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Sangalli J. Desenvolvimento da microbiota oral de bebés: analise
longitudinal por pirosequenciamento da microbiota de bebés e suas maes
dentro de um Programa de Saude Bucal para Primeira Infancia [tese]. S&o
José dos Campos (SP): Instituto de Ciéncia e Tecnologia, UNESP - Univ
Estadual Paulista; 2014.

RESUMO

O estudo da microbiota bucal de bebés e como ela se altera com o tempo
€ de grande importancia para a prevengao, diagndstico e tratamento de
doengas bucais num estagio precoce. O objetivo desse estudo foi avaliar
longitudinalmente, nos periodos de 6, 12, 18 e 24 meses de idade, o
microbioma oral de bebés saudaveis e suas respectivas maes por analise
de pirosequenciamento. Setenta e quatro pares de maes e bebés
acompanhados em um programa de saude bucal foram incluidos no
estudo. Um total de cinquenta e oito participaram em todo o periodo
experimental. A populacdo de bebés foi acompanhada durante todo o
periodo, recebendo orientagbes e procedimentos previstos no protocolo
do programa. Dados sobre dieta, higiene bucal, presenca de dentes,
prevaléncia de carie e condigdes periodontais de bebés e suas
respectivas  maes foram coletados. Para a andlise de
pirosequenciamento, foram selecionados 5 pares de bebés e maes
seguindo rigorosos critérios de inclusdo para obtencdo de amostra
homogénea de bebés que se mantiveram sem a ocorréncia de doencas
bucais durante todo o periodo de avaliacdo. Também foram analisadas
amostras do unico bebé que desenvolveu carie ao longo do estudo.
Foram coletadas amostras de saliva e biofilme dentario do bebé e suas
respectivas maes para analise da diversidade microbiana por
pirosequenciamento 454 dos produtos de PCR do gene 16S ribossomal.
A eficacia do programa de promocéao de saude bucal para este estudo foi
reiterada com a ocorréncia de carie em apenas 1 dos bebés (1,51%)
acompanhados durante 24 meses. A diversidade microbiana da saliva e
biofilme dentario dos bebés manteve-se estavel em relacdo ao numero de
Filos ao longo dos periodos. Observou-se aumento consideravel de
géneros na saliva dos bebés dos 6 meses aos 12 meses de idade do
bebé, sendo que esta distribuicdo se manteve nos demais periodos. Aos
12 meses, 77 diferentes géneros faziam parte do microbioma do biofilme
dentario do bebé, sendo este numero maior quando comparado a saliva.
Observou-se grande similaridade entre os géneros predominantes na
microbiota salivar e do biofilme das maes e bebés. Um grande numero de



filotipos bacterianos foi compartilhado por criangas saudaveis e suas
maes. Nao foi observado perfil especifico para doenca carie no

microbioma do bebé com carie quando sobreposto ao dos bebés caries-
free.

Palavras-chave: Microbiologia. Sequenciamento de Nucleotideos em
Larga Escala. Saliva. Placa dental.



Sangalli J. Development of oral microflora of infants: longitudinal analysis
of babies followed in an Oral Health Program for Early Childhood and their
mothers’ microflora by pyrosequencing [doctorate thesis]. Sdo José dos
Campos (SP): Institute of Science and Technology, UNESP - Univ
Estadual Paulista; 2014.

ABSTRACT

Data on infants’ oral microflora and how it changes in time is of utmost
importance for the prevention, diagnosis and treatment of oral diseases in
early stages. The goal of this study was evaluate, longitudinally, in the periods
of 6, 12, 18 and 24 months of age, the oral microbiome of healthy babies and
their mothers by pyrosequencing analysis. Seventy-four pairs of
mothers/babies followed in a Program of Oral Healthy were included in the
study. A total of fifty-eight participated in all the experimental period. The
population of babies was followed during all the period, receiving orientation
on oral health and procedures foreseen in the protocol of the referred
program. Data on diet, oral hygiene, presence of teeth, prevalence of caries,
and periodontal conditions of babies and their mothers were collected. For
pyrosequencing analysis, 5 pairs of babies and mothers were selected
following rigorous criteria of inclusion, in order to obtain a homogeneous
sample of babies who did not develop caries during all the evaluation period.
Also, samples from of the only baby who developed caries along the study
were analyzed. Samples of saliva and dental biofilm from the babies and
mothers were analyzed for the microbial diversity by pyrosequencing 454 of
products of PCR of 16S ribosomal gene. The effectiveness of the Oral Health
Program in this study was confirmed with the occurrence of caries in only 1 of
the babies (1.51%) followed during 24 months. Salivary and biofilm microbial
diversities of babies were stable in relation to the number of Phyla during the
evaluation periods. A considerable increasing in the number of genus in
babies’ saliva was observed in the period of 6 to 12 months of age. After this
period, the distribution was stable. At the age of 12 months, 77 different
genus were found in the microbioma of infants’ dental biofilm and this value
was higher when compared to saliva. High similarity between the relevant
genus in babies and mothers saliva and biofilm was observed. Elevated
number of bacterial phyotypes was shared by healthy children and their
mothers. No specific profile for caries was found in the microbioma of the
baby with caries in relation to caries free.

Keywords: Microbiology. High-Throughput Nucleotide Sequencing. Saliva.
Dental Plaque.



1 INTRODUGAO

A cavidade oral e tecidos adjacentes representam o mais
complexo e diverso microbioma do corpo humano em contato com o
ambiente externo. Nessa area, diversas comunidades microbianas s&o
encontradas na superficie dentaria, sulco gengival e mucosas
(Samaranayake, 2006).

A cérie é uma doencga multifatorial de origem infecciosa e
que ainda constitui um dos maiores desafios da Odontologia (ten Cate,
2009).

O papel das bactérias na patogénese da carie dentaria
foi demonstrado quando McCLure e Hewitt (1946) observaram que ratos
alimentados com dieta cariogénica tratados com penicilina tinham o
desenvolvimento de carie reduzido e quando ratos germ free foram
alimentados com dieta cariogénica nao desenvolviam lesbdes cariosas
(Orland et al., 1954).

Durante  muitos anos, pesquisadores tentaram
demonstrar que somente poucas espécies especificas estavam
ativamente envolvidas na etiologia da carie dentaria (Loesche, 1992). A
responsabilidade pela iniciagdo e progressdo da carie foi atribuida,
respectivamente a Streptococcus mutans e a Lactobacillus acidophilus,
devido a suas propriedades acidogénicas e aciduricas (Bunting et al.,
1929; Loesche, 1986). Entretanto, a carie dentaria parece poder ocorrer
mesmo na auséncia desses patdégenos. Aas et al. (2008) demonstraram
que cerca de 10% dos pacientes com carie rampante ndo tém niveis
detectaveis de S. mutans. Assim, outras bactérias podem ser capazes de
produzir acidos a partir de carboidratos fermentaveis, o que esta de
acordo com a hipotese da placa ecolégica. Essa hipotese foi proposta por
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Marsh (1994) e sugere que uma mudanga nas condigdes ambientais
desencadeia uma mudanga na microflora, o que pode predispor a
ocorréncia da doenga.

Deste modo, a diversidade da microflora bucal humana
pode ser subestimada (Keijser et al., 2008). Aas et al. (2008)
demonstraram que quase metade das bactérias isoladas de lesdes
cariosas ainda precisa ser identificada. O sequenciamento do RNA
ribossomal revelou incontaveis bactérias que ainda precisam ser
descobertas. Paster et al. (2001) demonstraram que quase 40% das
especies precisam ser caracterizadas.

A metodologia mais recentemente utilizada e que permite
anadlises em larga-escala da diversidade microbiana € o
pirosequenciamento.  Pirosequenciamento €& um método de
sequenciamento baseado no monitoramento em tempo real da sintese de
DNA que é detectada por bioluminescéncia (Ronaghi et al., 1998;
Ahmadian et al., 2006). E considerada uma técnica precisa, flexivel e
facilmente automatizada (Langaee, Ronaghi, 2005). 0]
pirosequenciamento tem sido utilizado com diferentes finalidades, como
determinacao de estruturas de DNA secundario, deteccdo e analise de
mutagdes, DNA ciclico, genes associados a doengas, polimorfismos e
para genotipagem microbiana (Ahmadian et al., 2000; Garcia et al., 2000;
Nordstrom et al., 2000; Ronaghi et al., 1998, Ronaghi, Elahi, 2002).

A tipagem microbiana geralmente envolve o
sequenciamento da regidao 16S do RNA ribossomal, que contém regides
altamente conservadas e sequéncias especificas para espécies (McCabe
et al, 1995). Diversos estudos demonstraram o valor do
pirosequenciamento para verificar diversidade bacteriana em diferentes
ambientes, como sistema de agua industrial (Jonasson et al., 2002),
oceano (Huber et al., 2007), solo (Roesch et al., 2007), vagina (Sundquist
et al., 2007) e feridas crénicas (Dowd et al., 2008).
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Na cavidade bucal, Keijser et al. (2008) analisaram a
saliva e o biofiime supragengival de adultos saudaveis. Os autores
encontraram  aproximadamente  19.000 filotipos, um  numero
significativamente maior que o relatado na literatura. Zaura et al. (2009)
encontraram diferentes perfis de colonizagcdo quando comparados
diferentes sitios de amostragem (lingua, bochecha, palato e superficie
dentaria). A diversidade encontrada também foi maior que a diversidade
previamente descrita em estudos que utilizaram os métodos
convencionais (Aas et al., 2005; Nasidze et al., 2009). Cephas et al.
(2011) avaliaram o microbioma da saliva de criangcas edéntulas e sua
respectiva mée ou cuidadora e observaram uma rica comunidade
bacteriana mesmo antes da erupc¢ao dentaria. Belda-Ferre et al. (2012)
analisaram a cavidade oral humana sob as condi¢des de saude e doenga.
Estes dados mostraram que as cavidades com carie nao sao dominadas
apenas por S. mutans (a espécie originalmente identificada como o
agente etioldgico da carie dentaria), e sim por uma comunidade complexa
formada por dezenas de espécies de bactérias, de acordo com a viséo de
gue a carie € uma doenca polimicrobiana.

A microbiota da cavidade bucal em condicbes saudaveis
é diferente daquela associada a doenga (Aas et al., 2005; Corby et al.,
2005). Estudos disponiveis utilizaram diferentes técnicas, diferentes sitios
da cavidade bucal, diferentes condi¢cdes orais e diferentes faixas etarias
para avaliar a diversidade microbiana na cavidade bucal: Chhour et al.
(200%5) verificaram dentina cariada em adultos; Li et al. (2007) exploraram
criangas livres de carie e criangas com carie precoce da infancia severa;
Aas et al. (2008) analisaram amostras de diferentes condi¢cdes bucais
(lesbes de mancha branca, de dentina e de dentina profunda) em
voluntarios de 2 a 21 anos e compararam com a de adultos saudaveis;
Ling et al. (2013) avaliaram 10 jovens adultos entre 22 e 24 anos e 10
criangas entre 3 e 6 anos de idade com o objetivo de obter as
caracteristicas da microbiota de pacientes saudaveis; Xu et al. (2014),
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analisaram criangas antes da erupgao dos segundos molares deciduos e
verificaram que alguns géneros, como Neisseria e Prevotella estavam
presentes nos grupos com caries e sem caries. Streptococcus e Veilonella
estiveram presentes em criangas com caries.

A Associagdo Americana de Odontopediatria (1994)
sugere que os cuidados dentarios devam comecgar antes do primeiro ano
de vida. O estabelecimento de habitos saudaveis precocemente na vida
da crianga € melhor do que lutar para corrigi-los posteriormente. Assim,
um programa de saude bucal para bebés foi criado na Bebé-Clinica da
Faculdade de Odontologia de Aragatuba/UNESP com o objetivo de
educar pais com relacdo a importadncia do cuidado preventivo e para
instituir bons habitos dietéticos e de higiene.

Um protocolo preventivo foi proposto por Cunha et al.
(2000). O primeiro passo para participar desse programa € assistir a uma
palestra em que sdo explicados os principais problemas que os pais
podem encontrar nos seus filhos e como preveni-los. O segundo passo &
a primeira consulta odontologica, quando € obtido um histérico completo
da saude da familia e é realizado um exame bucal completo nos bebés.
Os parentes recebem instrugdes de como realizar a higiene bucal dos
bebés e sobre habitos dietéticos. O acompanhamento é ajustado de
acordo com o risco de carie avaliado. Se o risco a carie € pequeno, o
acompanhamento ocorre a cada dois meses (Cunha et al., 2000).

Definir a microbiota bucal de bebés e como ela se altera
com o tempo seria de grande importancia para uma melhor compreensao
de como a microbiota bucal se desenvolve e para ajudar na prevengao,
no diagndstico e no tratamento de doengas bucais hum estagio precoce.
Esse estudo é inovador, pois combina o Programa de Saude Bucal para
Primeira Infancia com monitoramento longitudinal do desenvolvimento da
microbiota oral de bebés saudaveis e suas respectivas maes. Nao foram

detectados estudos longitudinais anteriores da microbiota bucal de bebés
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usando a metodologia do pirosequenciamento (do nascimento até os 24

meses de idade).



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Estabelecimento da microbiota bucal do bebé

Caufield et al. (1993) avaliaram longitudinalmente 46
pares de maes e seus filhos, residentes em uma area urbana, desde o
nascimento e entre 3 e 6 anos de idade para o estudo da aquisicdo de
estreptococos do grupo mutans. Os autores observaram utilizando o
metodo de cultura, que a aquisicao inicial de estreptococos do grupo
mutans por 82,6% das criangas da amostra de seu estudo (38/46) ocorreu
em um periodo delimitado denominado “janela de infectividade” entre os
19° e 31° meses de vida (26° de vida em média). Este periodo apresentou
coincidéncia com a erupgao dos molares deciduos, cujas superficies
oclusais retentivas favorecem a colonizagao por estes microrganismos.

Roeters et al. (1995) avaliaram a aquisicdo de
Streptococcus mutans e lactobacilos em 252 criangcas de 2 a 5 anos de
idade, correlacionando a ocorréncia destes microrganismos € maes e
consumo de alimentos acucarados. Por trés anos consecutivos, as
criangas foram examinadas clinicamente com intervalos de seis meses,
juntamente com a coleta de saliva e biofilme dentéario, e o levantamento
da dieta alimentar, que foi realizado pelo método recordatério das ultimas
24 horas. Na primeira avaliagdo, S. mutans foi detectado em 43% das
criangas enquanto que a frequéncia de lactobacilos foi baixa (11,5%). Em
niveis individuais, numero de unidades de col6nias formadoras de S.
mutans e lactobacilos no biofilme e saliva variaram largamente durante o
periodo estudado. Foi encontrada baixa correlagcdo entre os niveis
salivares de bactérias encontrados nas maes e ingestdo de agucares. Nas
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criancas maiores de 2,5 anos, correlagcdes entre escores clinicos de carie
e presenga de lactobacilos e S. mutans na saliva e biofiime foram
altamente significantes.

