et al.** em 2001,
ressaltaram que o grupo dos Streptococcus mutans é o principal iniciador de
lesbes de carie na superficies lisas e em fissuras. Citaram também que o0s
Lactobacillus spp também estdo envolvidos na progressao da lesdo e carie, mas
seu papel ainda ndo estd bem definido. De acordo com os autores, o estudo
molecular e genético dessas bactérias, demonstraram que elas podem ser
transmitidas verticalmente na populacdo, mas ndo exclusivamente de mée para
filho. Concluiram que as pesquisas devem ser direcionadas para estudos clinicos
microbioldgicos, e que a carie deve ser considerada uma doenga, e ndo mais uma

lesdo.

Visando criar um método para detectar amostras de Streptoccus mutans

potencialmente cariogénicas e avaliar o risco de aquisicdo de cérie dental, Galaviz

|.33

et al.”® em 2002, coletou biofilme dental de 38 criangas com média de 5 anos de
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idade. As amostras foram cultivadas em BHI e o DNA foi extraido para utilizacdo
na técnica de PCR pela marcacdo do gene spaP. Este gene se une com o dexA e
Agl/ll, que estdo relacionados a aderéncia do Streptococcus mutans com a
superficie dental. Da amostra estudada, 79% das criancas eram carie ativas
enquanto 21% estavam livres de carie. Todos 0s pacientes com cérie, mostraram-
se positivos para o spaP. Os autores concluiram que pela tecnologia de PCR é
possivel identificar o risco individual de cérie, podendo ser incluido em

programas para controle da doenca.

Procurando investigar a transmissao de Streptococcus mutans entre adultos
de familias chinesas, Nie et al.*® em 2002, coletou amostras de biofilme dental e
saliva de 11 casais que estavam vivendo juntos ha pelo menos ha dois anos.
Através de testes bioquimicos (manitol, sorbitol, rafinose, melibiose, arginina e
bactracina) e genéticos (DNA fingerprinting), identificaram as coldnias coletadas.
Foi realizada uma coleta inicial e outra ao final de 3 meses, sendo que nenhuma
mudanca nos genotipos foi encontrada em oito casais. Em um casal 0os mesmos
gendtipos foram encontrados na primeira coleta, porém na segunda os individuos
albergavam genotipos diferentes. Os autores sugeriram a transmissdo de
Streptococcus mutans entre adultos, porém transitoria, pois 0 novo microrganismo

dificilmente consegue colonizar o novo ambiente.

Com o objetivo de avaliar a prevaléncia de carie e de fatores de risco em

criancas com idade de até 36 meses, cadastradas no ambulatorio de Pediatria do
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Hospital Universitario Pedro Ernesto do Rio de Janeiro, Santos e Soviero®® em
2002, coletaram dados relativos as condicGes socio-econdmicas-culturais, habitos
de higiene bucal, dieta, presenca de carie, de biofilme dental e sangramento
gengival. Os autores encontraram associagdo estatisticamente significativa entre
lesdo de céarie e presenca de biofilme dental, sugerindo que este foi o fator
preponderante para ocorréncia desta doenca na amostra estudada.

Becker et al.®

em 2002, compararam as bactérias encontradas em amostras
de biofilme dental de quatro sitios da cavidade bucal de criangas livres de carie,
assim como de esmalte intacto, lesdo de mancha branca, superficie de lesdo
cavitada e dentina escavada de lesdo cariosa de criancgas carie ativas. Apos analise
por PCR e chechenboard os autores observaram diferencas entre algumas espécies
encontradas. Actinomyces gerencseriae e demais Actinomyces estavam
relacionadas com lesBes iniciais, e as espécies Bifidobacterium estavam
relacionadas com céries profundas. Os autores concluiram que o Streptococcus

sanguis estava relacionado com as criangas livres de céarie e o Streptococcus

mutans com as crian¢as acometidas pela doenca.

Com o objetivo de detectar e monitorar longitudinalmente a aquisi¢do de
Streptococcus grupo mutans por criancas livres de cérie, Flério et al.%, em 2002,
coletou bimestralmente por um periodo de 10 meses, amostras de saliva e biofilme
de criangas inicialmente edéndulas, matriculadas em creches municipais de

Piracicaba (SP). Por meio da técnica do PCR para confirmagdo molecular da
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identidade de Streptococcus mutans e Streptococcus sobrinus, observaram que em
46% das criancas, a colonizacdo persistente ocorreu entre 0 12° e 0 20° més de
vida. Os autores sugeriram reconsideracdo nas diretrizes de alguns programas de
odontologia precoce, ja que os resultados demonstraram variagdo no periodo

estabelecido na literatura como janela de infectividade®.

Com o objetivo de estudar a distribuicdo das espécies de Streptococcus
grupo mutans em diferentes nichos da cavidade bucal e analisar seu potencial

1.2, em 2002, selecionaram dezesseis voluntarios

cariogénico in vitro, Stipp et a
que apresentavam lesGes de caries oclusais incipientes, ativas e paralisadas sob
controle odontolégico por trés anos em primeiros molares permanentes. As
amostras foram coletadas da saliva, superficie oclusal cariada e superficie higida,
sendo o potencial cariogénico dos isolados analisados por meio da producédo de
acido. Nos dois tipos de lesdes foram encontradas maiores quantidades de
Streptococcus mutans do que Streptococcus sobrinus. Em lesdes de carie ativa 0s
isolados mostraram maior capacidade de redugdo do pH do meio, sugerindo a
existéncia de diferencas nos fatores de viruléncia apresentados por
microrganismos de lesdes ativas ou inativas.

Yano et al.'®

, em 2002, estudaram uma técnica de quantificacdo de
Streptococcus mutans através da analise genética, denominada de real-time PCR.
De acordo com os autores, esta técnica possui vantagens em relacdo as culturas de

bactérias convencionais, uma vez que a Ultima necessita de maiores passos
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laboratoriais para isolar, quantificar e identificar as diversas variedades de
Streptococcus grupo mutans. O real-time PCR quantifica rapidamente e
facilmente Streptococcus mutans e Streptococcus sobrinus independentemente.
Utiliza glicosiltranferases, enzimas que 0s Streptococcus mutans possuem e estdo
relacionadas com sua capacidade cariogénica. Os autores relataram que o real-
time PCR é vantajoso, pois detecta 0 DNA dos microrganismos mesmos se
estiverem mortos, ndo necessitando assim de culturas. Também é muito utilizado
em diagndstico de bactérias anaerdbias e virus. Os autores ressaltaram que a nova
técnica sera Util para identificar facilmente o risco de cérie e também quantificar

outras bactérias orais.

Baseados no fato de que os Streptococus mutans e Streptococcus sobrinus
estdo associados com o desenvolvimento da carie dentaria, Okada et al.”* em
2002, detectaram a presenca destas bactérias por meio da técnica de PCR e
compararam-na com a incidéncia de caries em 77 estudantes pré-escolares de 3 a
5 anos de idade. As amostras de biofilme foram coletadas de escovas dentais. A
prevaléncia de isolamento foi de 72,8% para Streptococcus mutans e 61,1% para
Streptococcus sobrinus. Os resultados do PCR mostraram que as criangas com a
presenca das duas bactérias apresentaram alta prevaléncia de cérie, em relacdo
aquelas que apresentaram apenas Streptococcus mutans.

7
1.7

Ramos-Gomez et al.”” em 2002, estudaram 146 criancas com idade de 3 a

55 meses, cadastradas no Hospital geral de S&o Francisco, Califdrnia, procurando
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relacionar aspectos demograficos e comportamentais com niveis especificos de
Streptococcus mutans, Lactobacillus spp, niveis de calcio, fosfato e fluor, e lesbes
de carie na infancia. Foi realizada anamnese, exame clinico bucal, e coleta salivar
para qualificar e quantificar Streptococcus mutans e Lactobacillus spp. Os
resultados mostraram associacdo significante entre carie dental e niveis
bacterianos, e que criancas de 7 a 9 meses ja estavam contaminadas com
Streptococcus mutans. A maioria das criangas que apresentavam lesdes de carie
era de baixa renda, filhas de mées solteiras e baixo nivel educacional. Os autores
ndo encontraram relacdo entre as taxas de fluor, fosfato e calcio, e a ocorréncia da
doenga. Concluiram que a leséo de carie esta relacionada diretamente com o nivel

de bactérias presentes, com aspectos demograficos e comportamentais.

Por meio de estudo de 200 pares de mae-filho, Thorild et al.*> em 2002,
procuraram estabelecer a prevaléncia e a possivel colonizacdo de Streptococcus
mutans em criangas contaminadas por suas maes. Os autores coletaram saliva ou
biofilme dental de criancas menores de 3 anos e realizaram o cultivo do material
para contagem de colénias (UFC) em lupa estereoscépica. Os resultados
mostraram que 50% das mées, 30% das criangas com 18 meses e 42% das
criancas com 3 anos de idade, exibiram altos niveis salivares de Streptococcus
mutans. Relacdo estatistificamente significante foi encontrada entre alto nivel
bacteriano das mées e das criancas. Fatores como ingestdo diéaria de alimentos
acucarados, mamadeiras adocgadas, falta de higiene bucal didria e mamadeira

noturna, mostraram-se significantes para colonizagao de Streptococcus mutans nas
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criancas. Os autores afirmaram a existéncia da transmissao vertical, enfatizando a
importancia da dieta e prevencdo primaria para maes com altos niveis de

colonizacdo por este microrganismo.