Li e Caufield (1995) avaliaram o gendtipo de
estreptococos do grupo mutans em 34 pares de maes e filhos no periodo
de aquisicdo inicial. As bactérias orais de maes e filhos foram
monitoradas do nascimento da crianga até os 3 anos de idade, em
intervalos de 3 meses. Os genodtipos das bactérias do recém-nascido
foram idénticos em 71% dos 34 pares de méaes e filhos estudados, com
uma maior fidelidade para o sexo feminino quando comparado ao
masculino (88% vs 53%). Em nenhum caso houve homologia de
genotipos entre bebés e pais, comprovando que Ilinhagens de
estreptococos do grupo mutans seguem uma linha materna. Embora a
prevaléncia de carie dentaria fosse baixa nesta populacdo de criangas
jovens (11/34, 32%), observou-se que criangas do sexo masculino que
abrigavam o mesmo genotipo das mé&es tinham uma probabilidade 13
vezes maior de ter carie do que criangas do sexo feminino que adquiriram
estirpe de suas maes. De acordo com os autores, esses achados
apontam para a continuagao dos estudos para delinear mais a inter-
relagdo entre género, raga, e os resultados da carie em funcdo da
fidelidade da transferéncia de estreptococos do grupo mutans das maes
para seus bebés.

Packer et al. (1999) determinaram os fatores
relacionados a transmissao de infecgdes pelos S. mutans, dentre eles,
quais sao as pessoas que estdo em maior contato com criangas na idade
de 2 a 6 anos de idade e a correlacdo dos niveis salivares de S. mutans
das criangas e seus responsaveis. Foram coletadas amostras salivares de
cinquenta criangas e seus responsaveis para cultivo microbiano. Os
resultados evidenciaram que as maes ficam mais tempo com suas
criangas e que existe uma similaridade bastante alta (73%) entre os niveis

de S. mutans na saliva dos responsaveis e suas respectivas criangas.
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Milgrom et al. (2000) estabeleceram a prevaléncia de
carie dentaria em criancas de 6 a 36 meses de idade, que nao tinham
acesso a agua fluoretada, descrevendo a relagéo entre carie, infecgao por
S. mutans, hipoplasia, habitos de higiene bucal, dieta e fatores
comportamentais. A prevaléncia de cérie foi considerada alta: 46,8% das
criangas acometidas por lesbes de carie de esmalte sem cavitagdo e
39,1% com cavidades circunscritas ao esmalte. A colonizagédo por S.
mutans foi detectada em 25% das criancas edéntulas. As analises
estatisticas puderam determinar que, na populacédo estudada, hipoplasia,
dieta e colonizacdo bacteriana tiveram papel importante na etiologia da
carie.

Fraiz e Walter (2001) avaliaram os fatores associados
com o desenvolvimento da carie dentaria em 200 criangas pré-escolares
entre 24 e 48 meses que recebiam cuidado odontoldgico regular e
acompanhamento na clinica do bebé da Universidade Estadual de
Londrina, bem como suas maes. Foram realizadas avaliacdes clinicas e
aplicagdo de questionarios sobre dieta, higiene oral, questdes
socioecondmicas e comportamentais. No que diz respeito aos habitos de
higiene bucal, ndo houve diferenga significativa entre os pré-escolares
que apresentavam carie e aqueles que nao apresentavam. No entanto, a
presenga de biofilme dentario visivel nos incisivos superiores foi
fortemente associada a presenca de carie dentaria. Outros fatores
associados com a presenca de carie foram a escolaridade do pai ou de
ambos os pais igual ou inferior a 8 anos, alto consumo de acgucar e
mamadeira durante o sono. Segundo os autores, o padrao dietético
continua sendo a principal causa de lesdes de carie. Além disso, a
presenca de biofilme dentario visivel na superficie vestibular dos incisivos
superiores deve ser considerada como um importante sinal clinico,
frequentemente associado a padrdes inadequados de dieta e higiene
bucal.
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Wan et al. (2001a), utilizando o método de cultura,
detectaram a presenca de S. mutans em edéntulos, tendo sido verificada
uma prevaléncia de colonizacdo de 30% das 188 criangas avaliadas,
inicialmente com 3 meses de vida. Buscou-se uma relacdo entre a
colonizacéo por S. mutans e a presenca de Ndodulos de Bohn. A colheita
de confirmacéao realizada 3 meses apos a avaliagao inicial, demonstrou
que apenas as criangas que possuiam o ndodulo na cavidade bucal
apresentaram resultado positivo nesta avaliacdo, o que poderia estar
relacionado a menor taxa de descamacgado do tecido mucoso e
consequente melhoria da capacidade de aderéncia do microrganismo.

Utilizando a mesma metodologia, Wan et al. (2001b)
correlacionaram a presenca de S. mutans com a prematuridade ou nao de
nascimento da crianga. Verificaram que 50% das 60 criangas prematuras
e 60% das 112 criangas com tempo normal de gestagdo, examinadas
durante a 26,7 + 3,8 semanas de vida, apresentavam-se colonizadas,
mesmo na colheita de confirmacdo 3 meses apds a primeira, estando a
infeccdo diretamente relacionada a caracteristicas maternas tais como
pobre higienizacdo, elevada prevaléncia de doenga periodontal e
consumo de acucar, além da amamentagcdo natural da crianga,
especialmente quando utilizada em livre demanda.

Tedjosasongko e Kozai (2002), buscando determinar a
idade de colonizagao inicial por estreptococos do grupo mutans e a
possibilidade de transmissao vertical entre criancas de mesma creche,
com intervalos mensais por um periodo de 30 meses, coletaram amostras
de 39 criangas, com idades variando de 0 a 5 anos, inicialmente nao
colonizadas. Amostras de alguns dos pais e funcionarias da creche foram
também obtidas. Verificou-se que a probabilidade da crianca ser
colonizada por estreptococos do grupo mutans aumenta
significativamente entre os 12 e 25 meses de vida, apdés a erupg¢ao dos
dentes posteriores. A transmissao entre criangas e/ou fontes nao

identificadas foi verificada em 58,4% dos casos estudos, enquanto que
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entre mae/filho e entre paiffilho, estes valores foram de 33,3% e 8,3%,
respectivamente. Nao foi observada similaridade entre cepas isoladas de
criangas e atendentes das creches.

Tanner et al. (2002) estudaram a similaridade da
microbiota oral de 200 criangas (174 com a presencga de dentes e 18 sem
a presenca de dentes) entre 6-18 meses e 19-36 meses com seus
respectivos cuidadores usando uma sonda de DNA. Amostras do dente,
da lingua e biofilme subgengival foram analisadas. Os microrganismos
foram detectados tanto em pré-dentados quanto em dentados e o perfil da
microbiota das criangas foi fortemente associada com a microbiota de
seus cuidadores.

Carino et al. (2003) avaliaram a prevaléncia e severidade
da carie dentaria em uma amostra de 993 criangas na faixa etariade 2 a 6
anos de idade. Aos dois anos, a prevaléncia obtida foi de 59%, aos trés
anos, de 85%, aos 4, 90% e aos cinco e seis anos, foi de 94 e 92%.
Quanto aos habitos, a grande maioria das criangas recebia aleitamento
materno associado a mamadeira. Com relagado a higiene bucal, a maioria
havia iniciado aos dois anos de idade, sendo habito rotineiro, porém sem
a supervisado dos pais. A grande maioria das criangas avaliadas havia ido
ao consultério odontolégico por razdes emergenciais. Quanto maior a
faixa etaria, maior a prevaléncia de carie, provavelmente devido a
introducéo de alimentos agucarados na dieta alimentar. Assim, os autores
concluiram que a carie precoce da infancia € um problema de saude
publica e que se deve adotar a fluoretacido suplementar como medida
preventiva além de aumentar os cuidados odontolégicos na fase pré-
escolar.

Wan et al. (2003) buscaram por meio de
acompanhamento longitudinal, monitorar a colonizagao por S. mutans nas
criangas de seu estudo anterior (Wan et al., 2001a) apds a erupgéo
dentaria. Observaram que a prevaléncia de colonizagdo aumentou com a

idade, de modo que aos 24 meses de vida, 84% das criangas albergava
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S. mutans em sua cavidade bucal. A idade média de aquisicao do
microrganismo na populagcdo estudada foi de 15,7 meses de vida,
apresentando relacdo com a utilizagdao noturna de bebidas adogadas,
frequéncia de exposigdo a sacarose e a contagem microbiana materna.
Em contraste, a nao colonizacdo mostrou-se relacionada com a
frequéncia de escovagéao e excessiva utilizagao de antibiéticos.

Klein et al. (2004) avaliaram o perfil de colonizagao de S.
mutans e Streptococcus sobrinus na cavidade oral de criangas, incluindo
o padrdao de transmissdo vertical de mae para filho, a diversidade
genotipica, e a estabilidade das cepas. Participaram do estudo, 16 pares
de mae-filho, que foram monitorados durante 20 meses. Amostras de
saliva, dorso da lingua, mucosa, rebordo alveolar e biofilme dental das
criangas foram coletados bimestralmente. Amostras de saliva das maes
também foram coletadas. Depois do isolamento e identificagcdo o método
de PCR (reacdo de polimerizacdo em cadeia) foi realizado para a
caracterizagao genotipica de S. mutans (968 isolados) e S. sobrinus (111
isolados). As criangas abrigavam de 1 a 4 gendtipos distintos de S.
mutans e um unico genoétipo de S. sobrinus. Embora a prevaléncia e a
diversidade genotipica de S. mutans foram maiores do que as de S.
sobrinus, a presenca de genotipos correspondentes de S. mutans e S.
sobrinus foi semelhante (para 81,25 e 83,33% dos pares mae-filho,
respectivamente), sugerindo a transmissao vertical para ambas as
espécies. Este estudo longitudinal mostrou um aumento na diversidade
genotipica de S. mutans na cavidade oral durante o periodo de
acompanhamento. Segundo os autores os gendtipos de S. mutans e S.
sobrinus adquiridos das méaes ou fontes alternativas podem apresentar
persisténcia na cavidade oral e/ou deteccdo transitoria, refletindo o
continuo desenvolvimento da microbiota oral em criangas.

Lindquist e Emilson (2004) determinaram a aquisigao
inicial de S. mutans e S. sobrinus em criangas cujas maes apresentavam

ambas as espécies. Foram avaliadas doze maes de quinze criangas, com
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trés maes possuindo dois filhos cada. As avaliagdes se iniciaram quando
as criangas completaram seis meses de idade, ocorrendo a cada seis
meses até completarem trés anos e uma vez ao ano, até completarem
sete anos de idade. Foi coletada saliva estimulada de pares de criangas e
maes, e biofilme proveniente de dentes e lingua das criangas. Além disso,
foi realizado levantamento da prevaléncia de carie dentaria. Das criangas
avaliadas, dez adquiriram S. mutans durante os sete anos de pesquisa,
em que quatro delas eram colonizadas pelas duas espécies, S. mutans e
S. sobrinus. O tempo para aquisi¢do inicial de S. mutans na saliva variou
entre 1,5 e 5 anos de idade, e para S. sobrinus entre 2 e 7 anos. Um total
de vinte e seis gendtipos foi encontrado nas criangas e nove deles eram
idénticos aos das maes. A experiéncia de carie foi considerada baixa no
periodo estudado, envolvendo oito criangas.

Li et al. (2005) analisaram fatores variaveis maternos e
perinatais para determinar a influéncia de aquisi¢ao inicial de S. mutans
em bebés. Um total de 218 gravidas no terceiro trimestre de gestacéao foi
avaliado. Apos o parto estes pares de méae-bebé foram acompanhados
por 4 anos e houve uma perda de 62 pares durante o estudo. Assim, 156
maes e seus bebés (54,5% sexo masculino e 45,5% do sexo feminino)
foram incluidos no estudo. Amostras de saliva e biofilme dental da mae
foram coletadas em cada visita e também uma amostra de cada bebé que
foram entdo cultivadas e identificadas. Segundo os autores, houve uma
associacao positiva entre o parto cesareo e a aquisicao e transmissao
inicial de S. mutans. Entre as criancas que foram infectadas, aqueles
nascidos por cesariana adquiriram S. mutans 11,7 meses mais cedo do
que bebés de parto normal. O estudo constatou que a idade gestacional,
nivel de S. mutans, escore de carie, doengas sexualmente transmissiveis
(DST), e renda familiar tiveram efeito significativo sobre a aquisi¢cao de S.
mutans. Ainda bebés de cesarea abrigaram um unico gendtipo de S.

mutans, que era idéntico ao de suas maes (100% de fidelidade).
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Law et al. (2007) revisaram a literatura sobre os fatores-
chave envolvidos na colonizagao oral de bactérias cariogénicas do grupo
mutans em criangas e relataram que o grupo mutans consiste
principalmente das espécies S. mutans e Streptococcus sobrinus,
comumente cultivados da boca de criangas, com prevaléncia de infecgao
de 30% em bebés aos 3 meses para mais de 80% em 24 meses de idade
com a denticdo decidua. Ainda, estreptococos do grupo mutans sao
usualmente transmitidos para as criangas através de suas maes, € 0 risco
de transmissdo aumenta com os altos niveis destes na saliva da mae.

Li et al. (2007) avaliaram a diferenca da composi¢cao
microbiana da cavidade oral de criancas com carie severa da infancia e
livres de carie por meio da técnica de eletroforese em gel de gradiente
desnaturado (DGGE), ja que quase metade das bactérias da saliva e
placa dental ndo sao cultivaveis. Amostras de biofilme dentario foram
coletadas de 20 criancas de 2 a 8 anos. De acordo com os autores,
observou-se uma maior € mais diversa populagao bacteriana nas criancas
livres de carie (n=12) do que nas criangas com carie severa da infancia
(n=8). O grupo com carie severa da infancia apresentou um total de 94,5
filotipos e o grupo livre de carie apresentou 113,4. Estes resultados
sugerem que a diversidade e complexidade microbiana da placa dental
sao significativamente menores em criangas com carie severa da infancia
e que a técnica DGGE pode ser utilizada como ferramenta para
reconhecer padrdes de grupos especificos bacterianos.

Llena e Forner (2008) afirmaram que o consumo de
doces tende a aumentar com a idade, e este geralmente esta associado a
queda na frequéncia de escovacdo. Os autores encontraram associagao
positiva entre experiéncia de carie e frequéncia semanal de consumo de
doces, paes industrializados e refrigerantes. Segundo os autores, estes
aspectos devem ser tidos em conta ao dar aconselhamento dietético para
o publico e em programas de educagao em saude para as criangas.
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Ge et al. (2008) estudaram a colonizagao de S. mutans e
Streptococcus sanguinis na cavidade oral de 22 criangas hispanicas de
baixa renda, destes 11 meninos e 11 meninas, com idades entre 2,5-8,6
anos, e a associacdo com a carie precoce e severa da infancia. Amostras
de saliva e biofilme dentario foram coletadas de 14 criancas com carie
precoce e severa da infancia e de 8 criangas livres de carie. Todas as
criangas com carie precoce e severa da infancia foram positivas para S.
mutans; 100% das criangas livres de carie e 93% das criangas com carie
precoce e severa da infancia foram positivos para Streptococcus
sanguinis. Os autores concluiram que a interagdo de S. sanguinis com S.
mutans foi um fator fortemente associado com o status de carie em
criangas, sugerindo que as relagbes destes dois microrganismos na
cavidade bucal desempenham um papel importante no desenvolvimento
da carie.

Gizani et al. (2009) examinaram a distribuicdo de 20
bactérias cariogénicas em amostras de cinco diferentes habitats bucais
(saliva, biofilmes supragengival e subgengival, dorso da lingua e tecidos
moles) em 93 criangas gregas com idades entre 3 e 12 anos (média * dp:
7,9 £ 2,5), atendidos na clinica de Pés-Graduagdo em Odontopediatria da
Universidade de Atenas. Participaram do estudo 60,2% do sexo
masculino e 39,8% feminino. Além disso, foram examinados mudancas
nos niveis e propor¢gdes da microbiota cariogénica com o aumento da
idade. As amostras foram avaliadas através de uma modificacdo da
técnica de hibridizacdo DNA-DNA checkerboard. As bactérias
cariogénicas estavam presentes em quase todas as criangas saudaveis.
Diferencas foram encontradas nas proporgdes de bactérias que colonizam
os diferentes habitats orais amostrados. Tecidos moles, saliva e lingua
foram mais frequentemente colonizados por espécies de estreptococos
cariogénicos quando comparados ao biofilme, portanto, estas superficies
podem servir como reservatorios de patdgenos orais e requerem atencao

durante intervengdes terapéuticas e preventivas. As proporcoes de S.
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sobrinus foram maiores do que os de S. mutans em todos os habitats.
Streptococcus sanguinis aumentou com a idade, enquanto S. mutans e S.
sobrinus ndo mudaram com a idade. Em contraste, L. acidophilus
diminuiu com a idade.

Seow et al. (2009) avaliaram mudancgas longitudinais nas
proporgdes de cinco especies de estreptococos do grupo mutans
comumente encontrados no biofiime oral de criancas, entre elas S.
mutans, Streptococcus sobrinus, Streptococcus mitis, Streptococcus
sanguinis, e Streptococcus salivarius e associaram com criangas pré-
termo livres de carie e a termo livres de carie com idade entre 3 e 24
meses. Amostras de biofilme dentario e saliva foram obtidas de 15 pré-
termos e 15 controles a termo nas idades de 3, 6, 18 e 24 meses. A
técnica de PCR quantitativo em tempo real foi utilizada para determinar as
5 espécies. Todas as espécies de estreptococos em geral aumentaram na
faixa etaria de 3 a 24 meses. Nao houve diferenca significativa nos
numeros de todas as espécies de estreptococos entre criangas pré-termo
e de termo em todas as idades entre os investigados.

Papaioannou et al. (2009) coletaram amostras
microbianas de noventa e trés criangas de trés a doze anos de idade, da
cidade de Atenas. As amostras foram submetidas a técnica de
hibridizacdo DNA-DNA checkerboard, e o0s resultados obtidos
evidenciaram que as espécies bacterianas diferiram significativamente
entre locais de coleta, sugerindo padrées de colonizagdo. Os
periodontopatégenos mostraram aumento proporcional ao aumento da
idade das criangas, principalmente as bactérias consideradas do
complexo vermelho.

Tankkunnasombut et al. (2009) avaliaram duzentas e
trinta e duas criancas na faixa etaria de dois a trinta e seis meses de
idade, pacientes da Clinica de Bebés de Bangkok, na Tailandia. As
criancas foram divididas em trés grupos, um composto por edéntulos,

outro composto por criangcas que possuiam de um a oito dentes
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irrompidos e outro grupo composto por criangas que possuiam de nove a
vinte dentes irrompidos. As amostras microbiolégicas foram coletadas
com zaragatoas, que foram friccionadas na regido alveolar, lingua e
mucosa. Para a determinagcdo de contagens de S. mutans, as amostras
foram diluidas e cultivadas em placas contendo Agar Mitis Salivarius com
bacitracina. A colonizagao por estas bactérias foi encontrada em 26% das
criangas, com idade média de 20 meses, em criangas edéntulas ocorreu
em 2% dos casos, e sempre antes dos dois anos de idade.
Estatisticamente, ndo houve correlagao entre a colonizagao por S. mutans
e habitos de higiene e dieta alimentar. A porcentagem de criangas
colonizadas por este patdgeno aumentou significativamente com a idade
e o0 numero de dentes irrompidos. Os resultados sugerem que a
prevencao da colonizacgao inicial em algumas populagdes deve se iniciar
prioritariamente antes da erupgao dos dentes deciduos.

Meurman et al. (2010) avaliaram associacdes entre a
colonizacdo precoce de S. mutans em criangas jovens e fatores
socioeconémicos e habitos de saude bucal. Foram selecionadas no
estudo 512 criancas com 18 meses positivas para S. mutans e também
seus responsaveis. Foram aplicados questionarios para avaliar a
frequéncia do uso de antibidticos, a alimentagdo noturna, o uso de
produtos agucarados ou bebidas e uso de xilitol pela mée. De acordo com
os autores, a precoce colonizagdo por S. mutans foi significativamente
associada com a ocupacao do responsavel e nivel socioecondmico do
mesmo.

Ling et al. (2010) avaliaram a microbiota oral de 60
criangcas entre 3 e 6 anos de idade (34 do sexo masculino e 26 do
feminino). Os grupos foram divididos por sexo e pela presenga ou
auséncia de carie. Amostras de saliva e biofiime foram coletadas e a
analise foi realizada pela técnica de PCR-DGGE e pirosequenciamento.
Um total de 186.787 sequéncias de alta qualidade foi obtido para avaliar a
diversidade de bactérias e 41.905 sequéncias unicas representaram todos
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os filotipos. A microbiota oral em criangas foi muito mais diversificada do
que estudos anteriores relatados. Os filotipos na saliva e biofilme
supragengival foram significativamente diferentes e podem ser divididos
em dois grupos distintos. Os géneros de Streptococcus, Veillonella,
Actinomyces, Leptotrichia Granulicatella, e Thiomonas em biofilmes
supragengivais foram significativamente associados com carie dentaria.
Os resultados mostraram que ndo ha patdégeno especifico, mas uma
populacdo de patégenos com correlagdo significativa com a carie
dentaria. A enorme diversidade da microbiota oral permitiu uma melhor
compreensao do ecossistema oral, e assim novo rumo sobre a etiologia
da carie dentaria.

Jiang et al. (2011) avaliaram microrganismos do biofilme
supragengival, e estreptococos envolvidos em diferentes estagios de
carie. Quarenta e cinco amostras de criangas (idade entre 3 e 5 anos)
carie moderada (4 < CPO-D < 6), carie suscetivel (CPO-D = 10), e livre de
caries foram coletadas. Para a analise foi utilizado a técnica DGGE. Trinta
e quatro diferentes espécies de bactérias foram identificadas e
classificadas. Estreptococos do grupo mitis e Campylobacter spp., 0s
quais estavam presentes em individuos saudaveis nao estavam presentes
em individuos suscetiveis a carie. Ainda, Capnocytophaga, Burkholderia,
e Prevotella foram encontrados em niveis significativamente menores no
grupo de amostras de individuos suscetiveis a carie. Nao houve diferenca
na presenca de Neisseria, Leptotrichia, Haemophilus, estreptococos do
grupo mutans, Corynebacterium e Actinomyces nos 3 Qgrupos.
Streptococcus sanguinis, Streptococcus mitis e Streptococcus oralis
apresentaram uma prevaléncia significativamente maior em criancas
saudaveis, enquanto que a de S. mutans e Streptococcus sobrinus nao
variou entre os trés grupos. Em geral, estes resultados sugerem que a
microbiota do biofilme supragengival como um todo sofre uma mudanca

mais complexa no processo de carie.
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Nelun Barfod et al. (2011) investigaram e compararam a
microflora oral de salivas de bebés nascidos de parto normal e cesarea
pela técnica de hibridizagdo DNA-DNA checkerboard. Oitenta e quatro
bebés participaram do estudo: parto normal (n=42) ou cesarea (n=42).
Uma alta prevaléncia de Streptococcus salivarius, Lactobacillus curvata,
Lactobacillus salivarius, e Lactobacuillus casei foi detectado em bebés
nascidos de parto normal. Bactérias associadas a carie como
Streptococcus mutans e Streptococcus sobrinus foram detectados em
63% e 59% de todos os bebés de parto normal e cesarea
respectivamente. Uma prevaléncia significativamente maior de certas
estirpes relacionadas a saude foi encontrada em bebés de parto normal
em comparacgao com bebés nascidos por cesarea.

Thakur et al. (2012) avaliaram a correlagao entre
nascimento de criangas de parto normal ou cesarea e a colonizagao oral
por S. mutans e alguns habitos de alimentagdo e higiene oral a cada 3
meses até que as criancas completassem 1 ano. Foram avaliados 60
pares de maes e bebés. Os resultados mostraram que o prolongado uso
de mamadeira, status socioeconémico e alimentos experimentados pelas
maes apresentaram possivel aquisicao inicial de S. mutans na cavidade
oral das criancas. Nao houve correlagcdo com o tipo de parto para a

aquisicao de S. mutans.

2.2 Pirosequenciamento

O pirosequenciamento foi inicialmente descrito por
Ronaghi et al. (1996) ao demonstrar que a molécula de pirofosfato (PPi),
produzida durante a reagdo de polimerizagdo do DNA, poderia ser
utilizada para detectar a incorporacdao de um nucleotideo especifico. Este
método foi denominado de “sequenciamento pela sintese”, pois a
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sequéncia € determinada a medida que é sintetizado a fita complementar.
Todo processo envolve a participacdo de 4 enzimas: DNA polimerase,
sulfurilase, luciferase e apirase. Inicialmente a reacdo de
pirosequenciamento € montada contendo o tamp&o de reagdo, os
primers, o DNA molde, o conjunto de enzimas e seus substratos
(adenosina 5’ fosfosulfato—APS e luciferina). Ap6s adicdo dos
nucleotideos, e caso seja complementar a fita molde, este é incorporado
pela DNA polimerase e gera uma molécula de PPi como subproduto da
reacao. A reacao continua com a agao da enzima sulfurilase que converte
o PPi em ATP (através do substrato APS), e entdo a enzima luciferase
transforma o ATP em sinal luminoso. A intensidade de luz emitida pela
reacao é detectada por sensores do equipamento.

Segundo Ronaghi e Elahi (2002), a técnica do
pirosequenciamento tem capacidade de sequenciar o DNA em tempo real
e em larga escala, com leitura rapida, de baixo custo, precisao, facilidade
de utilizacao e alta flexibilidade.

De acordo com Ahmadian et al. (2006), o
pirosequencimento tem sido utilizado em uma ampla gama de aplicagdes,
tais como genotipagem de polimorfismos de um unico nucleotideo,
deteccdo de mutagdo e identificagdo genes microbianos. A tecnologia
possui caracteristicas unicas que a tornam vantajosa em comparagao
com outros métodos de sequenciamento: suas diversas aplicagoes.

Keijser et al. (2008) avaliaram a riqueza de espécies da
microbiota oral da populacdo adulta saudavel e determinaram o numero
de filotipos diferentes e sua abundancia relativa na saliva e biofilme
supragengival. Foram coletadas amostras de saliva de 71 individuos
adultos e também amostras de biofilme supragengival de um grupo de 98
individuos. As amostras foram sequenciadas pelo pirosequenciador 454
da Life Sciences. As 197.600 sequéncias geradas renderam
aproximadamente 29.000 sequéncias Uunicas, representando 22 filos

taxondmicos. O agrupamento das sequéncias operacionais em unidades
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taxondmicas produziu 3.621 e 6.888 espécies de filotipos na saliva e
biofilme, respectivamente. Segundo os autores, este trabalho da uma
visdo radicalmente nova para a diversidade da microflora oral humana,
que, com um numero estimado de 19.000 filotipos, é consideravelmente
maior do que o anteriormente reportado. Assim, esta nova visao torna-se
um desafio para os taxonomistas e ecologistas para determinar o impacto
dessa enorme riqueza microbiana em relagéo a fisiologia do equilibrio da
saude-doenca bucal.

Zaura et al. (2009) avaliaram a microbiota oral humana
de 3 individuos saudaveis afim de definir a diversidade, a singularidade e
o nivel de sobreposicdo dos 3 microbiomas. Amostras de diferentes
superficies dentarias, bochecha, palato duro, lingua e saliva foram
analisados pela técnica de pirosequencimanto. Os resultados
apresentaram predominantes taxas pertencentes aos Filos Firmicutes
(género Streptococcus, familia Veillonellaceae, género Granulicatella),
Proteobacteria (género Neisseria, Haemophilus), Actinobacteria (género
Corynebacterium, Rothia, Actinomyces), Bacteroidetes (género Prevotella,
Capnocytophaga, Porphyromonas) e Fusobacteria (género
Fusobacterium). De acordo com os autores, obteve-se a primeira
perspectiva da diversidade e singularidade do microbioma oral saudavel
do individuo com uma resolugcdo de sequenciamento de ultima geragao,
definindo assim o cerne da microbiota saudavel.

Dominguez-Bello et al. (2010) caracterizaram
comunidades bacterianas das méaes e seus bebés recém-nascidos por
pirosequenciamneto, quatro nascidos de parto normal e seis por
cesariana. Amostras da pele, mucosa oral e vagina das maes foram
amostradas 1 hora antes do parto e dos recém-nascidos, pele, mucosa
oral, e aspirado nasofaringeo em um tempo < 5 minutos e < 24 horas,
apos o parto. Os resultados mostraram que os bebés de parto normal
adquiriram comunidades bacterianas semelhantes a da microbiota vaginal

de sua prépria mae, dominada por Lactobacillus, Prevotella, ou Sneathia
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spp. Criangas nascidas de cesarea abrigaram comunidades bacterianas
semelhantes aos encontrados na superficie da pele, dominados por
Staphylococcus, Corynebacterium, e Propionibacterium spp. Estes
resultados estabelecem uma base importante para estudos do
microbioma humano em habitats diferentes do corpo e seus efeitos
associados na saude da crianca.