A técnica de PCR esta sendo empregada para rapida identificacdo de
Streptococcus mutans e Streptococcus sobrinus, mostrando-se ineficiente para a
identificacdo de outras espécies, pois necessita de desenvolvimento e preparacdo
de primers especificos. Desta forma, Sato et al.®* em 2003 desenvolveram um
método simples utilizando fragmentos restritos de ribossomo RNA 16S, para a
identificacdo de sete diferentes espécies do grupo Streptococcus mutans, por meio
da amplificacdo desse gene e digestdo dos produtos pelo Hpall e Haelll (PCR-
RFLP). O Hpall produz seis padrées moleculares para amostras conhecidas de
Streptococcus sobrinus, Streptococcus downi e Streptococcus ferus. Ja 0s
produtos obtidos pelo Haelll, conseguem separar essas trés diferentes espécies.
Utilizando amostras de bactérias clinicamente preparadas, isoladas e identificadas
em laboratério, 0s autores conseguiram, através de primers universais e com
auxilio deste protocolo, identificar as espécies Streptococcus mutans,
Streptococcus  sobrinus,  Streptococcus  criceti,  Streptococcus — downei,
Streptococcus ferus, Streptococcus macacae e Streptococcus ratti. De acordo com
0s autores, a técnica de PCR-RFLP pode ser uma alternativa para identificacdo de
Streptococcus mutans e pode ser aplicada em estudos sobre a cariogenicidade

desses microrganismos.
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Leal et al.>* em 2003, avaliaram a contaminacdo bacteriana de escovas
dentais e sua relacdo com as condic¢des de saude bucal de criangas carie ativas e
livres de carie. As escovas foram coletadas apds de uma Unica escovacao
supervisionada com creme dental sem antimicrobiano, e analisadas pela técnica de
contagem de Streptococcus mutans e microscopia eletrénica de varredura (MEV).
Os autores observaram que as culturas foram positivas para 86,6% das escovas de
ambos 0S grupos, porém sem associacdo com a presenca de lesdo de carie ou

condigdes de saude bucal.

Considerando a utilizagdo de brinquedos em salas de espera de
consultérios Odontopediatricos, Carvalho et al.'® em 2003, avaliaram a
possibilidade de desinfeccdo dos mesmaos, utilizando brinquedos novos inoculados
com Streptococcus salivarus, Staphylococcus aureus e Escherichia coli, e
brinquedos usados, coletados em consultérios odontoldgicos. A desinfeccao foi
realizada com glutaraldeido de sddio a 2% (Gl), friccdo com alcool a 70% (GllI) e
lavagem com sabéo de coco e escova. Os autores observaram por meio do cultivo
e contagem de microrganismos, que todos os brinquedos apresentavam-se
contaminados antes da desinfecgdo, e ap0s esta, 100% dos objetos estavam livres

destas bactérias, independente do método utilizado.

Examinando amostras de bhiofilme dental de treze voluntarios com idade

,
.78

variando entre 20 a 40 anos, Redmo Emanuelsson et al.”” em 2003, procuraram

esclarecer a distribuicdo de Streptococcus mutans em diferentes sitios da cavidade
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bucal. O biofilme foi coletado em intervalos de 4 a 7 meses das superficies mesial
e lingual do primeiro molar permanente inferior direito, superficie distal do
primeiro pré-molar permanente superior esquerdo, e superficie mesial do segundo
pré-molar superior esquerdo. Apos a identificacdo das cepas pela técnica de PCR,
foi realizada a genotipagem por RAPD (AP-PCR) utilizando-se primers
arbitrarios. Os resultados mostraram que em um mesmo individuo os genotipos
foram encontrados em sitios diferentes. Os autores concluiram que um mesmo
sitio pode albergar gendtipos diferentes, e também que um mesmo gendétipo pode

colonizar varios sitios na cavidade bucal.

Para determinar se a técnica de reacdo em cadeia da polimerase de primers
arbitrarios (AP-PCR) é eficaz para diferenciar geneticamente diferentes clones de
Streptococcus mutans, Spolidorio et al.®® em 2003, estudaram 22 familias
brasileiras, por meio da coleta de saliva estimulada do pai, da mée e filhos. A
amostra constituiu-se de 374 isolados identificados como Streptococcus mutans,
os quais foram analisados por meio da técnica de AP-PCR, utilizando o primer
OPA-13. Das vinte e duas familias analisadas, trés pais possuiam amostras
similares de suas criangas (13,7%). Vinte bebés albergavam amostras similares a
das suas maes (54,5%), e sete apresentavam amostras semelhantes as dos seus
irmdos (31.8%). Os autores concluiram que esta técnica foi eficaz em demonstrar
a heterogeneidade genética de Streptococcus mutans entre os membros das

familias analisadas.
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Com o objetivo de comparar a diversidade fenotipica/genotipica de
Streptococcus mutans, Kamiya®, em 2003, isolou 319 cepas de Streptococcus
mutans de 8 voluntarios caries ativos e 8 voluntarios livres de carie. O
polimorfismo genético foi detectado por meio da técnica de AP-PCR com os
primers OPA-02 e OPA-13. Utilizando a Mutacinotipagem, pode-se detectar 55
perfis fenotipicos, enquanto 101 perfis genéticos polimérficos foram detectados
pelo AP-PCR. O grau de associacdo entre as duas técnicas de foi em média de
77,38%, sendo o poder discriminatorio da AP-PCR superior ao da
Mutacinotipagem. Desta forma a autora concluiu que a Mutacinotipagem é melhor
para detectar a diversidade fenotipica e 0 AP-PCR a diversidade genotipica de

Streptococcus mutans.

Para avaliar a transmissdo vertical de mée para filho e/ou horizontal entre
criancas que compartilham o mesmo ambiente, Klein®’, em 2003, observou 16
pares mde-filho, com as criangas na faixa etaria entre 4 e 6 meses de idade,
matriculadas em creches municipais de Piracicaba (SP). As amostras de saliva
foram coletadas bimestralmente num periodo médio de 19,2 meses. Apds analise
genética por AP-PCR, a autora encontrou transmisséo vertical de Streptococcus
mutans e Streptococcus sobrinus em 13 e 5 pares, respectivamente, porem nao

encontrou transmisséo horizontal entre as criangas.

Para avaliar a contaminacdo microbiana de escovas dentais de 39

individuos e a eficicia da desinfeccdo dessas escovas por dois agentes
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microbianos, Barbosa et al.’°, em 2003, realizaram um estudo borrifando spray de
agua de torneira esterilizada, gluconato de clorexidina a 0,12% e cloreto de
cetilpiridinio a 0,05%, ap0s a escovacdo durante 1 minuto com dentifricio e
enxagle das escovas com agua. Os procedimentos de escovacao foram divididos
em trés etapas de acordo com cada solucdo, com intervalos de 96 horas. Os
autores encontraram apds a cultura microbiana das escovas, a presenca de
Streptococcus grupo mutans em 76,9% das escovas borrifadas com agua, em
10,2% das escovas borrifadas com cloreto de cetilpiridinio a 0,05%, e néo
observaram colonizagdo nas escovas borrifadas com gluconato de clorexidina a

0,12%.

Apds o preparo manual de cavidades preconizadas pela técnica do

1" em 2003, realizaram

Tratamento Restaurador Atraumatico (TRA), Toi et a
duas coletas de dentina infectada, sendo a primeira no centro da juncdo amelo-
dentinaria antes da remocao manual da cérie, e a segunda, proxima a polpa apos a
remocao do tecido cariado. Por meio da utilizacdo do PCR os autores observaram

significante diminuicdo do numero de Streptococcus mutans apOs a remoc¢ado

manual do tecido cariado, demonstrando a eficacia da técnica.

Para avaliar a colonizacgéo da cavidade bucal de criangas por Streptococcus
mutans e por Streptococcus sobrinus, Klein et al.*® em 2003, acompanharam 16
pares de mée-filho por 20 meses, coletando bimestralmente amostras de saliva no

dorso da lingua, rodete gengival e biofilme dental. As amostras de saliva das maes
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foram coletadas em uma Unica sessdo, e das criancas a partir do sexto més de vida.
Os isolados foram identificados por PCR como Streptococcus mutans (n = 968) e
Streptococcus sobrinus (n = 111) e analisados pela técnica de AP-PCR. No
momento da aquisicdo, as criancas albergavam de 1 a 4 gendtipos distintos de
Streptococcus mutans e apenas 1 gendtipo de Streptococcus sobrinus. Durante a
avaliacdo longitudinal, observou-se aumento do numero de genotipos de ambas as
especies, sendo que alguns permaneceram estaveis e outros foram adquiridos e/ou
perdidos. Os autores sugeriram que 0s gendétipos adquiridos, podem ter tanto
estabilidade efetiva como transitdria, refletindo o processo de desenvolvimento da

microbiota bucal nas criancas.

O método de PCR direto foi criado para detectar Streptococcus mutans
direto de amostras de biofilme dental, utilizando primers especificos, sem a
necessidade de cultura e isolamento bacteriano. A amplificacdo do DNA
bacteriano especifico pode ser influenciada pela presenca de outros DNA
bacterianos extraidos de amostras de biofilme dental, resultando na reducdo da
sensibilidade do teste. Desta forma, Sato et al.** em 2003, desenvolveram um
método para rapida e sensivel deteccdo de Streptococcus mutans e Streptococcus
sobrinus denominado “nested PCR”. Este teste consiste em amplificar o DNA
com primers universais e realizar o PCR com primers especificos, o0 que permite
amplificar o DNA especifico da bactéria com alta sensibilidade. Os autores
compararam os dois métodos e observaram que o “nested PCR” utilizando o gene

16S rRNA, foi realmente mais rapido e sensivel.
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Com o objetivo de investigar a diversidade genotipica e a possivel
transmissdo horizontal de Streptococcus mutans entre criangas que compartilham
0 mesmo ambiente, Emidio®® em 2003, estudou 20 criancas com idade média de
23 a 26 meses, matriculadas em creches municipais de Piracicaba (SP). Com
amostras de saliva, do dorso de lingua e biofilme dental, ele submeteu colonias
isoladas a técnica de PCR, para confirmacdo molecular. Os identificados como
Streptococcus mutans (n = 114) foram analisados pela técnica do AP-PCR,
utilizando o primer OPA-02. Os resultados ndo indicaram ocorréncia de
transmissdo horizontal dessas bactérias entre as criangas que compartilhavam a

mesma classe da creche.