Ghannoum et al. (2010) avaliaram fungos presentes na
cavidade oral de 20 individuos saudaveis, utilizando o
pirosequenciamento. O estudo mostrou que em todas as amostras
estudadas, a cavidade oral apresentou 74 géneros de fungos cultivaveis e
11 n&o-cultivaveis. Entre estes géneros, 39 estavam presentes em
apenas uma pessoa, 16 géneros estavam presentes em dois
participantes, e 5 géneros estavam presentes em trés pessoas, enquanto
15 géneros (incluindo os nao-cultivaveis) estavam presentes em 4 (20%)
dos participantes. Espécies de Candida foram os mais frequentes (isolado
a partir de 75% dos participantes), seguido por Cladosporium (65%),
Aureobasidium, Saccharomycetales (50% para ambos), Aspergillus
(35%), Fusarium (30%), e Cryptococcus (20%). O numero de espécies na
cavidade oral de cada individuo variou entre 9 e 23.

Cephas et al. (2011) avaliaram o microbioma da saliva
de criangcas edéntulas e sua respectiva mée ou cuidadora. Amostras
foram coletadas de 5 bebés edéntulos com idade média de 4,6 + 1,2
meses de idade e suas méaes ou cuidadores primarios. Em média, mais
de 80.000 sequéncias por amostra foram geradas. Alta diversidade
bacteriana foi observada na saliva de adultos (1012 unidades
taxondbmicas operacionais) e bebés (578 unidades taxonOmicas
operacionais). Firmicutes, Proteobacteria, Actinobacteria, e Fusobacteria
estavam predominantes em todas as amostras. Um total de 397 géneros
de bactérias estava presentes em nosso conjunto de dados. Dos 28
géneros diferentes entre criancas e adultos, 27 tinham uma maior

prevaléncia em adultos. A excegao foi Streptococcus, que foi 0 género



35

predominante na saliva infantil (62,2% contra 20,4% em adultos).
Veillonella, Neisseria, Rothia, Haemophilus, Gemella, Granulicatella,
Leptotrichia, e Fusobacterium foram também géneros predominantes nas
amostras infantis, enquanto Haemophilus, Neisseria, Veillonella,
Fusobacterium, Oribacterium, Rothia, Treponema, e Actinomyces
predominaram nos adultos. Esse estudo demonstrou que uma rica
comunidade bacteriana existe na cavidade bucal do lactente mesmo
antes da erupcéao dentaria.

Crielaard et al. (2011) avaliaram a composicao
microbiana oral de criancas (n=74, com idades entre 3-18 anos) na
transicao natural a partir da dentigdo decidua para uma denticdo
permanente e relataram os perfis microbianos para seu estado de saude
oral. A composicdo dos microrganismos de saliva foi avaliada por
pirosequenciamento. Firmicutes, Bacteriodetes, Proteobacteria e
Actinobacteria predominaram em todos os grupos. A denticdo decidua
abrigou uma maior propor¢ado de Proteobacteria (Gammaproteobacteria,
Moraxellaceae) do que Bacteroidetes, enquanto que todos os outros
grupos Bacteroidetes foram tdo abundantes como Proteobacteria.
Bacteroidetes (principalmente género Prevotella), familia Veillonellaceae e
Espiroquetas aumentaram com a idade refletindo a maturacido do
microbioma impulsionado por mudancgas biolégicas com a idade.

Belda-Ferre et al. (2012) analisaram a cavidade oral
humana sob as condicdes de saude e doenga, com foco em biofilme
supragengival e caries. Foram avaliados por pirosequenciamento 8
amostras com diferentes status de saude oral. Estes dados mostraram
que as caries ndo sdo dominadas por S. mutans (a espécie originalmente
identificada como o agente etioldgico da carie dentaria), e sim por uma
comunidade complexa formada por dezenas de espécies de bactérias, de
acordo com a visao de que a carie € uma doenga polimicrobiana.

Jiang et al. (2013) analisaram por pirosequenciamento a
regiao hipervariavel do gene do RNAr 16S V1-V3 de amostras de biofilme
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supragengival de 20 criangas saudaveis e 20 criangas com carie precoce
e severa da infancia, entre 3 e 6 anos de idade. Trés géneros,
Streptococcus, Granulicatella, e Actinomyces, foram encontrados com
aumento significativo em criangas com carie precoce e severa da infancia.
Estes dados podem facilitar o conhecimento da microbiota para posterior
prevencdo e tratamento de criangas com carie precoce e severa da
infancia.

Ling et al. (2013) avaliaram a microbiota por
pirosequenciamento 454 da saliva ndo estimulada de 10 jovens adultos
entre 22 e 24 anos e 10 criangas entre 3 e 6 anos de idade com o objetivo
de obter as caracteristicas da microbiota de pacientes saudaveis. Tanto
nos adultos quanto nas criangcas a maioria das sequéncias pertencia aos
géneros Streptococcus, Prevotella, Neisseria, Haemophilus,
Porphyromonas, Gemella, Rothia, Granulicatella, Fusobacterium,
Actinomyces, Veillonella, e Aggregatibacter, maiores constituintes da
microbiota normal.

Xu et al. (2014) avaliaram o biofilme supragengival para
caracterizagao filogenética de 10 criangas com carie e 9 sem carie, todas
com menos de 30 meses e antes da erupgdo dos segundos molares
usando a metodologia do sequenciamento 454 e relataram que algumas
espécies, como Streptococcus e Veillonella estavam mais presentes em
criangas abaixo de 30 meses com caries em relacao a caries-free.

Jiang et al. (2014) avaliaram 60 criangas (3-7 anos de
idade), incluindo 30 livres de carie e 30 céarie ativa. O biofilme
supragengival foi coletado de esmalte intacto, lesées de mancha branca,
e carie em dentina. As amostras foram analisadas pelo
pirosequenciamento 454 nas regides hipervariaveis V1-V3. Foram obtidos
25.444 diferentes filotipos, 18 filos e 145 géneros. Reduzida diversidade
bacteriana foi encontrada na dentina cariada em comparagdo com os
outros grupos. Treze géneros (incluindo Capnocytophaga, Fusobacterium,

Porphyromonas, Abiotrophia, Comamonas, Tannerella, Eikenella,
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Paludibacter, Treponema, Actinobaculum, Stenotrophomonas,
Aestuariimicrobium e Peptococcus) foram associados com saude oral.
Oito géneros (incluindo Cryptobacterium, Lactobacillus, Megasphaera,
Olsenella, Scardovia, Shuttleworthia, Cryptobacterium e Streptococcus)
foram encontrados aumentados em carie de dentina e Actinomyces e
Corynebacterium estavam presentes significativamente em altos niveis
em lesbes de mancha branca (p < 0,05), enquanto Flavobacterium,
Neisseria, Bergeyella e Derxia foram encontrados em esmalte entacto (p
< 0,05). Os resultados mostram que a diversidade de bactérias orais €
especifica em diferentes status de progressao de carie.

Gomar-Vercher et al. (2014) avaliaram a composi¢cao da
microbiota oral por pirosequenciamento de pacientes em diferentes status
de carie. Foram coletadas 110 amostras de salivas de criangas com 12
anos de idade previamente divididos em 6 grupos de acordo com o status
de carie. Os resultados mostraram diferencas estatisticamente diferentes
entre 0os grupos quanto as classes e géneros. Streptococcus foi o género
mais frequente em todos os grupos, no entanto ndo houve diferenga entre
os grupos. Em pacientes com cavidades de carie, Porphyromonas e
Prevotella apresentaram uma porcentagem aumentada quando
comparado a individuos saudaveis. A diversidade bacteriana diminuiu
com a severidade da doenga. Assim, a variacdo entre os grupos foi
grande, mas nao houve claras diferencas, indicando que o uso de saliva
nao estimulada neste estudo possa nao ser confiavel.

Os recentes avangos nas técnicas de sequenciamento e
bioinformatica estdo proporcionando novos horizontes no estudo de
ecossistemas orais. Isto torna ainda mais interessante o estudo da
ecologia microbiana em bebés, ja4 que esta fase estd diretamente

relacionada com o desenvolvimento da saude bucal quando adulto.



3 PROPOSICAO

3.1 Objetivo geral

Avaliar o desenvolvimento da microbiota oral de bebés

atendidos em um programa de saude bucal para primeira infancia aos 6,

12, 18 e 24 meses de idade e suas respectivas maes.

3.2 Objetivo especifico

a)

b)

Avaliar longitudinalmente a diversidade microbiana
oral de bebés e suas respectivas maes por analise de
pirosequenciamento;

Avaliar a eficiéncia do protocolo da Bebé Clinica de
Aracatuba para este estudo na prevencdao de
doencas bucais, através da avaliagcdo de dieta,
higiene bucal, presengca de dentes, prevaléncia de
carie e condi¢cdes periodontais de bebés e suas

respectivas maes.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
com Seres Humanos Local da Faculdade de Odontologia de Aracatuba
(FOA/UNESP), seguindo diretrizes e normas regulamentadoras de
pesquisa com seres humanos, conforme Resolugdo n° 196/96 do
Conselho Nacional de Saude, sob protocolo FOA 2011-00623 (Anexo A).
As maes forneceram consentimento livre e esclarecido para a realizagcao
do trabalho (Apéndice A).

4.2 Populagao alvo

As maes dos bebés participantes da Bebé Clinica da
Faculdade de Odontologia de Aracatuba/UNESP foram informadas a
respeito dos objetivos e métodos de coleta de amostras clinicas do estudo
e convidadas a participar da pesquisa.

Para avaliar a eficiéncia do protocolo da Bebé Clinica de
Aracatuba para este estudo na prevencao de doencgas bucais, um total de
setenta e quatro pares de bebés aos 6 meses de idade e suas respectivas
maes foi incluido no inicio do estudo.

Primeiramente, as maes foram convidadas a participar de
uma palestra educativa e preventiva, sobre a importadncia do

estabelecimento de habitos adequados de higiene bucal, dieta alimentar,
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valorizacdo dos dentes deciduos, os cuidados necessarios para a
manutencdo da saude bucal, funcionamento da Bebé Clinica, dentre
outros temas. Cumprida esta exigéncia, o paciente passou a integrar o
quadro de participantes, sendo atendido com retornos agendados a cada
2 meses.

Os parametros clinicos de dieta, higiene bucal, erupgéao
dentaria, prevaléncia de carie e condigbes periodontais foram avaliadas
longitudinalmente, quando os bebés atingiram 6, 12, 18 e 24 meses de
idade.

4.3 Caracterizacao do estudo

Trata-se de um estudo longitudinal que teve o objetivo de
avaliar a eficacia de um protocolo preventivo na incidéncia de carie
dentaria e avaliar a diversidade microbiana oral de bebés e suas maes
aos 6, 12, 18 e 24 meses de idade.

A coleta de dados deste estudo foi feita entre os meses
de agosto de 2011 a margo de 2013.

Uma populagéo inicial de 74 bebés e suas respectivas
maes foi avaliada aos 6 meses. Nesta oportunidade, informagdes acerca
do protocolo preventivo adotado na Bebé Clinica da FOA/UNESP foram
fornecidas as maes. Avaliacbes clinicas e coleta de amostras foram

realizadas aos 6, 12, 18 e 24 meses de idade dos bebés.

4.4 Selegao de pacientes e coleta de dados clinicos

4.4.1 Selecao de pacientes e protocolo preventivo adotado
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O protocolo preventivo da Bebé-Clinica de
Aracatuba/UNESP consta de alguns passos (Cunha et al.,, 2000 com
modificagdes):

Passo 1. Para participar do programa, os pais ou
responsaveis devem assistir a uma palestra educativa. A disposi¢cdo dos
pais para participar desta atividade educacional é reforgcada pelo
nascimento de seu bebé. Este € um momento em que ha um desejo
natural por parte dos pais de querer o melhor atendimento para seu filho.
Assim, espera-se uma maior conformidade com as instrugbes do
programa.

A palestra aborda temas importantes, tais como: 1) a
necessidade de manter a saude bucal no contexto da saude geral; 2) a
necessidade de criar habitos alimentares de saude; 3) o valor de manter
os dentes deciduos saudaveis; 4) instrugdes sobre higiene para o cuidado
tanto dos tecidos moles e duros; 5) como usar suprimentos de fluor; 6)
explicagbes sobre o desenvolvimento de carie dentaria, desde as
primeiras fases, tais como o aparecimento de uma mancha branca até a
carie precoce da infancia.

Esta palestra tem a duracdo de 40 a 50 minutos e é
seguido por um periodo de 15 minutos de perguntas e respostas que da
aos pais a oportunidade de expressar e resolver suas duvidas.

Passo 2: Primeira visita. Na primeira visita sdo obtidos
dados sobre a histdéria completa de saude da familia, e um exame clinico
bucal completo dos bebés. Os fatores de risco de carie sdo avaliados
como se segue:

- Paciente de baixo risco: os pacientes sao classificados
como tendo um baixo risco de céries se: 1) a sua dieta ndo é cariogénica;
2) os pais estdo conscientes da prevencado de doencgas; 3) bebés que
recebem higiene bucal regular; e 4) tém acesso ao fluor.

- Paciente de alto risco: os pacientes sao classificados
como tendo um alto risco de carie , se: 1) a sua dieta é cariogénica; 2) se
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eles sdo alimentados com mamadeira a noite; 3) higiene bucal precaria ou
ausente; 4) ndo tém nenhum contato com flor ; e 5) os seus pais nao tém
conhecimento prévio sobre a importancia da saude bucal preventiva.

O protocolo para todos estes pacientes consiste em
quatro visitas consecutivas, com intervalos e instru¢ées de uma semana
para os cuidados de higiene oral a ser realizada em casa.

Durante a primeira visita clinica, a cavidade bucal e os
dentes s&o limpos com uma solugdo de peroxido de hidrogénio 10
volumes e agua filtrada/fervida (1:3) seguido por aplicagdo topica de
fluoreto de sédio (NaF 0,5%). Este é aplicado usando um swab, com
quatro gotas de solugao de fluoreto em cada extremidade; uma das quais
€ aplicada aos dentes superiores e o outro para os dentes inferiores.

Em casa, os pais devem manter os mesmos padroes de
dieta e higiene e adicionar aplicagdes tdpicas diarias de 0,05% NaF com
um cotonete durante a noite antes do bebé dormir.

A avaliagdo do protocolo comega na segunda visita. Os
pais sdo convidados a demonstrar os procedimentos de higiene oral que
tém realizado em casa. Sua técnica €& observada pela supervisdo do
dentista, que ira determinar se os procedimentos estao sendo realizados
corretamente. As maes foram questionadas sobre quaisquer alteracdes
nos habitos alimentares dos bebés.

Estes procedimentos s&o repetidos na terceira e na
quarta visita e o paciente passa a ser avaliado a cada 2 meses até os 4

anos de idade.

4.4.2 Avaliagao Clinica e anamnese

Todos os exames clinicos e anamnese foram realizados

por uma unica profissional cirurgia-dentista com especializacdo em
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Odontopediatria. Inicialmente, os tecidos moles e dentes foram limpos
utilizando uma gaze embebida em peroxido de hidrogénio diluido em
agua filtrada/fervida (3:1), seguindo o protocolo da Bebé-Clinica
(FOA/UNESP). A avaliacao clinica dos dentes limpos foi realizada com o
bebé posicionado em macri (maca para crianga) utilizando iluminagao
artificial e espelho clinico.