O monitoramento de colonizacdo por Streptococcus mutans e sua relagédo
com o desenvolvimento de lesdes de carie foram realizados por Flério et al.® em
2003, durante 24 meses em 29 criancas. Para confirmacdo molecular da identidade
de Streptococcus mutans e Streptococcus sobrinus, amostras da saliva e biofilme
foram cultivadas e seus produtos isolados para realizacdo da técnica de PCR. As
coletas iniciaram quando as criangcas possuiam 6 meses e a primeira cultura
positiva ocorreu aos 15,4 meses de vida. A colonizagdo persistente dos dois
microrganismos foi verificada em 72,4 % da amostra, aos 17,7 meses, periodo
anterior a0 momento critico estabelecido na literatura para implantacdo de
Streptococcus grupo mutans®. Apdés 24 meses, a prevaléncia de carie foi
considerada baixa, caracterizada pela auséncia de lesdes cavitadas e por 83% das

criancas estarem livres de cérie.
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A viabilidade de Streptococcus mutans em escovas dentais transparentes e

1.°* em 2003. Avaliaram-se 14 escovas

opacas, foi estudada por Spolidorio et a
contaminadas em meio contendo Streptococcus mutans, divididas em grupos de
acordo com a presenca ou auséncia de luz. Apé6s a inoculacdo em estufa das
escovas, a cada periodo de tempo de 0, 30 minutos, 1, 2, 4, 8 e 24 horas foram
retiradas, uma escova opaca e uma transparente de cada grupo. Os resultados
mostraram que 0 nimero de microrganismos nas escovas diminuiu com o passar
do tempo para ambos os ambientes, sendo possivel isolar microrganismos até 4
horas apds incubacdo. Na estufa com iluminacdo a viabilidade desses
microrganismos foi menos evidente nas escovas transparentes. Os autores
concluiram que a superficie da escova dental apresenta condi¢des favoraveis para

colonizacdo por Streptococcus mutans e que as escovas transparentes podem

diminuir a viabilidade dessas bactérias.

Por meio de revis&o de literatura, Banas® em 2004 relatou que as pesquisas
estdo se desenvolvendo no sentido de se entender os mecanismos de adeséo,
utilizacdo de outras formas de acUcares e interacdo bacteriana com o biofilme
dental. O autor observou que o recente seqlienciamento genético do Streptococcus
mutans, juntamente com o modelo de biofilme dental, promoveram a
investigagdes sobre as bases moleculares da carie dental, levando a novos

tratamentos e protocolos preventivos para reducao da incidéncia da doenca.
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Spolidério et al. em 2004, investigaram 0s niveis e biotipos de
Streptococcus grupo mutans em criancas de 6 a 8 anos de idade de diferentes
niveis socioeconémicos. Foram coletadas amostras de saliva de 200 criangas de
cinco diferentes categorias socioeconémicas. As col6nias obtidas foram
identificadas bioquimicamente para identificacdo dos microrganismos. Os
resultados mostraram a prevaléncia de Streptococcus mutans em 78% das
colbnias obtidas, seguido de 11,6% de Streptococcus sobrinus, 4,69% de
Streptococcus rattus, 2,65% de Streptococcus mutans V, 1,83% de Streptococcus
cricetus e 1,22% de Streptococcus ferus. Nas criancas que albergavam mdltiplas
especies, a associacdo mais prevalente foi de Streptococcus mutans com
Streptococcus sobrinus. Os autores observaram também que o Streptococcus

mutans estava presente em todos 0s niveis socioeconémicos estudados.

A acdo de solugbes anti-septicas (Cepacol, Listerine, Plax, Periogard e
Hipoclorito de sédio) na desinfeccdo de escovas dentais foi estudada por Soares et
al®’” em 2004. Foram coletadas amostras de saliva e fornecida escovas
esterilizadas para escovacao supervisionada. Os resultados mostraram que o nivel
de Streptococcus mutans na saliva e placa dos individuos foi alto, sendo que todas
as escovas apresentaram resultado positivo antes da desinfeccdo e negativo apos
imersas nas solucgdes anti-sépticas durante 24 horas. Os autores concluiram que as
escovas se tornaram altamente contaminadas apds 0 uso e todos os agentes

testados foram efetivos na sua descontaminagéo.
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Por meio de cultura microbiana e microscopia eletronica de varredura,

Faria et al.?’

em 2004, avaliaram in vitro a viabilidade de Streptococcus mutans
nas cerdas de escovas dentais em funcéo do tempo de secagem. Apds imersao das
em solucdo contendo cepas deste microrganismo, estas foram enxaguadas em
agua de torneira esterilizada e divididas em 8 grupos de 5 escovas cada. As
escovas do Grupo | foram incubadas imediatamente ap0s o enxagle, enquanto as
escovas dos Grupos Il a VIII foram mantidas a temperatura ambiente por 4, 8, 24,
36, 48, 60 e 72 horas, respectivamente, para secagem, sendo em seguida
incubadas. A partir do periodo de 24 horas de secagem ndo houve o
desenvolvimento de Streptococcus mutans. Andlise estatistica mostrou que 0s
Grupos |, 11 e 11l foram iguais entre si, levando os autores a concluir que estes

microrganismos mantiveram-se viaveis nas cerdas das escovas dentais por até 8

horas.



PROPOSICAO

Este trabalho teve como objetivo avaliar a contaminacdo de escovas dentais
por Streptococcus grupo mutans e a ocorréncia de infec¢do cruzada por Streptococcus

mutans apds armazenagem conjunta das mesmas.



MATERIAL E METODO

1 Selecao dos voluntarios

Participaram da pesquisa 46 criangas de 6 a 7 anos de idade (média de 6,2
anos de idade), sendo 22 do sexo masculino (48%) e 24 do sexo feminino (52%), sem
distincdo de raga ou cor, matriculadas na Creche Municipal Vale do Sol Ricardo
Castro, da cidade de Araraquara — SP (CAIC Vale do Sol). As criancas foram
divididas em dois grupos por freqiientarem salas de aula diferentes. A sala de aula A
(Grupo A) possuia 22 alunos com média de idade de 6,2 anos, enquanto a sala de aula
B (Grupo B) possuia 24 alunos com média de idade de 6,1 anos. Para que pudessem
participar do estudo, foi solicitado aos responsdveis legais pelas criancas, o
preenchimento do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 1). Foram
obtidas também as autorizagdes das Secretarias de Saude e Educacdo e da direcdo da
creche envolvida na pesquisa. Este estudo foi submetido a apreciacdo do Comité de
Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia de Araraquara — UNESP, sendo
aprovado em 19/04/2004, protocolo n° 28/03 (Anexo 2).

Todas as criancas faziam uso de escovas dentais individuais para higienizacéo

da cavidade bucal, as quais eram armazenadas em um Unico recipiente (Figura 1).
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FIGURA 1 - Forma de acondicionamento das escovas.

Durante a pesquisa, as criancas e seus professores ndo receberam instrucdes
sobre higiene bucal ou quanto a forma de limpeza e acondicionamento das escovas
dentais, para que se pudesse avaliar as condicOes reais apresentadas pela amostra.
Estas orientacfes foram fornecidas apenas ao final da pesquisa juntamente com o0s
resultados encontrados.

As criancas que faziam o uso de substancias antimicrobianas ou
imunosupressoras ha pelo menos trés meses antes do inicio do estudo ndo foram

incluidas no mesmo.

2 Coleta de dados
Com a ajuda das professoras, foram preenchidos os dados de identificagdo das

criancas e logo apds foi realizado exame clinico bucal, por meio de um Unico
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examinador, com auxilio de espatulas de madeira, sob iluminagdo natural, sendo 0s

dados anotados em fichas individuais (Anexo 3).

3 Coleta de Amostras

Foi realizada a coleta de biofilme por meio de esfregaco, com o auxilio de
zaragatoas esterilizadas durante 10 segundos, nas faces vestibulares e linguais de
todos os dentes presentes, e dorso da lingua®.

Em seguida, as zaragatoas foram depositadas no interior de tubos de ensaio
devidamente codificados, contendo 1,0 mL de solugdo salina (NaCl 0,9%)
esterilizada 0,15 M, e armazenados em geladeira de isopoar para transporte em banho
de gelo (entre 8 a 10°C), num periodo maximo de 2 horas.

Posteriormente, as criangas receberam escovas dentais, de tamanho pequeno e
cerdas macias (Colgate), as quais foram utilizadas por um periodo de 21 dias, e

recolhidas para coleta de biofilme, utilizando-se as proprias cerdas das escovas.

4 Processamento do material coletado

Todo o material coletado das superficies dentais e dorso da lingua foi levado
ao Laboratério de Microbiologia do Departamento de Fisiologia e Patologia da
FOAr-UNESP para o processamento e andlise. Inicialmente os espécimes foram
submetidos a 30 segundos de vibracdo em um agitador de tubos (Phoenix — AP 56,

Série 9803), visando a obtencdo de uma suspensdo uniforme. Em seguida esta foi
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diluida em séries decimais de 10™ a 10 em solucéo salina (NaCl 0,9%) esterilizada
0,15 M.

As escovas, transportadas em campo esterililizado, tiveram suas cabegas
cuidadosamente cortadas com disco diamantado em alta rotacdo, as quais foram
imersas em tubos de ensaio contendo pérolas de vidro e 4,5 mL de solugdo salina
(NaCl 0,9%) a 0,15 M esterilizadas. Submetidas a agitacdo, obteve-se a dispersdo do
biofilme e uma suspensdo uniforme. Em seguida foi realizada diluicdo conforme ja
descrito anteriormente para o biofilme coletado da cavidade bucal.