As condigdes periodontais dos bebés foram avaliadas
sem o0 uso de sonda, pois ha uma grande variabilidade na profundidade
do sulco gengival durante a erupg¢do dentaria. O exame periodontal foi
realizado avaliando a coloragcdo e textura da gengiva e observagao da
presenca de sangramento, inflamagao gengival ou calculo dentario. Todas
as superficies gengivais de todos os dentes foram avaliadas. Para exame
das maes, a avaliacdo periodontal foi realizada por um examinador
experiente usando o Periodontal Screening and Recording (PSR). O PSR
€ uma técnica de sondagem periodontal simples que foi desenhada para
acelerar a triagem da doenga periodontal (American Dental Association
and American Academy of Periodontics, 1992). Uma sonda PSR metalica
com extremidade arredondada de 0,5 mm e com uma banda colorida que
se estende de 3,5 a 55 mm (CP-11.5B, Hu-Friedy) foi utilizada. A
denticao foi dividida em sextantes e pontuada de acordo com a presenca
de sangramento 20 segundos apos a sondagem, presenga de biofiime e
calculo dentario e/ou restauragdes deficientes e a posigcdo da banda em
relacdo a margem gengival. Somente a maior pontuacdo de cada
sextante foi anotada (American Dental Association and American
Academy of Periodontics, 1992). Os dentes foram posteriormente
pontuados de acordo com os critérios sugeridos por Tekavec e Tekavec
(1993) e Wallace (1994).

A prevaléncia de carie foi avaliada utilizando o indice
ceod (dentes deciduos cariados, extragao indicada ou obturados) para os
bebés ou CPO-D (dentes permanentes cariados, perdidos ou obturados)
para as maes, de acordo com o sugerido pela Organizacdo Mundial de
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Saude (1997), modificado por Cardoso et al. (2005) para incluir lesbes
nao cavitadas (lesdes de mancha branca ativas ou inativas). A erupgao

dentaria foi observada e anotada.

4.4.3 Avaliagao da dieta e da higiene bucal

Em todos os periodos experimentais, as maes foram
entrevistadas para avaliagao do cumprimento das orientagdes fornecidas.

A ingestdo de alimentos foi avaliada de acordo com
Llena e Forner (2008). Os alimentos foram classificados em nove
categorias de acordo com a consisténcia, presenga e tipo de agucar: 1)
Alimentos aderentes e ricos em acgucar (biscoito, doces, balas, gomas,
frutas secas ou cristalizadas, doces que contenham acgucar, geléias,
coberturas de sorvete, marmelada, pé de moleque); 2) Alimentos
contendo agucar e amido (leite com cereais doces, biscoito, produtos de
padaria, chocolate); 3) Doces livres de agucar; 4) Leite adogcado e
produtos de uso diario (leite com achocolatado, flan, iogurtes e similares,
sorvete, leite com agucar, mel, papinhas doces); 5) Leite ndo adogado e
produtos de uso diario (leite puro, sorvete e iogurte sem agucar, queijo,
papinha salgada); 6) Liquidos adogados (sucos industrializados e
refrigerantes); 7) Frutas; 8) Alimentos ricos em amido semi-hidrolisado
(p@es industrializados, salgadinhos, batata frita industrializada); 9)
Alimentos livres de agucar (nozes, castanhas, massas).

As maes foram questionadas sobre os procedimentos de
higiene bucal e sobre habitos alimentares, particularmente o tipo de

alimentacgao (aleitamento materno ou artificial) e aleitamento noturno.
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4.5 Anadlise longitudinal da microbiota bucal de bebés e suas
respectivas maes por pirosequenciamento

4.5.1 Coleta da amostra de saliva

A coleta da saliva dos bebés foi realizada antes dos
procedimentos de avaliagdo clinica, uma vez que para realizagdo da
mesma precedeu-se a limpeza da cavidade bucal do bebé, podendo esta
interferir nos resultados microbiolégicos. As coletas foram realizadas
durante o dia com o auxilio de swabs na regido sublingual do bebé.
Foram utilizados 4 swabs por bebé, cujas pontas ativas foram
imediatamente armazenadas em tubos plasticos tipo eppendorfs estéreis
(Zaura et al., 2009). As amostras foram armazenadas a -80 °C até a
analise.

Uma amostra da saliva estimulada total das méaes
também foi coletada. Para estimulacido salivar foi orientado as maes que
mastigassem o parafilme. A saliva foi depositada em coletores universais
até a marca de 1 mL e posteriormente distribuida em tubos plasticos tipo
eppendorfs estéreis (Zaura et al., 2009). As amostras foram armazenadas
a -80 °C até a analise. A saliva estimulada total das mées foi coletada

para obtencéo dos dados de diversidade microbiana nos adultos.

4.5.2 Coleta de amostra de biofilme dentario

A coleta de amostra de biofilme dentario dos bebés
também foi realizada antes dos procedimentos de avaliagao clinica. As
coletas foram realizadas durante o dia com auxilio de microbrush estéril

(Microbrush International, Grafton, USA). O biofilme dentario foi coletado
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dos incisivos centrais superiores e quando estes ndo estavam presentes a
coleta foi realizada dos incisivos centrais inferiores. Foram coletados 2
microbrushs por bebé. Em seguida, a ponta ativa do microbrush foi
transferida para eppendorfs estéreis (Zaura et al., 2009). As amostras
foram armazenadas a -80 °C até a analise.

Uma amostra do biofilme dentario das maes também foi
coletada dos incisivos centrais superiores com auxilio de microbrush.
Foram coletados 2 microbrushs por mae. Em seguida, a ponta ativa do
microbrush foi transferida para eppendorfs estéreis (Zaura et al., 2009).

As amostras foram armazenadas a -80 °C até a analise.

4.6 Analise das amostras por pirosequenciamento

Para a selecdo de amostras para a analise da
diversidade microbiana oral de bebés aos 6, 12, 18 e 24 meses de idade
e suas respectivas maes, os seguintes critérios de inclusdo foram

adotados:

a) Bebés e maes que nado fizeram uso de
antimicrobianos nos 3 meses que precederam a
coleta de espécimes clinicos;

b)  pacientes n&do portadores de necessidades
especiais;

c) maes com mais de 15 elementos dentarios.

Os paradmetros clinicos de todos os 74 pares de
bebés/maes incluidos no estudo nos periodos de 6, 12, 18 e 24 meses
foram analisados para a seleg¢ao dos pacientes.
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Seguindo os critérios de exclusdo adotados, foram
selecionados 5 pares de bebés saudaveis e suas respectivas maes para a
andlise longitudinal. O critério de exclusdo mais frequentemente
observado nos bebés foi o uso de antibioticos.

Além disso, o bebé que desenvolveu lesbes de carie e
sua respectiva mae também foi avaliado, a fim de se verificar possiveis
modificagdes no microbioma.

Assim, um total de 90 amostras foram incluidas na
analise por pirosequenciamento nos periodos experimentais de 6, 12, 18

e 24 meses:

» Amostras aos 6 meses de idade do bebé:

Paciente 13: Saliva bebé (13SB6); Saliva Responsavel
(13SR6), Biofilme Responsavel (13BR6);

Paciente 45: Saliva bebé (45SB6); Saliva Responsavel
(45SR6), Biofilme Responsavel (45BR6);

Paciente 54: Saliva bebé (54SB6); Saliva Responsavel
(54SR6), Biofilme Responsavel (54BR6);

Paciente 64: Saliva bebé (64SB6); Saliva Responsavel
(64SR6), Biofilme Responsavel (64BR6);

Paciente 62: Saliva bebé (62SB6); Saliva Responsavel
(62SR6), Biofilme Responsavel (62BR6);

Paciente 08: Saliva bebé (08SB6), Biofiime do bebé (08BB6);
Saliva Responsavel (08SR6), Biofilme Responsavel (08BR6).

n total de amostras= 19

> Amostras aos 12 meses de idade do bebé:
Paciente 13: Saliva bebé (13SB12), Biofilme do bebé (13BB12);
Saliva Responsavel (13SR12), Biofilme Responsavel (13BR12).
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Paciente 45: Saliva bebé (45SB12), Biofilme do bebé (45BB12);
Saliva Responsavel (45SR12), Biofilme Responsavel (45BR12).

Paciente 54: Saliva bebé (54SB12); Saliva Responsavel
(54SR12), Biofilme Responsavel (54BR12).

Paciente 64: Saliva bebé (64SB12), Biofilme do bebé (64BB12);
Saliva Responsavel (64SR12), Biofilme Responsavel (64BR12).

Paciente 62: Saliva bebé (62SB12), Biofilme do bebé (62BB12);
Saliva Responsavel (62SR12), Biofilme Responsavel (62BR12).

Paciente 08: Saliva bebé (08SB12), Biofilme do bebé (08BB12);
Saliva Responsavel (08SR12), Biofilme Responsavel (08BR12).

n total de amostras= 23

» Amostras aos 18 meses de idade do bebé:

Paciente 13: Saliva bebé (13SB18), Biofilme do bebé (13BB18);
Saliva Responsavel (13SR18), Biofilme Responsavel (13BR18).

Paciente 45: Saliva bebé (45SB18), Biofilme do bebé (45BB18);
Saliva Responsavel (45SR18), Biofilme Responsavel (45BR18).

Paciente 54: Saliva bebé (54SB18), Biofilme do bebé (54BB18);
Saliva Responsavel (54SR18), Biofilme Responsavel (54BR18).

Paciente 64: Saliva bebé (64SB18), Biofilme do bebé (64BB18);
Saliva Responsavel (64SR18), Biofilme Responsavel (64BR18).

Paciente 62: Saliva bebé (62SB18), Biofilme do bebé (62BB18);
Saliva Responsavel (62SR18), Biofilme Responsavel (62BR18).

*Paciente 08: Saliva bebé (08SB18), Biofilme do bebé
(08BB18); Saliva Responsavel (08SR18), Biofilme Responsavel
(08BR18).

n total de amostras= 24

* Bebé que desenvolveu carie aos 18 meses.
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» Amostras aos 24 meses de idade do bebé:

Paciente 13: Saliva bebé (13SB24), Biofilme do bebé (13BB24);
Saliva Responsavel (13SR24), Biofilme Responsavel (13BR24).

Paciente 45: Saliva bebé (45SB24), Biofilme do bebé (45BB24);
Saliva Responsavel (45SR24), Biofilme Responsavel (45BR24).

Paciente 54: Saliva bebé (54SB24), Biofilme do bebé (54BB24);
Saliva Responsavel (54SR24), Biofilme Responsavel (54BR24).

Paciente 64: Saliva bebé (64SB24), Biofilme do bebé (64BB24);
Saliva Responsavel (64SR24), Biofilme Responsavel (64BR24).

Paciente 62: Saliva bebé (62SB24), Biofilme do bebé (62BB24);
Saliva Responsavel (62SR24), Biofilme Responsavel (62BR24).

Paciente 08: Saliva bebé (08SB24), Biofilme do bebé (08BB24);
Saliva Responsavel (08SR24), Biofilme Responsavel (08BR24).

n total de amostras= 24

4.6.1 Extragdo do DNA e Quantificagao

Para a extracdo do DNA das 90 amostras foi utilizado o
Qiamp DNA Mini Kit (QIAGEN, Alemanha). Para a saliva do bebé e
biofilmes, swabs e microbrushs foram imersos em tubos tipo eppendorfs
contendo 400 ul de solugao enzimatica (20 mg/ml de lisozima em 20 mM
TrisCl, pH 8,0, 2 mM EDTA, 1,2% Triton). A seguir, o conjunto foi
incubado por 40 minutos a 37 °C. Foi adicionado 20 pl de RNase A
solugao estoque (20 mg/ml) e, a seguir, 20 ul de proteinase K e 400 pl de
Buffer AL. Seguiu-se incubacédo a 56 °C por 30 minutos e por mais 15
minutos a 95 °C. Apods este periodo, os tubos foram levados a
centrifugacédo a 8.000 rpm por 10 segundos. Foi adicionado a cada tubo
400 ul de etanol (96-100%) e os tubos foram agitados em vortex. A
seguir, cuidadosamente 700 pl da mistura foi transferida para QlAamp
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Mini spin column. O material foi centrifugado a 8.000 rpm por 1 minuto. O
mesmo processo foi repetido mais duas vezes de acordo com o
fabricante.

Paralelamente, foi adicionado ao QlAamp Mini spin
column 500 pl de Buffer AW1 e entdo centrifugado a 8.000 rpm por 1
minuto. A seguir, foi adicionado 500 ul de Buffer AW2 e entao
centrifugado a 14.000 rpm por 3 minutos. Adicionou-se 100 ul de Buffer
AE e os tubos foram incubados 1 minuto e centrifugados a 8.000 rpm por
1 minuto.

A saliva da mae foi diluida em PBS (1500 ul de PBS para
375 ul da saliva mae). Este material foi centrifugado 10.0000 rpm por 5
minutos e o pellet ressuspendido em 200 pl da mistura enzimatica
descrita acima. O restante do protocolo foi exatamente igual ao descrito
acima para saliva do bebé e biofilme.

Imediatamente apds a extragdo, a amostra de DNA foi
submetida a analise de sua concentracao e pureza determinadas através
da leitura de absorbancia em 260 nm (UV - Concentracdo do DNA em
mg/ml = Abs x 100 x 50 ug/ml) e em 280 nm (quantificagdo de proteinas)
no espectrofotbmetro (NanoDrop, Thermo Scientific 2000, USA). A
relacdo entre a quantidade de DNA e de proteina é usada como
parametro para avaliagdo da qualidade do DNA extraido (grau de pureza)
= OD 260 nm / OD280 nm Razao = 1,7-2,0. Amostras cujos valores sao
acima de 2,0 muito RNA; Amostras cujos valores sao abaixo de 1,8 =
contaminagao com proteina. O DNA deve ter uma relagdo OD 260/280 de
1,8 ou mais.

Entdo, apos avaliagado da qualidade do DNA extraido, foi
realizada a quantificagcdo acurada de DNA com Qubit 2.0 Fluorometere
(Invitrogen, Life Technologies, USA) e seus kits. O primeiro passo foi o
preparo das solugcdes. Assim, a solugdo de trabalho do Qubit foi
preparada diluindo o Qubit reagente 1:2000 em Buffer Qubit. Para cada
amostra, 200 ul foram preparados da solugdo. Os tubos testes foram
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preparados usando o protocolo conforme instrucbes do fabricante
(Quadro 1):

Quadro 1 — Reacgéao para quantificacdo acurada de DNA

Padrao Amostras
Volume da solugao trabalho 190 plL 180-199 uL
Volume padrao 10 uL X
Volume de amostra para adicionar X 1-20 pL
Volume total em cada tubo 200 uL 200 uL

ApOs o preparo das amostras em tubo para PCR
capacidade de 0,5 mL, os mesmos foram levados em vortex por 3
segundos e entdo incubados a temperatura ambiente por 2 minutos. E,
apdés a calibracdo do aparelho com amostras padrdo, a leitura foi

realizada com as amostras teste no Qubit® 2.0 Fluorometere.