Para o cultivo de Streptococcus grupo mutans, aliquotas de 25 uL de cada
diluicdo foram inoculadas em duplicata, em placas de Petri, contendo &gar Sacarose

Bacitracina - SBogp** (Anexo 4). A incubago foi realizada em estufa a 37°C (NOVA

ETICA — Modelo 410/4ND, série 0759/03), por 48 horas, em microaerofilia, com
placas de Petri em posicédo invertida, utilizando-se 0 método da chama de vela, em

jarras de anaerobiose (PERMUTION).

5 ldentificacdo das espécies de Streptococcus grupo mutans
5.1 Morfologia colonial
Com o auxilio de lupa estereoscopica (CarlZeiss), foi realizada a analise da

morfologia das coldnias, seguindo os padrées descritos para o meio SBpg®?*'%,

Baseando-se nas caracteristicas pertencentes ao Streptococcus grupo mutans, foram

consideradas as colonias cor branco-acinzentadas ou creme-amareladas, opacas, com
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superficie granular semelhante a vidro moido, podendo apresentar ou ndao uma

goticula cintilante de polissacarideo extracelular no topo (Figura 2).

FIGURA 2: Morfologia colonial de Streptococcus grupo mutans em SB5o apés 48h.

Poderiam também apresentar-se firmes, ndo se desintegrando, e deslocando-se
facilmente quando tocadas com a agulha de platina. Deveriam apresentar-se ainda

circundadas por um halo incolor ou branco leitoso, visivel a olho nu (Figura 3).

FIGURA 3: Morfologia colonial de Streptococcus grupo mutans em SB;o ap6s 48h.
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Pelo menos 8 colbnias com tipos morfoldgicos caracteristicos, foram
transferidas individualmente para tubos de ensaio contendo 4,0 mL de caldo de
infusdo de cérebro e coracdo (BHI - Brain Heart Infusion — DIFCO, Lot 33721)
previamente esterilizados a 120°C por 20 minutos. A incubacdo foi feita a 37°C por

24 horas, em microaerofilia.

6 Identificacdo Bioguimica

A identificacdo das cepas de Streptococcus grupo mutans foi realizada por
meio de provas bioquimicas, seguindo-se os critérios adotados no Manual de
Bergey® (Anexo 5). Assim foram utilizadas as provas de fermentacdo de manitol,
sorbitol, melibiose e rafinose, hidrolise de arginina, producdo de peroxido de
hidrogénio e sensibilidade a bacitracina. Os indculos foram realizados sempre a partir

das culturas recentes (24 horas) obtidas em BHI.

6.1 Fermentacdo de Carboidratos
O meio solido base utilizado foi o Tioglicolato sem dextrose e sem indicador
(DIFCO, Lot. 83568JH), acrescido de purpura de bromocresol a 0,0016%
(NUCLEAR, Lot. 86070922), e agar na concentracdo final de 1,5%%. Apds
dissolucdo dos componentes do meio em agua destilada, foram preparadas diferentes
solugBes adicionando os substratos manitol (LABGUARD, Lot. 7781T13473),

sorbitol (NUCLEAR, Lot. 98010044), rafinose (SIGMA, Lot. 77H0032) ou melibiose
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(SIGMA, Lot. 77H0291) na proporcao de 1,0%, as quais foram autoclavadas a 120°C
por 20 minutos e depositadas em placas de Petri.

Para a realizacdo desta prova bioquimica, aliquotas de 30 uL das culturas
recentes identificadas morfologicamente como Streptococcus grupo mutans, foram
inoculadas nos meios solidos (anteriormente descritos) com o auxilio de um
replicador de Steer, o qual tornou possivel a identificacdo de 25 amostras em cada
uma das placas de Petri. A incubacdo foi realizada a 37°C por 48 horas, em
microaerofilia, sendo a primeira leitura realizada ap6s 24 horas. A prova foi
considerada positiva quando houve viragem do indicador de pH, identificada pela

mudanca da cor pdrpura para a amarela (Figura 4).

T
O

) Placa de Petri com
Replicador de Steer 0 meio de cultura Inoculag&o Viragem do indicador

FIGURA 4 - Fermentacgdo de carboidratos.
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6.2 Hidrdlise da Arginina

Esta prova baseia-se na liberacdo de amonia a partir da hidrolise do substrato
arginina, a qual ocorre por meio da producdo da enzima arginina-desaminase pelo
Streptococcus rattus.

O teste foi realizado segundo Spolidorio®, quando os componentes do meio
(Anexo 6) foram dissolvidos em agua destilada, distribuidos em tubos de ensaio em
guantidade de aproximadamente de 2,0 mL e autoclavados a 120°C por 20 minutos.
As cepas obtidas por culturas recentes foram semeadas, transferindo-se 0,1 mL do
indculo para os tubos, e incubadas a 37°C durante 48 horas.

Foram adicionadas a cada tubo duas gotas do reativo de Nessler (Anexo 7). A
presenca da cor laranja indicou reagé@o positiva, pois a partir da hidrolise de arginina,
constatou-se a presenca de amonia e consequentemente do Streptococcus rattus.
Quando foi observada que a coloragdo permaneceu amarela, a prova mostrou-se

negativa.

6.3 Producdo de Peroxido de Hidrogénio

Os componentes do meio para a producdo de Peréxido de Hidrogénio™*

(Anexo 8) foram dissolvidos em &gua destilada. A solucéo foi autoclavada a 120°C
por 20 minutos. A seguir, foram adicionados ao meio ainda fundido e resfriado
(45°C), 5,0 mL de mistura de sangue desfibrinado de carneiro e agua destilada

esterilizada em partes iguais, sendo o meio total aquecido a 100°C durante 15
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minutos, em banho-maria. Uma solucgdo de 0,l g de orto-dianisidina (SIGMA, Lot.
87H5227) misturada em 5,0 mL de &gua destilada esterilizada, também aquecida a
100°C durante 15 minutos, foi adicionada ainda quente ao meio total, que em seguida
foi distribuido em placas de Petri. A semeadura foi constituida de 3 picadas proximas,

feitas com agulha de platina esterilizada, a partir de uma cultura recente das cepas em

BHI. As placas foram incubadas por um periodo de até 48 horas a 37°C, em
microaerofilia. A producdo de peroxido de hidrogénio foi detectada pelo
aparecimento de um halo marrom escuro ou preto em torno do crescimento

bacteriano, indicando a presenca de Streptococcus sobrinus.

6.4 Resisténcia a Bacitracina

Apbs o preparo do meio base® (Tioglicolato), foi adicionado 1,0g de manitol
para cada 100 mL do meio, sendo acondicionado em recipiente adequado e
autoclavado a 120°C, durante 20 minutos. Apoés resfriamento a cerca de 48°C, foi
adicionada bacitracina (SIGMA, Lot. 77H0360), esterilizada por filtracdo e
distribuida assepticamente em tubos esterilizados em quantidade aproximada de 2,0
mL. Ap6s a semeadura dos mesmos, a incubagdo foi realizada a 37°C por até 72
horas. Para verificar a resisténcia do microrganismo ao antibidtico presente no meio,
foi observada a mudanca da cor pUrpura para amarela, indicando a fermentacdo do

manitol, quando houve crescimento do microrganismo.



80

7 Conservacao das cepas

As cepas identificadas bioquimicamente como sendo de Streptococcus mutans
foram repicadas em meio BHI, incubadas a 37°C por 24 horas. Ap0s 0 crescimento
bacteriano, foram centrifugadas e entdo, os microrganismos foram ressuspendidos em
BHI acrescidos de 10% de glicerol (J.T. BAKER, Lot. 080796). Os microrganismos
foram estocados em trés aliquotas de 1,0 mL de BHI e glicerol e congelados em

freezer (Eletrolux R250) a —20°C, para posterior isolamento do DNA.

8 Identificacdo genética por AP-PCR
8.1 Extracdo do DNA

As amostras identificadas como Streptococcus mutans foram descongeladas,
inoculadas novamente em tubos de ensaio contendo BHI, e incubadas a 37°C por 24
horas em microaerofilia. Para a obtencdo do DNA, os tubos contendo BHI e
microrganismos foram centrifugados (10.000 r.p.m. / 2 min — MARCONI, REVAN-
centrifuga ciclo 1, série 009028). Foi realizado o descarte do sobrenadante, e 0
precipitado (microrganismos) foi lavado em 1000 uL de solucdo tampéo TE (10mM
Tris-HCL - INVITROGEN, Lot. 1126263; 1mM EDTA - INVITROGEN, Lot.
1158795; em pH 8,0) (Anexo 9). Apds agitacdo e nova centrifugacdo, 0s
microrganismos foram ressuspendidos e lavados por mais duas vezes, para entdo
serem submetidos a um “banho de fervura” por 10 minutos em 100 uL de TE, para

rompimento celular e extracdo de DNA. Utilizando-se micropipetas, foi realizado a
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retirada do sobrenadante (60 pL) para outro tubo tipo eppendorf, quando foram
obtidas as amostras de DNA® (Figura 5). Aliquotas destas amostras foram

conservadas a —20°C, para posterior utilizagdo nos experimentos de AP-PCR .

 ——  ——  ——
BHI Lavagem das células Extracdo do DNA
(24 horas) comTE e (100° C por 10 min) DNA

centrifugacédo

FIGURA 5 — Extracdo do DNA.

8.2 Padronizacdo das condicdes de amplificacdo

Para testar a reprodutibilidade do AP-PCR, foi utilizado como controle
positivo, o DNA da cepa padrdo Streptococcus mutans (Invitrogen). Este foi
amplificado, juntamente com os isolados identificados como sendo Streptococcus
mutans e incorporados em todos os géis de analise. Como controle negativo, foram
utilizadas amostras contendo agua esterilizada.