4.6.2 Amplificacdo do gene 16S rRNA (PCR)

O gene 16S rRNA (regido hipervariavel V5-V6) foi
amplificado utilizando o} forward primer 785F
(GGATTAGATACCCBRGTAGTC) e o reverse primer 1061R
(TCACGRCACGAGCTGACGAC). Os primers incluem o 454 Life
Sciences (Branford, CT, EUA) Adapter A (para forward primers) e B (para
reverse primers) fundido a extremidade 5 da sequéncia do primer
bacteriano do 16S rRNA.

A amplificagcdo (Mastercycler, Eppendorf, USA) foi
realizada seguindo o protocolo do FastStart High Fidelity PCR System
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(Roche, Alemanha) e um volume final de 50 pl foi obtido com as solugbes

abaixo (Quadro 2):

Quadro 2 — Volumes de cada reagente utilizado na reacdo de PCR para
amplificagdo do gene 16S rRNA

Reagente Volume
10x Fast Start Buffer with MgCl, 5ul
dNTP Mix 10mM cada 1ul
DNA (100 ng) 5ul
Primer Fe R 1ul cada
Fast Start High Fidelity Enzyme

1Ml
blend
Agua 36 pl
Volume total 50 pl

Apos o preparo do mix contendo o0s volumes
mencionados de todos os reagentes (Quadro 2), 100 ng de DNA ja
quantificado e normalizado das amostras foi acrescentado.

Apos o preparo, 0 seguinte ciclo para reacdo de
amplificagao foi utilizado: 95 °C por 4 minutos para ativagao; seguido de
30 ciclos de 95 °C por 1 minuto para desnaturacéo; 62 °C por 1 minuto
para anelamento, 72 °C por 1 minuto e 30 segundos para extensao. A
extensao final ocorreu na temperatura de 72 °C por 7 minutos.

Logo apds a reagao de PCR as amostras (produtos da
amplificagdo), foram analisadas imediatamente por eletroforese em gel de
agarose 1%. Utilizou-se gel de agarose a 1% (Invitrogen, Life
Technologies, USA) em tampao de Trisborato EDTA (pH 8,0) e corado
com Sybr Safe (0,1 ul/mL- Invitrogen, Life Technologies, USA). Foi
incluido no primeiro pogo de cada gel, um padrdo de peso molecular de

100 bp (Invitrogen, Life Technologies, USA). Apds o término de cada
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corrida (80 volts por 45 minutos), as bandas foram observadas com
auxilio de um transiluminador de luz ultravioleta.

A documentacio fotografica dos géis foi obtida com o
sistema Image Master-VDS (Pharmacia Biotech, Cambridge, England) e a
captura das imagens foram realizadas pelo programa LISCAP Image

Capture software.

4.6.3 Purificagdo das amostras

Apos a visualizagdo das bandas, as amostras foram
purificadas de acordo com o seguinte procedimento: as bandas foram
cortadas e colocadas em tubos de 1,5 ml devidamente nomeados; entdo
congeladas a -20 °C por pelo menos 4 horas; e centrifugadas por 10
minutos a 14.000 rpm. O sobrenadante foi removido e entdo o material foi
armazenado em um tubo de 0,2 mL e mantido a -20 °C até o uso.

Novamente, as amostras foram purificadas, agora com o
reagente Agencourt AMPure XP (Agencourt Bioscience, USA) de acordo
com protocolo sugerido pelo fabricante. Foi adicionado 1,8 pl de AMPure
XP para cada 1,0 yl de produto de PCR. O produto foi homogeneizado
com pipeta 10 vezes; a placa (Agencourt Bioscience, USA) foi colocada
sobre a base magnética e incubada por 5 minutos a temperatura
ambiente. Ainda com a placa sobre a base magnética, foi removido o
sobrenadante sem perturbar as beads; a placa foi removida da base
magnética e entéo foi adicionado 200 pl de etanol 70% em casa pogo;
novamente agitou-se levemente a placa 10 vezes. A placa foi incubada
por 1 minuto sob a base magnética. Apds, foi removido o sobrenadante
sem perturbar as beads; novamente a placa foi removida da base
magnética e 200 pl de etanol 70% foram adicionados em casa pogo;
novamente agitou-se levemente a placa 10 vezes. A placa foi incubada
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por 1 minuto sob a base magnética. Apos, foi removido o sobrenadante
sem perturbar as beads. Apos, a placa e a base foram previamente
aquecidos a 40 °C até que todos os pellets estivessem totalmente secos
(10-20 minutos). Cuidadosamente a placa e a base magnética foram
removidas e 40 pl de 1X TE (Tris-EDTA) foram adicionados em cada
poco. A placa foi removida da base magnética e os pellets foram
ressuspendidos. A placa e a base magnética foram novamente incubadas
por 2 minutos e o sobrenadante foi transferido para uma nova placa de
PCR com 96 pocos e selada e estocada a -20 °C.

ApoOs a purificagdo, as amostras foram quantificadas
utilizando-se o reagente Picogreen (Invitrogen, Life Technologies, USA).
Primeiro preparamos uma solugdo estoque de DNA a 2 ug/ml diluida em
TE. Depois determinamos a concentragdo com base na absorbéncia em
260 nm utilizando cuvetas de vidro. Para o padrao foi utilizado DNA
lambda a 100 pyg/mL do kit Quant-i PicoGreen diluido 50 x in TE para o
padrdao de 2 ug/ml. Para a curva foi utilizado o DNA diluido a partir da
solugdo estoque a 2 ug/mL DNA e entdo foi adicionado a solugcédo de
Picogreen e incubados por 5 minutos. Apds a incubagcdo as amostras ou

padrdes foram quantificados (excitagao ~ 480 nm, emisséao ~ 520 nm).

4.6.4 Montagem dos pools

As amostras foram entdo utilizadas para a montagem do

pool de amostras de acordo com a seguinte formula:

Moléculas / pl = concentracdo da amostra [ng/ul] x 6.022 x 10%

656,6x10° x tamanho do amplicon
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Apos o calculo do numero de moléculas presentes em
cada amostra utilizou-se para o pool, 1x 10° moléculas de cada amostra.
Para isso foi utilizada a seguinte férmula para a diluigéo:

(Moléculas/ ul -1 yl)
10°

Apos o calculo, o volume final de cada amostra foi
acertado para 10 pl, de forma que o pool continha em seu volume final 10
x n=volume final (n=numero de amostras).

Ap0os o preparo do pool, diluiu-se para o sequenciamento
na concentragdo de 1 x 10" moléculas, para isso adicionamos 2 ul do pool
de amostras a 198 ul de agua para biologia molecular. Apés a montagem
do pools as amostras foram enviadas para correr no 454 Roche FLX
Titanium. As 90 amostras foram divididas em 2 pools com 45 amostras
cada e entdo analisadas pelo pirosequenciamento 454 Roche FLX

Titanium.
4.7 Analise dos resultados

Para avaliacdo longitudinal de dieta e higiene bucal foi
utilizado o teste de McNemar com nivel de significancia de 5%. Dados de
erupgcao dentaria, prevaléncia de carie e condi¢cbes periodontais foram
descritos.

Para as analises moleculares, foi utilizado o software
Qiime 1.8 (http://giime.org/) (Quantitative Insights Into Microbial Ecology)
(Caporaso et al.,, 2010) seguindo o pipeline de novo Operational
Taxonomy Units (OTUs) em dados de 454. O QIIME compreende um

pacote completo de programas livres utilizados principalmente para
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comparacgao e analises de comunidades microbianas geradas através de
plataformas de sequenciamento de alto desempenho.

Em seguida, as sequéncias em Standard Flowgram
Format (SFF) foram extraidas para o formato FASTA utilizando o
programa sff_extract 3.0 (http://bioinf.comav.upv.es/sff_extract/index.html)
para cada pool de amostras. A proxima etapa foi identificar e contar
amostras baseado em seu cédigo de barras, foi utilizado o programa
split_libraries.py do Qiime.

Os critérios utilizados para selecionar as melhores
sequéncias foram: tamanho de 200 a 1000 pares de bases; score de
qualidade Phred > = 20; tamanho maximo permitido de homopolimeros =
6 pares de bases; aceitamos bases truncadas (essa opgao desabilita o
teste para bases ambiguas); utilizamos a opgao padrao para janela de
qualidade = 0. As sequéncias onde o cédigo de barras nao foi identificado
foram removidas do arquivo FASTA apds o filtro.

Dessa maneira, as Unidades Taxonémicas Operacionais
(OTUs) foram definidas por agrupamento a 97% de similaridade utilizando
como referéncia o banco de dados de OTUs mais recente (Fevereiro de
2012) do Greengenes com o método Uclust (Edgar, 2010). Para dar
continuidade as analises, foi executado o passo para reservar apenas
uma sequéncia (mais abundante) a qual é denominada de sequéncia
representativa de cada OTU.

O alinhamento multiplo das sequéncias representativas
de cada OTU foi realizado pelo método PyNAST (Caporaso et al., 2010)
utilizando o arquivo core_set aligned do Greengenes disponivel em
http://greengenes.lbl.gov/ como arquivo de comparagao.

A diversidade microbiana em nivel de Filos e Géneros de
bebés e mées foi descrita em graficos comparativos. Sendo que, a
comparagao entre as amostras de saliva e biofilme do bebé ao longo do
periodo experimental foram analisadas pelo teste de Friedman
(GraphPadPrism6.0).



5 RESULTADOS

Um total de setenta e quatro pares de bebés e mées foi
incluido no inicio do estudo. Este numero foi de 70 aos doze meses, 66
aos dezoito meses e 58 aos vinte e quatro meses de idade do bebé. As
principais causas de drop-outs foram desisténcia da adesdo ao Programa

e mudancga de endereco.

Perfil da populacio-alvo

Todos os responsaveis pelos bebés foram representados
pelas maes. A faixa etaria média das mées foi de 29,9 + 4,94.

A escolaridade da mae pode estar relacionada com seus
conhecimentos, costumes e habitos. Assim, 32 maes apresentaram
ensino superior completo, 32 segundo grau completo e os demais
distribuidos entre superior incompleto (7), segundo grau incompleto (1),

primeiro grau competo (1) e primeiro grau incompleto (1) (Figura 1).
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133%, 1,33%

1,33%

Figura 1 — Dados obtidos para escolaridade das méaes.

M 1° Grau incompleto

H 1° Grau completo

i 2° Grau incompleto

M 2° Grau completo

M Superior incompleto

i Superior completo

A renda familiar foi classificada em salarios minimos
(SM) e o nivel sécio-econdmico em alto (Acima de 60 SM), médio superior
(De 35 a 59 SM), médio (De 15 a 34 SM), médio inferior (De 5 a 14 SM),
baixo superior (De 3 a 4 SM) e baixo inferior (Abaixo de 3 SM) (Pastore e
Silva, 2000). Assim, 51,0% apresentaram renda familiar entre 3 e 4 SM,
31,0% entre 5 a 14 SM, 14,0% abaixo de 3 SM e 4,0% acima de 15 a 34
SM (Figura 2).

H Abaixo de 3 SM
H3a4SM
M5al14Sm

M 15a34SM

Figura 2 — Distribuicdo da renda familiar em salarios minimos (SM).
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Dados clinicos dos bebés

Género

Mesmo considerando os drop-outs ocorridos durante o
periodo experimental, observou-se que o porcentual de representacao
dos géneros mostrou-se equilibrada. A distribuicdo de género dos bebés
aos seis meses de idade (n=74) foi de 54,0% do género masculino e
46,0% do género feminino. Aos doze meses (n=70), 53,0% eram do
género masculino e 47,0% do género feminino. Aos dezoito meses
(n=66), este porcentual se manteve, observando-se também 53,0% do
género masculino. Aos vinte e quatro meses (n=58), 52,0% dos bebés

representaram o género masculino e 48,0% o género feminino.

Saude geral dos bebés e terapia com farmacos antimicrobianos

Em relagdo a saude geral dos bebés, observou-se que 7
nasceram prematuros. Um bebé foi submetido a cirurgia de hérnia
inguinal aos 2 meses de idade e outros 2 ficaram hospitalizados por
ocorréncia de infecgcao urinaria. Apenas 1 apresentou varicela aos trés
meses de idade.

Quanto a terapia antimicrobiana, observou-se que aos
seis meses, 22,0% dos bebés foram submetidos a terapia antimicrobiana
em funcdo de complicagbes de gripes, infecgdes de garganta e urinaria.
Este porcentual aumentou consideravelmente aos doze meses, no qual

verificamos que 47,0% foram submetidos a terapia antimicrobiana. As
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causas para o tratamento foram infeccdo de garganta, faringite, otite,
pneumonia, infecgao intestinal, infecgao urinaria ou candidose.

Aos dezoito meses, verificou-se que 35,0% dos bebés
foram submetidos a terapia antimicrobiana por complica¢des de gripes ou
infecgdo de garganta. Este porcentual aumentou novamente e aos vinte e
quatro meses, 50,0% foram tratados em algum momento com
antimicrobianos para tratamento de sinusite, infecgcdo de garganta e

pneumonia.

Dieta

O quadro 3 apresenta os dados sobre habitos de dieta
relatados pelos responsaveis nos periodos de 6, 12, 18 e 24 meses de
idade do bebé.

Apesar de ser preconizado pela OMS (Organizagao
Mundial de Saude, 1998) o aleitamento materno exclusivo até a faixa
etaria de 6 meses de idade, verificou-se que nesta faixa etaria, apenas
33,0% dos bebés recebiam aleitamento materno. Um total de 43,0%
recebiam aleitamento artificial e 24,0% associacdo de ambos. Aos doze
meses, 20,0% dos bebés recebiam aleitamento materno. Este porcentual
aos dezoito meses foi de 14,0% e aos vinte e quatro meses de 7,0%. O
porcentual de aleitamento materno associado ao artificial ao doze meses
foi de 13,0%, aos dezoito meses foi de 6,0% e aos vinte e quatro meses
foi de 3,0%.

Com relagdo aos habitos alimentares noturnos, que
apresentam reflexos importantes na saude bucal, observou-se que 66,0%
dos bebés mamavam durante a noite aos seis meses de idade. No
periodo de doze meses, este valor foi de 57,0% e aos dezoito meses de
44,0%. Nao foi observada reducao significativa aos 24 meses de idade
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(28,0%) (p = 0,850). Outro dado adicional que também apresenta valores
elevados durante todo o periodo experimental diz respeito ao habito de
dormir mamando. Um total de 58,0% dos bebés dormiam durante as
mamadas aos seis meses de idade, 54,0%; aos doze meses, 44,0% aos
dezoito meses e 38,0% aos 24 meses. Observou-se reducgéo significativa
do valor porcentual sobre o habito de dormir mamando ao longo da
avaliagao (p < 0,000).

O consumo de alimentos cariogénicos como o0s
pegajosos e ricos em agucar nao foi reportado aos seis meses de idade,
porém aumentou significativamente aos vinte e quatro meses de idade
(78,0%, p < 0,000). O uso de amido e agucar foi pouco reportado aos seis
meses de idade do bebé (9,0%), no entanto, aos 24 meses, 0 consumo
aumentou significativamente (81,0%, p < 0,000). Leite adogado e produtos
de uso diario ja faziam parte da dieta de 16,0% dos bebés aos seis meses
de idade. Aos vinte e quatro meses, este numero aumentou para 91,0%
(p < 0,000), sendo este aumento estatisticamente significativo. Aos seis
meses de idade, nenhum bebé teve contato com liquidos adogados
(sucos industrializados e/ou refrigerantes), ja aos vinte e quatro meses
83,0% dos bebés fazia uso numa frequéncia média de 7 vezes por
semana (p < 0,000). Dado de interesse, refere-se a precocidade da

introducao destes alimentos em parte da populacéao.
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Quadro 3 — Dados sobre os habitos alimentares dos bebés nos periodos
de 6, 12, 18 e 24 meses. Os dados apresentados sao porcentuais em

relagdo ao numero total de bebés analisados em cada periodo

Dieta Periodo de avaliagao
(porcentual em relagao ao n total no periodo)
6 meses 12 meses 18 meses 24 meses
(n=74) (n=70) (n=66) (n=58)
Aleitamento
- materno 33 20 14 7
- artificial 43 67 80 90
- misto 24 13 6 3
Dorme enquanto 58 54 44 38
mama
Mamadas 66 57 44 28
noturnas
Alimentacéao 0 9 65 78
aderente e rica
em acucar
Alimentacao 9 83 92 81
com amido e
agucar
Doces livres de 0 0 0 0
agucar
Leite adogcado e 16 60 86 91
produtos de uso
diario
Leite ndo 99 100 100 100
adocado e
produtos de uso
diario
Bebidas 0 17 74 83
adocadas
Frutas 95 99 100 100
Alimentos ricos 4 69 86 88
em amido semi-
hidrolisado
Alimentos livres 1 44 100 97

de acucar
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Higiene bucal

Aos seis meses de idade do bebé, 59,0% das méaes
declararam realizar procedimento de higiene bucal utilizando gaze ou
fralda embebida em agua. Um total de 41,0% responderam né&o ter o
habito de higienizar a boca dos bebés. Com a participagdo das maes no
programa preventivo, observou-se aumento da porcentagem de mées que
realizavam procedimento de higiene bucal para 94,0% aos doze meses
de idade do bebé, sendo que destes 94,0% usavam gaze ou fralda
embebida em perdxido de hidrogénio 10 volumes e agua filtrada/fervida
(1:3) de acordo com o protocolo da bebé clinica e 6,0% usavam escova e
dentifricio sem fluor; aos dezoito meses este porcentual foi para 98,0%,
sendo que 62,0% realizavam a higiene com escova e dentifricio sem fluor
e 38,0 com gaze ou fralda de acordo com protocolo; aos vinte e quatro
meses a porcentagem foi de 100,0 (p < 0,000), sendo que, 97,0% usavam
escova dental e dentrificio e 3,0% gaze ou fralda de acordo com
protocolo.

Quanto ao habito de higiene noturna 58,0% declararam
realizar o mesmo aos seis meses de idade do bebé. Fornecida as
orientagdes de higiene noturna para as maes (higiene da cavidade oral e
dentes com gaze ou fralda e uma solugcado de peréxido de hidrogénio e
agua filtrada/fervida 3:1, ou escova de dente e dentifricio sem fluor,
seguido pela aplicagao de fluor tépico 0,05% com cotonete nos dentes
superiores e inferiores, antes do bebé dormir) este habito aos doze meses
aumentou para 67,0%, e aos dezoito meses para 77,0%, chegando a um

total de 90,0% aos vinte e quatro meses (p < 0,000).
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Condicoes bucais dos bebés: Erupcdo dentaria, condicdo gengival e

prevaléncia de carie

Aos seis meses, 70,0% dos bebés apresentaram-se
edéntulos e seus roletes gengivais e tecidos moles bucais apresentaram
condicdo de normalidade. Dezenove bebés (26,0%) apresentaram na
cavidade bucal os incisivos centrais inferiores (71 e 81), e trés bebés
apresentaram mais de 2 dentes. A prevaléncia de carie (ceo-d) neste
periodo experimental foi igual a 0.

Aos doze meses, 10,0% dos bebés apresentaram-se
edéntulos, 29,0% apresentaram até 4 dentes e 61,0%, mais de 4 dentes.
Os roletes gengivais e tecidos moles bucais apresentaram condi¢cdo de
normalidade. Aos dezoito meses, um total de 68,0% dos bebés
apresentaram na cavidade bucal incisivos e molares, exceto caninos.
Apenas 27,0% apresentaram todos os grupos de dentes deciduos
(incisivos, caninos e molares) e ainda 5,0% apresentaram apenas os
incisivos. As condi¢cbes de tecidos moles bucais também apresentaram
condicbes de normalidade. Em relacdo a prevaléncia de carie (ceo-d)
apenas 1 bebé (1,51%) apresentou lesdo de carie nos incisivos centrais
superiores e lesdo de mancha branca no incisivos laterais superiores.

Aos vinte e quatro meses, 90,0% dos bebés
apresentaram na cavidade bucal todos os grupos de dentes deciduos
(incisivos, caninos e molares). Apenas 10,0% apresentaram auséncia do
grupo caninos. As condicbes de tecidos moles bucais também
apresentaram condi¢cbes de normalidade. Em relagdo a prevaléncia de
carie (ceo-d) apenas 1 bebé (1,7%) apresentava manchas brancas

inativas e cavidades de carie estabilizadas.
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Dados clinicos da mae

Saude geral das maes e terapia com farmacos antimicrobianos

O porcentual de maes que se submeteram a alguma
terapia antimicrobiana foi de 12,0% aos seis meses de idade do bebé,
11,0% aos doze meses, 35,0% aos dezoito meses e 14,0% aos vinte e
quatro meses. As causas foram infecgdo de garganta ou extragao de

dentes.

Condicoes bucais das maes: Prevaléncia de carie

O indice CPO-D coletivo nos periodos experimentais foi
calculado de acordo com a férmula a seguir: CPO-D coletivo = soma dos
dentes permanentes cariados + perdidos + obturados + mancha branca
ativa + mancha branca inativa / n° de individuos examinados. Os dados
individuais dos numeros de dentes cariados, perdidos e obturados (CPO-
D) das maes estao apresentados em Apéndice D.

O CPO-D coletivo obtido para o grupo de méaes aos 6
meses de idade do bebé foi de 10,27, aos 12 meses foi de 10,12, aos 18

meses foi de 10,15 e os 24 meses 10,06.

Condicdes bucais das maes: Condigdes periodontais
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Com relacdo as condicbes periodontais da mae,
observou-se 0s seguintes sinais clinicos: sangramento ao exame
periodontal (6 meses de idade do bebé — 7,0%, 12 meses — 20,0%, 18
meses — 17,0%; 24 meses — 14,0%) e sangramento e presencga de calculo
(6 meses de idade do bebé- 9,0%, 12 meses — 13,0%, 18 meses —
10,0%; 24 meses — 19,0%).

As maes foram encaminhadas ao Servigo de Triagem da

FOA/UNESP para solucionamento das necessidades de tratamento.

Andlise longitudinal da microbiota bucal de bebés por

pirosequenciamento

Para a selegcdo dos 5 pares de bebés e maes para a
analise de pirosequenciamento, foram analisados além dos critérios de
inclusdo, os perfis de dieta, higiene bucal, presenca de dentes,
prevaléncia de carie e condicdes periodontais dos bebés (Apéndice E),
com o objetivo de obter uma amostra o0 mais homogénea possivel de

bebés com saude geral e bucal e sem ocorréncia de caries.

Saliva

A analise longitudinal da microbiota da saliva dos 5
bebés mostrou a ocorréncia de 7 filos em diferentes prevaléncias ao longo
do tempo. Foram observados os filos: Actinobacteria, Bacteroidetes,
Firmicutes, Proteobacteria, Fusubacteria, TM7 e SR1. A distribuicdo

porcentual de Filos esta apresentada no Quadro 4.
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Nao foram observadas diferengcas estatisticamente
significantes nas porcentagens médias de Actinobacteria (p = 0,5612),
Bacterioidetes (p = 0,0666), Proteobacteria (p = 0,1163), Fusobacteria (p
= 0,3461), TM7 (p = 0,0532) e SR1 (p = 0,2500) quando comparados 0s
periodos de 6, 12, 18 e 24 meses (Figura 3).

Diferencas estatisticamente significativas na presencga de
Firmicutes foram observadas entre os periodos de 6 e 18 meses (p =
0,0014). Reducéo do porcentual representativo deste Filo foi observada
ao longo dos periodos de avaliagdo (6 meses = 74,18 + 7,38; 12 meses =
55,74 + 12,64; 18 meses = 47,64 + 10,74 e 24 meses = 47,82 + 16,73)
(Figura 4).

Quadro 4 — Porcentagem média e desvio-padréo de ocorréncia dos Filos
nas amostras de saliva dos bebés nos periodos de avaliagédo 6, 12, 18 e
24 meses

Filo Periodo de avaliagao Valor de p*
6 meses 12 meses 18 meses 24 meses
Actinobacteria 2,06 (1,63) | 0,86 (0,69) | 3,98 (5,40) 7,18 0,5612
(10,26)
Bacteroidetes 57 14,02 9,5 13,78 0,0666
(7,43) (4,59) (3,06) (5,23)
Firmicutes 74,18 55,74 47 .64 47,82 0,0087
(7,38) (12,64) (10,74) (16,73)
Proteobacteria 1,30 (1,16) | 6,90 (5,83) 11,10 9,08 0,1163
(9,22) (7,15)
Fusobacteria 0,54 (0,69) | 1,72 (1,15) | 2,12 (3,06) 1,78 0,3461
(2,09)
TM7 0,16 (0,36) | 0,22 (0,22) 3,4 0,50 0,0532
(4,87) (0,41)
SR1 0 0,02 (0,04) | 0,02 (0,04) 0,12 0,2500
(0) (0,21)

*Diferengas estatisticamente significantes p < 0,05.
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Figura 3 — Porcentagem média de diferentes Filos observados nas amostras de saliva

dos bebés aos 6, 12, 18 e 24 meses.
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Figura 4 — Porcentagem média do Filo Firmicutes na saliva dos bebés aos 6, 12, 18 e 24
meses. Os asteriscos indicam diferenca estatisticamente significativa (p < 0,05).

Foram identificados 30 géneros nas amostras de saliva
dos bebés aos seis meses de idade. Observou-se um aumento
consideravel da diversidade de géneros entre os seis e doze meses,
sendo que foram identificados 44 géneros nas amostras coletadas no
primeiro ano de vida. Aos dezoito e vinte e quatro meses, o numero de
géneros presentes ndo apresentou elevagao consideravel, mantendo-se
em 45 e 40, respectivamente (Quadro 5).

Observou-se a reducado da deteccao de novos géneros
ao longo dos periodos experimentais. Aos doze meses de vida do bebé,
observou-se que 20 novos géneros foram detectados quando comparado
com o0 observado aos 6 meses. Aos dezoito meses, 7 novos géneros
foram detectados. Aos 24 meses, foram detectados apenas 4 novos
géneros. Vinte e quatro géneros foram comuns a todos os periodos
experimentais.

O género Streptococcus foi observado em todos os

periodos experimentais com os maiores porcentuais de ocorréncia. Aos
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seis meses de vida do bebé, destacam-se ainda a presenca dos géneros
Gemella spp., Granulicatella spp., [Prevotella] spp. (familia
Paraprevotellaceae), Rothia spp. e Veillonella spp. Aos doze meses,
somam-se aos géneros citados a deteccdao de Porphyromonas spp.,
Prevotella spp., Fusobacterium spp., Neisseria spp. € Haemophilus spp. O
género Burkholderia aparece com ocorréncia aumentada
proporcionalmente aos dezoito meses de vida do bebé. Ainda, aos
dezoito meses ocorreu um aumento na porcentagem média do género
Actinomyces que persiste aos vinte e quatro meses de idade do bebé.
Aos vinte e quatro meses de idade do bebé além dos
géneros acima citados ganham destaque os géneros Capnocytophaga
spp., Corynebacterium spp. e Leptotrichia spp. Pedobacter spp.,
Lactobacillus spp. e Treponema spp. foram identificados em porcentagens
baixas somente aos seis meses de idade do bebé, ndo sendo detectados

aos 12, 18 e 24 meses.