A metodologia padronizada para amplificagéo foi realizada com um coquetel
contendo 2 ulL da amostra de DNA, 15 ulL de &gua, 2,5 pL de tampéo

(INVITROGEN - 10X PCR Buffer minus Mg.Cl,, Lot. QH481), 0,4 mM de dNTP
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(INVITROGEM - DNTP Mix 100 Mm, Lot. 300495), 3,5 uL de MgCl,
(INVITROGEM, Lot. QKUB2), 0,5 uM de “primer”” (Operon - OPA-13),e 2,5 U de
Tag DNA Polymerase (INVITROGEN - Easy Taq DNA Polimerase, Lot. QBJB1a)
em um volume final de 25 uL.

Em seguida, esta mistura foi submetida a amplificacdo utilizando-se um
termociclador (GeneAmp - PCR System 2400, Perkin Elmer). O perfil no
termociclador foi de desnaturacdo inicial a 94°C por 5 minutos, seguida de 45 ciclos
com desnaturacdo a 94°C por 30 segundos, hibridizacdo do “primer” a 36°C por 30
segundos e extensdo a 72°C por 1 minuto, concluindo a extensdo a 72°C por 3 min®

(Figura 6).

FIGURA 6 — Ciclos de termociclagem para amplificagdo

Os produtos resultantes das reacdes de amplificacdo foram analisados por
eletroforese em gel de agarose 1,4% (INVITROGEM, Lot. 1120716) (Anexo 10), em
tampéo Tris-Borato-EDTA (TBE — pH 8,0) (Anexo 11). A corrida eletroforética foi

realizada em 90 mV, por 2 horas em incubadora a -5°C (NOVA ETICA — Incubadora
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B.O.D. 411D, série 08157/03), incluindo em cada gel um padrdo de peso molecular
de 1 Kb (AMERSHAM-BIOSCIENCES, Lot. 19927). Ap6s o término de cada
corrida, o gel foi corado com brometo de etidio 0,5 uL/mL (PHARMACIA-BIOTEC,

Lot. 100388704) (Figuras 7A e 7B).

Amostras no gel

FIGURA 7A - Inicio da corrida em gel de FIGURA 7B - Fim da corrida em gel de
agarose. agarose.

A visualizagdo, bem como a fotodocumentagdo dos produtos amplificados,
foram realizadas por meio da Camara Kodak Digital Science™ (KODAK — DC40,
série EKD73200207) e do transluminador de luz ultra-violeta (LABTRADE - Ultra-
Lum modelo EB-40, série 703064-00) (Figura 8). A imagem foi processada por meio

do software Kodak 1D Image Analysis Software.
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FIGURA 8 — Gel de agarose no transluminador com resultados de identificag&o.
Linha 1 com padréo de peso molecular, Linha 2 com controle positivo e Linhas 3 a
14 com amostras de biofilme das escovas.

8.3 Andlise numérica dos perfis eletroforéticos

Para a analise numérica, as imagens dos géis foram processadas por meio do
software Kodak Digital Science 1D, originando bandas eletroforéticas de cada
amostra em relacdo a linha distal de migracéo do corante azul de bromofenol presente
na solucdo tampao.

As bandas eletroforéticas, representadas pelos valores de massas moleculares,
tiveram suas distancias de migracdo convertidas em valores numéricos, 0s quais
receberam representacfes 1 (um) e O (zero), para a presencga e auséncia das bandas
respectivamente. O conjunto dessas informagdes gerou uma matriz de dados binarios,
a qual foi plotada no sistema NTSYS-pc versdo 1.70 (Applied Biostatistcs, 1992),

empregando-se o programa QUALITATIVE e o coeficiente de similaridade SM
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(Simple Matching Coefficient), os quais geraram uma matriz de similaridade entre as
amostras.

Utilizando o mesmo sistema computacional, a matriz de similaridade foi
transferida para o programa SAHN-Clustering (desempenho sequiencial e
aglomeracdo hierarquica de grupos), e pelo método de agrupamento UPGMA
(Unweighted Pair-Group Method with Mathematic Averege)®®, obtendo-se os
dendrogramas, 0s quais possibilitaram a avaliagdo dos graus de similaridade

genotipica existente entre as amostras utilizadas neste experimento.



RESULTADOS

Por meio da realizacéo de exame clinico, pdde-se observar a quantidade de
dentes cariados, restaurados, ausentes e higidos das criangas dos dois Grupos
experimentais, sendo que 22 criangas pertenciam ao Grupo A (Quadro 1), e 24

criangas pertenciam ao Grupo B (Quadro 2).

Quadro 1: Dentes cariados, restaurados , ausentes e higidos das criangas do Grupo A

Criangas Dentes

do Grupo A Cariados Restaurados Ausentes Higidos

1 3 1 0 18 22
2 1 1 0 20 22
3 2 0 0 20 22
4 3 2 0 17 22
5 0 0 0 22 22
6 5 2 0 17 24
7 0 1 0 19 20
8 0 0 0 22 22
9 1 0 0 21 22
10 3 3 1 15 21
11 2 2 0 18 22
12 2 1 0 19 22
13 0 0 0 24 24
14 0 1 0 21 22
15 0 2 0 20 22
16 0 0 0 20 20
17 2 2 0 18 22
18 3 0 1 20 23
19 2 0 0 20 22
20 3 1 0 18 22
21 0 0 0 22 22
22 2 0 0 20 22
Total 34 19 | 02 | 431 . 484
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Quadro 2: Dentes cariados, restaurados , ausentes e higidos das criangas do Grupo B

Criangas Dentes
doGrupoB  cCariados Restaurados Ausentes Higidos Total
1 5 0 1 14 19
2 0 2 0 20 22
3 0 3 0 19 22
4 1 0 0 23 24
5 1 1 0 20 22
6 0 0 0 24 24
7 1 0 0 19 20
8 2 1 1 18 21
9 0 2 0 20 22
10 0 0 0 22 22
11 0 0 0 22 22
12 3 0 0 19 22
13 1 0 0 21 22
14 0 2 0 20 22
15 0 0 0 20 20
16 4 0 1 17 21
17 2 0 0 20 22
18 3 0 0 19 22
19 0 0 0 22 22
20 0 2 0 22 24
21 2 0 0 22 24
22 4 0 0 18 22
23 0 0 0 24 24
24 3 0 0 19 22

Como resultado do processamento do material coletado da cavidade bucal,

pOde-se observar que em apenas 37 criangas (80,43%) houve crescimento de
Streptococcus grupo mutans, sendo 19 criancas pertencentes ao Grupo A

(86,36%), e 18 criancgas pertencentes ao Grupo B (75%).
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Das amostras coletadas da cavidade bucal das criancas de ambos o0s
grupos, identificaram-se 222 colbnias de Streptococcus grupo mutans sendo 154
colbnias de Streptococcus mutans (69,37%), 29 colbnias de Streptococcus
sobrinus (13,06%) e 39 colbnias de outras espécies de Streptococcus grupo

mutans (17,56%) (Grafico 1).

160+
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207

O S. mutans
80111 B S. sobrinus

O Qutras espécies

NuUmero de colbnias

=

40111 29

Espécies de Streptococcus grupo mutans

Gréafico 1: Numero de espécies de Streptococcus grupo mutans encontradas na
cavidade bucal das criangas dos Grupos A e B

No Quadro 3 estdo representadas as especies de Streptococcus grupo

mutans encontradas na cavidade bucal de cada crianga do Grupo A.
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Quadro 3: Espécies de Streptococcus grupo mutans encontradas na cavidade bucal

de cada crianga do Grupo A

Criancas do Grupo A Espécies de Streptococcus grupo mutans

S. mutans S. sobrinus Outras espécies Total
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* Amostras que ndo apresentaram crescimento de Streptococcus grupo mutans

No Quadro 4 estdo representadas as espécies de Streptococcus grupo

mutans encontradas na cavidade bucal de cada crianca do Grupo B.
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Quadro 4: Espécies de Streptococcus grupo mutans encontradas na cavidade bucal

de cada crianca do Grupo B

Criancas do Grupo B | Espécies de Streptococcus grupo mutans

S. mutans S. sobrinus Outras espécies
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Apdbs o processamento das escovas dentais, pdde-se observar crescimento
de Streptococcus grupo mutans em 14 delas (37,83%), sendo que 6 escovas
(27,27%) pertenciam as criancas do Grupo A, e 8 (33,33%) as criancas do Grupo
B. Nas demais escovas, ndo houve crescimento destes microrganismos.

Os testes bioquimicos identificaram 112 amostras de Streptococcus grupo
mutans, sendo 94 coldnias de Streptococcus mutans, (83,92%), 12 colénias de
Streptococcus sobrinus (10,71%) e 06 coldnias de outras espécies de

Streptococcus grupo mutans (5,35%) (Gréfico 2).
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Gréafico 2: Numero de espécies de Streptococcus grupo mutans encontradas

nas escovas dentais coletadas dos Grupos A e B

No Quadro 5 estdo representadas as espécies de Streptococcus grupo

mutans encontradas nas escovas dentais das criangas do Grupo A.

Quadro 5 : Especies de Streptococcus grupo mutans encontradas nas escovas

dentais de cada crianca do Grupo A

Criancas do Grupo A Espécies de Streptococcus grupo mutans
S. mutans S. sobrinus Outras espécies Total
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No Quadro 6 estdo representadas as especies de Streptococcus grupo

mutans encontradas nas escovas dentais das criancas do Grupo B.

Quadro 6 : Espécies de Streptococcus grupo mutans encontradas nas escovas

dentais de cada crianca do Grupo B

Criancas do Grupo B Espécies de Streptococcus grupo mutans
S. mutans S. sobrinus Outras espécies Total
1 5 0 0 5
2 6 0 1 7
4 5 1 0 6
8 7 0 0 7
10 6 2 1 9
11 7 2 0 9
21 7 0 1 8
23 5 2 0 7

Com o proposito de verificar a possibilidade de transmissdo horizontal de
Streptococcus mutans entre as escovas dentais armazenadas em um mesmo
recipiente em cada sala da creche, comparou-se o perfil eletroforético das
diferentes amostras detectadas nas escovas. Por meio da técnica de AP-PCR,
pode-se construir dendrogramas representativos dos diferentes gendtipos de
Streptococcus mutans detectados para cada escova dental das criangas

pertencentes aos Grupos A e B, representados nas Figuras 9 e 10 respectivamente.

FIGURA 9: Variabilidade genética (OPA-13) entre Streptococcus mutans
provenientes de escovas dentais das criangas do Grupo A. Dendrograma

UPGMA elaborado a partir da matriz de similaridade Ssw.
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No Grupo A foram identificadas 43 linhagens de Streptococcus mutans,
sendo 1 delas representada por 4 isolados, (isolados AC, AK, AS e AL), ndo

indicando transmissdo, pois pertenciam a mesma escova dental (Gréfico 3).

FIGURA 9: Variabilidade genética (OPA-13) entre Streptococcus mutans
provenientes de escovas dentais das criancas do Grupo A. Dendrograma

UPGMA elaborado a partir da matriz de similaridade Sgy.
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No Grupo B foram identificadas 46 linhagens de Streptococcus mutans,
sendo 1 delas representada por 3 isolados (isolados t, h e s), ndo indicando

transmisséo, pois também pertenciam a mesma escova dental.
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Apbs andlise dos dendrogramas, pOde-se observar que nenhuma das
escovas armazenadas em um mesmo recipiente, apresentaram linhagens idénticas
de Streptococcus mutans entre si, ndo indicando portanto, que houve transmisséo
deste microrganismo.

O padrdao de similaridade entre as diferentes linhagens detectadas nas

escovas, foi baixo, sendo menor de 50% na maioria dos casos.



DISCUSSAO

InfeccBes na cavidade bucal como a cérie dental e a doenca periodontal
sdo provavelmente as mais comuns e prevalentes infeccdes bacterianas em seres
humanos, as quais, diferente de outras doencas de origem microbiana, resultam de
interacBes complexas entre bactérias, hospedeiro e dieta 34079848594

Apbs revisio sistematica da literatura, Rosa e Sanches’ (2000) e Tanzer™
et al. (2001), observaram gue os Streptococcus mutans e Streptococcus sobrinus
s8o as espécies mais comumente relacionadas a iniciacao e progressao da leséo de
carie dental, sendo o controle da infeccdo e transmissao destes microrganismos,
fundamental para a prevencéo desta doenca.

Estudos cientificos também encontraram que o Streptococcus mutans tem
seus niveis percentuais fortemente associados ao desenvolvimento da lesdo de

2,37,64,75,101

carie em criangas , assim como associacdo positiva entre 0 ndmero

destes microrganismos encontrado em mées e o desenvolvimento de lesdes de

carie em seus filhos>°.

Considerando a mde como principal fonte de infeccdo de Streptococcus

mutans para seus ﬁIhOS4,15,16,18,20,23,24,36,38,47,48,50,55,72,79,84,90,95,103

, programas
preventivos vém sendo desenvolvidos em busca da redugdo dos microrganismos
em suas cavidades bucais, para impedir ou diminuir a chance de transmisséo de
Streptococcus mutans para suas criangas®42223.30:31,50,53,58,95.98,99

Deve-se lembrar porém, que as maes em geral, apresentam variedade

maior de Streptococcus mutans do que aquelas detectadas nas criangas, o que
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sugere, que certas cepas maternas nao se implantam em seus filhos no momento
da aquisicdo inicial. A existéncia de grande diversidade genotipica de
Streptococcus mutans e Streptococcus sobrinus, pode resultar na colonizacdo da

73,93

cavidade bucal por cepas com diferentes caracteristicas de viruléncia™ ™, assim

como de diferentes origens*®®,

As fontes de infeccdo externas a familia também devem ser consideradas e
investigadas, pois nem todas as cepas presentes nas criangas se originam de suas
maes® 7 19:49.606369.76.7788 "Eqtdos realizados por meio de tipagem fenotipica e/ou
genotipica tém mostrado que cepas de Streptococcus mutans e Streptococcus
sobrinus transmitidas as criancas, podem ser provenientes das maes
principalmente, ou de outros individuos que mantém contato e convivem no
mesmo ambiente com a crianca durante suas atividades e habitos diarios®>®.

De acordo com van Houte e Green'® (1974) e Aaltonen e Tenovuo®
(1994), os Streptococcus grupo mutans ndo séo facilmente transmitidos, além de
sua estabilidade na cavidade bucal ser modulada por um grupo complexo de
fatores, incluindo o numero de dentes irrompidos. Niveis de Streptococcus grupo

4,103

mutans na saliva das maes*'% estado imunolégico da crianca™’®, presenca de

72,103 712,31

lesdo de cérie ou hipoplasia de esmalte e consumo de sacarose também
contribuem para este processo.

Além da possibilidade de contaminacdo, o desenvolvimento de leséo de
carie também esta diretamente relacionado ao aumento nos niveis salivares de
Streptococcus grupo mutans e do seu estabelecimento precoce na cavidade

bucal****. Estudos demonstram que a aquisicdo precoce de Streptococcus mutans
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tornam as criancas, individuos de alto risco para o desenvolvimento de lesdes de
carie, sendo que o nimero de lesdes é proporcional ao nimero de microrganismos
presentes na cavidade bucal®®°12%47>  Mattos-Graner et al.®* em 2001,
observaram que a reducdo dos niveis salivares dessas bactérias em criancas,
estava acompanhada ao ndo desenvolvimento da doenca.

A coleta de material da cavidade bucal para a realizacdo destes estudos,
pode ser feita por meio de saliva, biofilme ou de ambos, os quais fornecem um
pool de microrganismos representativos da microbiota da cavidade bucal. A coleta
de saliva, normalmente visa analisar quantitativamente os microrganismos da
cavidade bucal, enquanto a coleta de biofilme pode ser realizada tanto para analise
quantitativa quanto qualitativa dos microrganismos>°. Neste estudo foi realizada
a coleta de um pool de microrganismos presentes na saliva e biofilme dental®®, o

qual de acordo com Gronroos et al.*®

(2000), permite a analise qualitativa dos
microrganismos da cavidade bucal.

A saliva representa a principal fonte para o isolamento de microrganismos
cariogénicos, oferecendo facilidade de coleta e manipulacdo das amostras, além
de ser considerada como representativa de todos os nichos da cavidade bucal®*".
Além da coleta de saliva, Alaluusua et al.® (1989), também analisaram o biofilme
dental de 47 criancas e observaram que o numero de superficies contaminadas
aumentou com os niveis salivares de Streptococcus mutans, assim como com a
experiéncia de carie.

De acordo com os dados obtidos a partir de exame clinico e testes

bioquimicos realizados neste estudo, pdde-se observar que as criangas
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apresentaram prevaléncia da espécie Streptococcus mutans (Grafico 1, Quadros 3
e 4), embora apresentassem poucas lesdes de carie na cavidade bucal (Quadros 1 e
2). Estudos observados na literatura também demonstraram que o Streptococcus
mutans foi a espécie mais prevalente na cavidade bucal”®1°"6!0568.74.9394
Marchant et al.®* em 2001, encontraram predominancia de Streptococcus mutans,
Candida albicans e Lactobacillus spp. em lesdes de carie. Embora Fujiwara®
(1991), tenha relatado que a baixa prevalancia de Streptococcus grupo mutans na
cavidade bucal esteja fortemente relacionada a auséncia de manifestacdes da lesdo

de carie, Mattos-Graner et al.%

(2001) afirmaram que os Streptococcus grupo
mutans podem ser detectados em altos niveis até mesmo nesta situacdo. Os dados
coletados neste estudo, demonstraram que em alguns casos, ndo foi possivel o
isolamento do microrganismo (Quadros 3 e 4).

Para estudar a possibilidade de contaminacdo das escovas dentais e
posteriormente a contaminacdo entre as mesmas, utilizou-se coleta de biofilme
dental das cerdas das escovas de cada crianga apds 21 dias de uso. Durante o
periodo experimental, as escovas foram armazenadas em um mesmo recipiente
sem protecdo de suas cerdas (Figura 1). Apo6s estudo sobre a forma de
acondicionamento de escovas dentais em creches, Branddo et al.'” (2001),
observaram que 46% das escovas eram acondicionadas com as cerdas em contato
direto umas com as outras. Macari et al.®® (2001) sugeriram possivel
contaminagdo cruzada dependendo da forma de armazenamento das escovas

dentais. Culturas positivas de Strepotococcus mutans em 86% das escovas

estudadas, foram observadas por Leal et al.>* (2003). Coletas de biofilme em
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escovas dentais também foram realizadas por Okada et al.”* (2002) e Barbosa et
al.1% (2003).

Por meio da realizacdo de testes bioquimicos®®t41415:21.2432.56,57.6569
pode-se identificar os microrganismos coletados das escovas dentais utilizadas
neste estudo, indicando novamente que o Streptococcus mutans foi a espécie
bacteriana mais prevalente em relacdo as demais espécies pertencentes ao grupo
mutans (Gréafico 2, Quadros 5 e 6).

Estudos tém demonstrado que mesmo apos a limpeza de escovas dentais
em é4gua de torneira, ocorre o crescimento do Streptococcus grupo mutans'®®.
Porém em apenas 14 escovas dentais utilizadas neste estudo (37,83%) pode-se
isolar este microrganismo. Este fato pode ter ocorrido em fungdo da vigorosa
friccdo das escovas durante seu enxagie e sua secagem em toalhas de tecido,
realizadas pelas criangas. Devemos considerar também que as criangas possuiam
baixa prevaléncia de lesbes de cérie (Quadros 1 e 2) e consequentemente baixo
nimero de microrganismos (Quadros 3 e 4). Apds 24 horas de secagem de cerdas
de escovas dentais contaminadas por Streptococcus mutans, Faria et al.?” (2004)
ndo observaram desenvolvimento do microrganismo. Barbosa et al.’® (2003)
observaram que em 76,9% das escovas borrifadas com &agua de torneira
esterelizada, houve crescimento de Streptococcus grupo mutans.

Utilizando diferentes recursos para evitar a contaminagdo cruzada,
Carvalho et al."® (2003) observaram que a mesma eficiéncia para desinfeccdo de

brinquedos foi encontrada, ap6s o uso de glutaraldeido de so6dio a 2%, alcool a

70% e sabdo de coco, enquanto Barbosa et al.'® (2003) notaram auséncia de
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colonizacdo apenas ap6s 0 uso de guclonato de clorexidina a 0,12 %. De acordo

|.35

com Gronroos et al.”> (2000), quanto maior o numero de isolados, maior

possibilidade de se obter dados mais precisos.

Deve-se considerar também que para o desenvolvimento da fase
laboratorial, o transporte e processamento das escovas dentais foram realizados de
acordo com o tempo e metodologia adequados. A investigacdo de populagdes
microbianas por técnicas de cultura, ou por demais técnicas convencionais, €
freqlientemente limitada, devido aos microrganismos necessitarem de se
desenvolver em laboratério para que possam ser identificados®*>°0:8296105

Considerando a transmissibilidade direta de microrganismos da microbiota
bucal em humanos, e as possibilidades direta e indireta (fomites)* da viabilidade
de cepas de Streptococcus mutans sobreviverem em macanetas, telefones, mesas,

4991 torna-se muito

tubos de creme dentais e, em especial, escovas dentais
importante a observacdo e preocupacdo com as caracteristicas fisicas, de
utilizacdo e manutencéo destes objetos.

Kohler e Bratthall*® (1978) observaram que embora colénias de
Streptococcus mutans poderiam ser obtidas de colheres apds 48 horas de
contaminagdo salivar, a viabilidade de col6nias para cultura diminuiu
consideravelmente ap6s 7 horas da contaminacao.

Ap6s a realizagdo dos testes bioquimicos para a identificacdo de
Streptococcus mutans, procurou-se constatar a possibilidade de sua transmisséo

horizontal através de escovas dentais por meio das analises da AP-PCR e de

agrupamento.
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Para este fim, varias sdo as técnicas que podem ser utilizadas para verificar
a semelhanca de  espécies bacterianas isoladas de  diferentes

ind iVI'du084,6,7,14,24,34,35,41,42,44,52,53,55,81,82,83,96

. Inicialmente, para a confirmagdo do
papel da mae como principal representante da fonte de transmissdao de
Streptococcus mutans para a colonizacao inicial da cavidade bucal de bebés foi
empregada a bacteriocinotipagem'®, a qual apresentou deficiéncia na sensibilidade
para identificar todas as cepas presentes em um mesmo estudo. A partir da década
de 80, métodos moleculares com maior capacidade discriminatoria e
confiabilidade, foram aplicados em estudos da diversidade genética de espécies
bacterianas da cavidade bucal4'6'7'13‘24'33'34'35’43'45'52'53’55'81'82'96’97'105.

A tecnica molecular por PCR apresenta limitagGes peculiares, pois para
gue um microrganismo seja identificado, € necessario o prévio conhecimento de
seu sequenciamento genetico, para que primers com seqiiéncia de nucleotideos
sejam sintetizados™. Além disso, quando comparado a técnicas bioquimicas
convencionais, € uma técnica complexa, onde ha a necessidade de equipamentos e
materiais mais sofisticados e de custo mais elevado.

A presenca de bandas quando se utiliza a técnica PCR ndo pode ser
considerada como comprovacado da presenca de bactérias vidveis. Isto ocorre, pois
0 DNA dos microrganismos mortos, que tiveram parte de seu DNA preservado,
podem ser capturados pelos reagentes do PCR, e serem amplificados em bandas
pela eletroforese. Por outro lado, a ndo evidenciagdo de bandas, pode inferir com

alto grau de precisdo a auséncia de espécie bacteriana®%.
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Embora alguns estudos relatem ndo haver diferenca significativa entre a
técnica de PCR e testes bioguimicos para identificacdo de microrganismos, a
técnica de PCR é mais efetiva e rapida®.

Desta forma as técnicas moleculares estdo sendo muito utilizadas, sendo a
AP-PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase com Primers Arbritarios) amplamente
empregada na deteccao da diversidade genotipica de patogenos da cavidade bucal.
A principal vantagem desta técnica € que ndo ha necessidade de conhecimento
prévio da sequéncia de DNA da espécie bacteriana em

estud026,35,46,47,48,56,63,67,78,81,90

, pois utiliza primers mais curtos e de sequéncia
arbitraria para dirigir a sequéncia de reacdo de amplificacéo.

Para a realizacdo deste estudo, utilizou-se a técnica AP-PCR para a analise
genotipica dos microrganismos encontrados a partir de culturas obtidas de
amostras coletadas de escovas dentais que pertenciam as criancas da mesma sala
de aula de uma creche. Assim, pdde-se observar que as imagens dos géis
originaram bandas eletroforéticas de cada amostra, representadas pelos valores de
massas moleculares, as quais, tiveram suas distancias de migragédo convertidas nos
valores numéricos, representados por 1 (um) e O (zero), os quais indicaram a
presenca e auséncia das bandas, respectivamente. Por meio de matriz de
similaridade, obteve-se dendrogramas (Figuras 9 e 10), os quais possibilitaram a
avaliacdo dos graus de similaridade existente entre as amostras utilizadas neste
experimento.

|.63

Mattos-Graner et a (2001) encontraram que duas criangas que

compartilhavam o mesmo ambiente, de uma creche da cidade de Piracicaba (SP),
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albergavam um gendtipo idéntico de Streptococcus mutans, ressaltando a possivel

transmissdo horizontal como fonte de infecgdo. Nie et al*®

(2002) encontraram a
ocorréncia de genotipos similares de Streptococcus mutans em casais que viviam
juntos a pelo menos dois anos, sugerindo também possivel transmissdo cruzada
deste microrganismo.

Porém da mesma maneira que Klein*’ (2003) e Emidio®® (2003), os quais
ndo verificaram transmissdo horizontal entre criancas que compartilhavam o
mesmo ambiente na creche, neste estudo ndo foram encontrados genotipos de
Streptococcus mutans similares em diferentes escovas dentais. No Grupo A,
foram identificadas 43 linhagens de Streptococcus mutans, sendo 42 diferentes
entre si, apenas 4 semelhantes. No Grupo B, foram identificadas 46 linhagens de
Streptococcus mutans, sendo 45 diferentes, apenas 3 semelhantes entre si (Grafico
3). As linhagens idénticas encontrados para o Grupo A (Figura 9) e Grupo B
(Figura 10) pertenciam a mesma escova dental. Assim pode-se observar que
nenhuma das escovas armazenadas em um mesmo recipiente, apresentaram
gendtipos idénticos entre si, ndo indicando portanto, transmissdo horizontal de
Streptococus mutans.

De acordo com Yano et al.1®

em 2002, alguns gendtipos pertencentes as
criangas, podem néo ter sido detectados nas escovas, possivelmente por estarem
presentes em niveis abaixo do limite de detec¢do por cultura.

Apesar de nosso estudo néo ter evidenciado a contaminagdo cruzada por

Streptococcus mutans resultante da armazenagem conjunta de escovas dentais,

compreendemos que é necessario a implantacdo de programas educativos e
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preventivos sobre a forma de acondicionamento das mesmas em creches, ja que
ndo existe uma padronizacdo para este procedimento'®" 232754608791 “Hayemog
considerar também que o habito de escovacdo diaria estd sendo amplamente
difundido e praticado em creches e muitas vezes ndo ha informacdes suficientes
para sua correta realizagdo. Freire e Melo® (1996), ap6s estudo em 54 creches de
Goiania (GO), observaram que 91% delas realizavam escovacdo diaria. Existem
ainda outras bacteérias, virus e fungos, que podem ser transmitidos pelas escovas,
causando doencas nas criangas.

A prevencdo da carie dental comeca pelos cuidados oferecidos as maées,
antes mesmo da erupcéo da denticdo decidua em seus filhos, uma vez que elas séo
ndo apenas a principal fonte de Streptococcus grupo mutans, como também o
modelo de comportamento para seus filhos.

Desta forma um programa deve buscar a modificacdo do comportamento
das maes em relacdo aos cuidados com a saude bucal, uma vez que os habitos
alimentares e dietéticos das criancas durante a infancia é influenciado pelos
habitos dos pais, sendo adotados e mantidos durante toda a vida do
individu02’22’31’50‘103.

As creches também devem ser alvo de programas preventivos que
informem sobre transmissdo de microrganismos, além de reforcar aspectos de
higiene e satde geral. Nestes locais, as criangas passam boa parte de seu tempo,
aprendem e estdo em contato com outras criancas e adultos capazes de transmitir

doencas®®*3®3, Alguns estudos observaram melhores condicdes de satide bucal em

criancgas das instituicbes que promoviam cuidados com a saude, sugerindo que a
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escola constitui um polo de informacdo e extensdo de cuidados a crianca e a

familia®%,



CONCLUSAO

Com base nas analises dos resultados obtidos, pode-se concluir que:

e O Streptococcus mutans foi a espécie mais prevalente tanto na cavidade bucal

guanto nas escovas dentais das criancas.

e O armazenamento conjunto das escovas dentais com contato direto entre as
cerdas, ndo demonstrou ser um veiculo para a transmissdo horizontal de

Streptococcus mutans.
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GUIMARAES, M. S. Contaminagdo cruzada em escovas dentais por
Streptococcus mutans. Araraquara, 2005, 149 p. Tese (Mestrado em Ciéncias
Odontoldgicas) - Faculdade de Odontologia de Araraquara, Universidade Estadual

Paulista, Araraquara, 2005.

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a contaminacdo de escovas dentais por
Streptococcus grupo mutans e a ocorréncia de infeccdo cruzada por Streptococcus
mutans ap0s armazenagem conjunta das mesmas. A amostra foi composta de 46
criancas de 6 a 7 anos de idade divididas em Grupo A com 22 e Grupo B com 24
alunos, de acordo com a sala de aula que freqlientavam. As amostras de biofilme
obtidas da cavidade bucal das criangas no inicio do estudo e o biofilme das
escovas dentais das criangas que compartilhavam o mesmo ambiente, foram
recolhidas ap6s 21 dias e cultivadas sob condigdes adequadas em meio de cultura
SBy. Em cada escova foram isoladas UFC com morfologia tipica, as quais foram
identificadas por meio de testes bioquimicos e o polimorfismo genético foi
detectado pela técnica de AP-PCR. Pode-se observar 94 UFC de Streptococcus
mutans isoladas a partir das escovas dentais. O crescimento bacteriano ocorreu em
14 escovas dentais, sendo que 6 escovas pertenciam as criancas do Grupo A, e 8
as criancas do Grupo B. Dos microrganismos encontrados nas escovas dentais,
83,92% eram Streptococcus mutans. Todos os isolados apresentaram perfil
genético distinto, com excecdo de 4 e 3 amostras dos Grupo A e B

respectivamente, os quais pertenciam a mesma escova dental. Pode-se concluir



134

que dos microrganismos encontrados, ocorreu maior prevaléncia de colonizacéo
por Streptococcus mutans nas criancas e escovas analisadas, ndo havendo
evidéncia de que a armazenagem conjunta de escovas dentais pode ser um veiculo

para infeccdo cruzada por este microrganismo.

Palavras-chave: Streptococcus mutans, contaminacao, creches, escovas de dente.



GUIMARAES, M. S. Streptococcus mutans cross-section infection in
toothbrushes. Araraquara, 2005, 149 p. Tese (Mestrado em Ciéncias
Odontoldgicas) - Faculdade de Odontologia de Araraquara, Universidade Estadual

Paulista, Araraquara, 2005.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the contamination of toothbrushes by
mutans streptococci and cross-section infection of Streptococcus mutans. Forty-
six children aged from 6 and 7 years were divided into two groups, Group A with
22 children and Group B with 24, according to attending class. A dental plaque
sample from each participant was collected at the beginning of the study and the
plaque present in toothbrushes was collected after 21 days. The samples were
processed and cultivated under adequate conditions in SB20 medium. Typical
morphotype mutans streptococci colonies were isolated and submitted to
bioquimical tests for identification. An arbitrarily primed polymerase chain
reaction (AP-PCR) method was performed for genotypic characterization of
Streptococcus mutans. Fourteen toothbrushes were contaminated by mutans
streptococci, 6 in Group A and 8 in Group B. Streptococcus mutans represented
83,92% of the mutans streptococci identified. The presence of matching
genotypes of Streptococcus mutans has occurred in 4 strains of Group A and in 3
strains of Group B. However, for both groups, the matching genotypes belonged

to the same toothbrush. In conclusion, Streptococcus mutans was the predominant
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specie in both dental plaque and toothbrush. The latter did not represent a source

of cross-sectional infection of such microorganism.

Key-words: Streptococcus mutans, contamination, nursery school, toothbrushes
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecidos.

CONSENTIMENTO INFORMADO



ANEXO 2 140

Aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de

Odontologia de Araraquara — UNESP.
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ANEXO 3

Ficha para identificacéo e exame clinico.

13 12 11

MMALS AAAMY

55 54 53 52 51 61 62 63 64 65

Vestibular

85 84 83 82 81 71 72 73 74 75

Vestibular iiiiV33 3iiiiii

47 46 45 44 43 42 41 31 32 33 34 3 36 37




ANEXO 4
MEIO DE CULTURA SBy

Bacto-casitone (DIfCO) ...cueoiiieiiiiiiee e 15,09
Extrato de levedura (DifC0) .......ccooeiiriiiiiiieneese s 5009
L — Cistina (MErCK) ......ooieeiii e 0,29
Sulfito de SOAI0 (MErCK) .....cocveiiiieiee s 0,19
Acetato de SOIO (IMEICK) .....eeviiiiiiiierie st 20,0 ¢
SACAIOSE ..ttt ettt 200,0 g
AAGAT e 1509
Agua deStilada 0.5.P. ..ceeveevveeeeeeeieeeeseeeeee e 1000,0 mL
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Os componentes devem ser dissolvidos em &gua destilada e autoclavados a

120°C, durante 20 minutos. Apos o resfriamento a aproximadamente 50°C, deve-se

adicionar 5,0 mL de uma solucéo de bacitracina a 20,0 pg/mL.
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ANEXO 5
MANUAL DE BERGEY (1986)

Bactérias S. mutans S.rattus S. cricetus S.sobrinus S. ferus S. downei S. macacae
o N~ (1) (Iv)

Provas c,f e b a dg c h c
Fermentacédo de:
Manitol + + + + + + + +
Sorbitol + + + + +%* + - +
Melibiose + - + + —F%k - - -
Rafinose + + + + - - - +
Hidrdlise de Arginina - - + - - - - -
Bacitracina + + + - + - - -
Producéo de H,0, - - - - + - - -

(*) Algumas cepas podem dar resultado negativo.

(**) Algumas cepas podem dar resultado positivo.



ANEXO 6

MEIO PARA PROVA DE HIDROLISE DE ARGININA

L1 (oI 0 (I LoV T [0 - 05¢
THIPLONA <. bbbttt sttt eas 0549
FOSTato dIPOLASSICO ....evevieeieieiieie e 0,29
GHICOSE .ttt 0,059
(DR 0[] - RS SPR P T 0,39
AQUA ESEIAA .5 cvvvevererireiieeeseeeeee ettt stss sttt ene s snens 100,0 mL

Os componentes devem ser dissolvidos em agua destilada, distribuidos
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em

tubos de ensaio em quantidade de aproximadamente de 2,0 mL e autoclavados a

120°C por 20 minutos.



ANEXO 7
REATIVO DE NESSLER
ST0] (0o To I ANl [T (=) (o T (=0 o] v 1] o S 509
Agua destilada 0.5.p. ....eeveevreerceereeee e, 5,0 mL
Solugdo B — Mercurio ClOridriCo ........coovieverieieiiese e 250
Agua destilada 0.5.p. c.evvevreerieeeieee e, 10,0 mL
Solucdo C — Hidraxido de POtaSSIO .......ccvevevieiieieie e 150¢
Agua destilada 0.5.p. ....ooovervveerereeereseeese st 30,0 mL
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Dissolve-se 5,0 g de iodeto de potéassio em 5,0 mL de agua destilada (solugao

A). Em seguida adiciona-se pouco a pouco a solu¢do de mercurio cloridrico (solucéo

B), dissolvida em banho-maria e adicionada ainda quente, a fim de se evitar a

precipitacdo ou dissolucdo ndo homogenea. A adicdo deve ser controlada para que o

precipitado formado no inicio ndo fique completamente dissolvido. Apds

resfriamento, adiciona-se a solucdo de hidréxido de potassio (solugdo C) e agua

destilada até completar o volume total de 100,0 mL. Logo apds, adiciona-se 0,5
da solucdo restante de mercurio cloridrico. Apés decantacdo, o sobrenadante deve

acondicionado em frasco ambar, fechado e conservado em ambiente fresco.

mL

Ser



ANEXO 8
MEIO PARA PROVA DE
PRODUCAO DE PEROXIDO DE HIDROGENIO

EXIrato e CAMME ... e 059
EXrato de 1@VEAUIA ......ccviiiiee e 05¢g
TWEEN B0 . 0,05 mL
SUIFItO d& MANGANES .....eoviiiiiciiiiece e 0,01g
AAGAT e nrre e 159

146
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ANEXO 9

TAMPAO TE
L TR 0,12¢
EDTA 0,5 M PH 8,0 .ot 0,04 mL
Agua destilada UItra-pura 0.5.p. c..o.ceveeereeeeeeerereeseceeseesse s sesee s s seneeeas 80,0 mL

Dissolver os componentes em agua destilada ultra-pura e acertar o pH com

HCI 1N, em 8,0. Autoclavar a 120°C durante 20 minutos.
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ANEXO 10

GEL DE AGAROSE 1,4%
AQAroSe UITFa-PUIA.........ooviiiiiiie e et l449
TEB diluido (ANEXO 11)..cciiiiiiiiiiisiesie e 100 mL

Dissolver a agarose ultra-pura no TEB diluido em agua destilada ultra pura
(1/10). Pesar, ferver em microondas e acrescentar dgua destilada ultra-pura até se

atingir o peso inicial.
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ANEXO 11
TAMPAO TRIS-BORATO-EDTA (TEB)
ACTHO DOTICO ..ttt ettt ettt ettt en e e e e 55,0 g
LI OO PP PP PP PPPOPPTON 108,0 ¢
EDTA 0,5 M PH 8,0. ..t 40,0 mL
Agua destilada Ultra-pura g.5.p. «.ceeveeeveveeereeeeeisseeeneenas até completar 1000 mL

Dissolver o Acido bérico e o Tris em 40 mL de solucio de EDTA 0,5 M (pH
8,0), e acrescentar volume de agua destilada ultra-pura até se completar 1000 mL.
Utilizar esta solucdo diluida (1/10) em &gua destilada ultra-pura, para a corrida e gel

de agarose.
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