Quadro 5 — Porcentagem média e desvio-padrao de ocorréncia dos
géneros nas amostras de saliva dos bebés nos periodos de avaliagéo 6,
12, 18 e 24 meses*

(continua)
Periodos experimentais
Géneros 6 meses 12 meses | 18 meses | 24 meses
Actinobacillus spp. 0,03 (0,03) 0,38 (0,49) 0,99 (1,56) 0,40 (0,38)
Actinomyces spp. 0,64 (0,73) 0,41 (0,30) 2,73 (3,78) 1,77 (2,14)
Aggregatibacter spp. 0,01 (0,01) 0,05 (0,05) 0,03 (0,03) 0,01 (0,03)
Burkholderia spp. 0,08 (0,18) 0,02 (0,05) 5,22 (11,67) 0,57 (1,27)
Capnocytophaga spp. 0,03 (0,07) 0,29 (0,21) 0,76 (1,27) 2,00 (2,73)
Coprococcus spp. 0,01 (0,01) 0,005 (0,01) 0,002 (0,005) 0,005 (0,01)
Corynebacterium spp. 0,07 (0,09) 0,12 (0,12) 0,54 (0,93) 1,23 (1,69)
Fusobacterium spp. 0,15 (0,15) 1,27 (1,16) 1,33 (1,73) 0,30 (0,40)
Gemella spp. 1,28 (1,50) 0,45 (0,45) 0,24 (0,20) 0,83 (0,85)
Granulicatella spp. 5,17 (6,25) 10,79 (8,73) 7,92 (2,60) 7,45 (3,72)
Haemophilus spp. 0,38 (0,60) 2,52 (2,75) 2,34 (2,18) 1,05 (1,18)
Lautropia spp. 0,01 (0,02) 0,04 (0,04) 0,04 (0,05) 0,48 (0,62)
Leptotrichia spp. 0,37 (0,68) 0,30 (0,31) 0,77 (1,42) 1,46 (2,10)
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Quadro 5 — Porcentagem média e desvio-padrao de ocorréncia dos
géneros nas amostras de saliva dos bebés nos periodos de avaliagdo 6,

12, 18 e 24 meses*

(continuacéo)

Periodos experimentais

Géneros 6 meses 12 meses | 18 meses | 24 meses
Neisseria spp. 0,36 (0,32) 3,32 (2,92) 2,25 (1,87) 3,35 (3,93)
Oribacterium spp. 0,02 (0,03) 0,03 (0,03) 0,004 (0,005) 0,01 (0,03)
Phascolarctobacterium spp. 0,03 (0,04) 0,01 (0,02) 0,02 (0,02) 0,01 (0,02)
Porphyromonas spp. 0,20 (0,26) 3,37 (1,84) 3,68 (5,47) 4,70 (4,52)
[Prevotella] spp. 4,29 (6,91) 7,92 (5,55) 2,22 (2,71) 3,05 (4,11)
Prevotella spp. 0,73 (1,46) 1,36 (1,73) 2,18 (2,20) 2,15 (2,28)
Pseudomonas spp. 0,01 (0,01) 0,002 (0,005) 0,005 (0,01) 0,95 (2,10)
Rothia spp. 1,34 (1,29) 0,33 (0,32) 0,70 (0,84) 3,51 (5,52)
Staphylococcus spp. 0,18 (0,30) 0,58 (0,77) 1,07 (1,02) 0,16 (0,31)
Streptococcus spp. 50,9 (8,95) 30,41 (11,40) | 28,66 (10,56) | 31,26 (16,85)
Veillonella spp. 11,5 (5,98) 9,35 (8,08) 4,79 (6,47) 3,65 (4,63)
Campylobacter spp. 0,01 (0,03) 0,01 (0,03) 0,01 (0,01) 0 (0)
Selenomonas spp. 0,01 (0,01) 0,50 (1,12) 0,002 (0,006) 0 (0)
Moryella spp. 0,01 (0,02) 0(0) 0,01 (0,02) 0,02 (0,05)
Lactobacillus spp. 0,01 (0,01) 0(0) 0 (0) 0 (0)
Pedobacter spp. 0,01 (0,01) 0(0) 0 (0) 0 (0)
Treponema spp. 0,01 (0,03) 0(0) 0(0) 0 (0)
Cardiobacterium spp. 0 (0) 0,02 (0,04) 0,01 (0,02) 0,01 (0,02)
Catonella spp. 0 (0) 0,03 (0,04) 0,004 (0,005) 0,03 (0,06)
Kingella spp. 0 (0) 0,01 (0,01) 0,01 (0,01) 0,04 (0,05)
Mogibacterium spp. 0 (0) 0,002 (0,005) 0,002 (0,005) | 0,002 (0,005)
Vagococcus spp. 0 (0) 0,002 (0,004) 0,003 (0,006) | 0,002 (0,005)
Eikenella spp. 0 (0) 0,05 (0,12) 0,07 (0,10) 0,30 (0,67)
Atopobium spp. 0 (0) 0,002 (0,005) | 0,005 (0,010) 0(0)
Megasphaera spp. 0 (0) 0,02 (0,04) 0,005 (0,010) 0 (0)
Moraxella spp. 0 (0) 0,01 (0,02) 0,005 (0,011) 0(0)
Peptococcus spp. 0 (0) 0,002 (0,005) 0,002 (0,005) 0 (0)
Syntrophomonas spp. 0 (0) 0,01 (0,02) 0,004 (0,006) 0 (0)
Facklamia spp. 0 (0) 0,002 (0,005) 0(0) 0,002 (0,005)
Peptostreptococcus spp. 0 (0) 0,002 (0,005) 0(0) 0,005 (0,010)
[Ruminococcus] spp. 0 (0) 0(0) 0,004 (0,006) | 0,002 (0,005)
Propionibacterium spp. 0 (0) 0(0) 0,002 (0,01) 0,19 (0,42)
Alloiococcus spp. 0 (0) 0(0) 0,002 (0,01) 0,01 (0,03)
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Quadro 5 — Porcentagem média e desvio-padrao de ocorréncia dos
géneros nas amostras de saliva dos bebés nos periodos de avaliagdo 6,

12, 18 e 24 meses*

(concluséo)

Periodos experimentais

Géneros 6 meses 12 meses | 18 meses | 24 meses
Acinetobacter spp. 0 (0) 0,005 (0,011) 0 (0) 0 (0)
Chryseobacterium spp. 0 (0) 0,002 (0,005) 0 (0) 0 (0)
Microbacterium spp. 0(0) 0,002 (0,005) 0 (0) 0 (0)
Scardovia spp. 0(0) 0,002 (0,004) 0 (0) 0 (0)
Tannerella spp. 0(0) 0,02 (0,05) 0 (0) 0 (0)
Conchiformibius spp. 0(0) 0 (0) 0,002 (0,005) 0 (0)
Nesterenkonia spp. 0 (0) 0 (0) 0,002 (0,005) 0 (0)
Stenotrophomonas spp. 0 (0) 0 (0) 0,002 (0,004) 0 (0)
TG5 spp. 0 (0) 0 (0) 0,002 (0,006) 0 (0)
Abiotrophia spp. 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0,01 (0,02)
Janthinobacterium spp. 0(0) 0 (0) 0 (0) 0,19 (0,42)
Parvimonas spp. 0(0) 0 (0) 0 (0) 0,01 (0,02)
Sphingomonas spp. 0(0) 0 (0) 0 (0) 0,19 (0,42)

*Porcentagens mais relevantes em negrito.

Biofilme

A analise longitudinal da microbiota do biofilme dos

bebés mostrou a ocorréncia de 8 filos em diferentes prevaléncias ao longo

do tempo. Foram observados os filos: Actinobacteria, Bacteroidetes,

Cyanobacteria, Firmicutes, Fusubacteria, Proteobacteria, TM7 e SR1.

Também foi observado Aquificae e Tenericutes em porcentuais bem

reduzidos. A distribuicdo porcentual de Filos esta apresentada no Quadro

6. Nao foram observadas diferengas estatisticamente significantes nas
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porcentagens médias de Filos observados quando comparados os

periodos de 6, 12, 18 e 24 meses (Figura 5).

Quadro 6 — Porcentagem média e desvio-padréo de ocorréncia dos Filos
nas amostras de biofilme dos bebés nos periodos de avaliacéo 6, 12, 18 e

24 meses
Filo Periodo de avaliagao Valor de p*
12 meses 18 meses 24 meses

Actinobacteria 7,53 (6,73) 21,16 (12,30) 24,78 (19,2) 0,3673
Bacteroidetes 4,18 (2,35) 9,4 (10,48) 14,96 (14,7) 0,3673
Firmicutes 52,53 (20,84) 39,16 (14,93) 25,22 (14,5) 0,0093
Proteobacteria | 17,18 (9,40) 7,2 (7,49) 9,66 (8,57) 0,0934
Fusobacteria 0,68 (0,66) 1,06 (0,67) 1,16 (0,83) 0,6914
™7 0,1 (0,08) 0,58 (0,59) 2,24 (4,13) 0,1204
SR1 0,05 (0,1) 0(0) 0,1(0,17) 0,4444
Aquificae 0,03 (0,05) 0(0) 0(0) 0,9999
Tenericutes 0,03 (0,05) 0(0) 0 (0) 0,9999
Cyanobacteria 0,55 (1,10) 0(0) 0(0) 0,9999

*Diferencas estatisticamente significantes p < 0,05.
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Figura 5 — Porcentagens médias de diferentes Filos observados nas amostras de

biofilme dos bebés aos 6, 12, 18 e 24 meses.
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O Quadro 7 apresenta as porcentagens médias e
desvios-padrao de ocorréncia dos géneros nas amostras de biofilme dos
bebés nos periodos de avaliagdo de 12, 18 e 24 meses. Aos seis meses
de idade, nenhum dos 5 bebés avaliados apresentava dentes
erupcionados que permitissem a coleta de biofilme dentario.

Foram detectados 77 géneros nas amostras de biofilme
dentario aos 12 meses de idade do bebé. Observou-se decréscimo do
numero de géneros presentes (n=52) no biofilme dentario aos 18 meses
em relagdo a avaliagdo anterior. Aos 24 meses, 0 numero de géneros se
manteve em 53.

Um total de 35 géneros foi detectado em todos os
periodos experimentais. Chama atengdo o grande numero de géneros
detectados apenas na primeira coleta, ja que vinte e cinco géneros foram
detectados apenas nesta coleta, ndo sendo posteriormente verificados
aos 18 e 24 meses.

Observou-se predominio do género Streptococcus spp.
em todos os periodos experimentais, porém em porcentagem reduzida ao
encontrado na saliva. Aos 12 meses, destacam-se ainda os géneros
Actinomyces spp., Capnocytophaga spp., Corynebacterium spp., Gemella
spp., Granulicatella spp., Haemophilus spp., Neisseria, Porphyromonas
spp., Pseudomonas spp. e Propionibacterium spp.

Aos 18 meses, detectou-se em porcentagens
representativas os géneros Actinomyces spp., Burkholderia spp.,
Capnocytophaga spp., Corynebacterium spp., Granulicatella spp.,
Neisseria spp., Rothia spp., Veillonella spp. Aos 24 meses, 0S géneros
Corynebacterium spp., Capnocytophaga spp., Prevotella spp., Rothia spp.
foram encontrados com maior ocorréncia em relagdo aos demais periodos

experimentais.
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Quadro 7 — Porcentagem média e desvio-padrdao de ocorréncia dos
géneros nas amostras de biofilme dos bebés nos periodos de avaliagao
12, 18 e 24 meses*

(continua)
Periodos experimentais
Géneros 12 meses 18 meses 24 meses
Abiotrophia spp. 0,03 (0,06) 0,09 (0,08) 0,18 (0,39)
Acinetobacter spp. 0,07 (0,14) 0,003 (0,006) 0,003 (0,007)
Actinobacillus spp. 0,73 (0,78) 0,06 (0,08) 0,06 (0,09)
Actinomyces spp. 3,95 (6,67) 13,23 (12,12) 6,34 (5,81)
Bosea spp. 0,12 (0,21) 0,01 (0,02) 0,02 (0,03)
Burkholderia spp. 0,19 (0,27) 1,21 (2,59) 0,39 (0,80)
Capnocytophaga spp. 1,91 (3,09) 7,01 (10,98) 10,22 (9,93)
Cardiobacterium spp. 0,19 (0,38) 0,04 (0,05) 0,77 (1,02)
Catonella spp. 0,02 (0,04) 0,01 (0,01) 0,02 (0,05)
Cloacibacterium spp. 0,04 (0,09) 0,01 (0,03) 0,01 (0,01)
Corynebacterium spp. 1,07 (1,44) 3,27 (2,29) 10,84 (10,85)
Eikenella spp. 0,25 (0,42) 0,16 (0,28) 0,09 (0,18)
Flavobacterium spp. 0,14 (0,26) 0,01 (0,02) 0,003 (0,008)
Fusobacterium spp. 0,31 (0,39) 0,25 (0,20) 0,61 (0,54)
Gemella spp. 1,09 (1,21) 0,86 (0,86) 0,56 (0,87)
Granulicatella spp. 3,06 (2,87) 5,12 (9,17) 2,78 (1,99)
Haemophilus spp. 1,43 (1,42) 2,79 (5,86) 0,54 (0,96)
Kingella spp. 0,45 (0,87) 0,17 (0,31) 0,53 (0,98)
Lautropia spp. 0,92 (1,83) 0,60 (1,02) 0,59 (0,59)
Leptotrichia spp. 0,19 (0,25) 0,81 (0,72) 0,53 (0,49)
Moraxella spp. 0,01 (0,03) 0,02 (0,05) 0,10 (0,22)
Mycobacterium spp. 0,05 (0,06) 0,01 (0,03) 0,003 (0,008)
Neisseria spp. 3,53 (5,41) 1,33 (1,20) 3,47 (5,17)
Oribacterium spp. 0,01 (0,02) 0,01 (0,02) 0,01 (0,01)
Porphyromonas spp. 1,30 (1,44) 0,86 (0,97) 1,30 (1,33)
[Prevotella] spp. 0,09 (0,11) 0,08 (0,15) 0,07 (0,09)
Prevotella spp. 0,11 (0,14) 0,72 (0,99) 2,31 (4,77)
Propionibacterium spp. 2,02 (3,37) 0,12 (0,18) 0,04 (0,05)
Pseudomonas spp. 7,47 (9,95) 0,28 (0,34) 0,38 (0,45)
Ralstonia spp. 0,05 (0,08) 0,002 (0,004) 0,01 (0,01)
Rothia spp. 0,19 (0,11) 4,32 (7,53) 6,70 (5,64)
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Quadro 7 — Porcentagem média e desvio-padrdao de ocorréncia dos
géneros nas amostras de biofilme dos bebés nos periodos de avaliagéo

12, 18 e 24 meses*

(continuacéo)

Periodos experimentais

Géneros 12 meses 18 meses 24 meses
Staphylococcus spp. 0,21 (0,15) 0,02 (0,02) 0,21 (0,32)
Streptococcus spp. 17,43 (7,78) 26,57 (13,35) 17,25 (11,17)
Turicibacter spp. 0,01 (0,01) 0,01 (0,01) 0,01 (0,01)
Veillonella spp. 0,48 (0,30) 1,32 (1,46) 0,59 (0,66)
Arthrobacter spp. 0,04 (0,08) 0,01 (0,02) 0 (0)
Enterococcus spp. 0,002 (0,004) 0,003 (0,006) 0 (0)
Facklamia spp. 0,01 (0,03) 0,003 (0,006) 0(0)
Klebsiella spp. 0,23 (0,46) 0,02 (0,02) 0 (0)
Leucobacter spp. 0,03 (0,06) 0,00 (0,01) 0 (0)
Leuconostoc spp. 0,03 (0,07) 0,01 (0,02) 0 (0)
Sphingomonas spp. 0,06 (0,13) 0,05 (0,11) 0 (0)
Aggregatibacter spp. 0,06 (0,06) 0(0) 0,05 (0,11)
Anaerococcus spp. 0,03 (0,06) 0 (0) 0,003 (0,008)
Bacillus spp. 0,03 (0,05) 0(0) 0,003 (0,008)
Chryseobacterium spp. 0,11 (0,16) 0(0) 0,01 (0,02)
Clavibacter spp. 0,01 (0,02) 0(0) 0,01 (0,01)
Dietzia spp. 0,01 (0,02) 0(0) 0,003 (0,008)
Limmohabitans spp. 0,003 (0,002) 0 (0) 0,006 (0,01)
Moryella spp. 0,002 (0,004) 0(0) 0,003 (0,007)
Paludibacter spp. 0,02 (0,04) 0(0) 0,003 (0,007)
Parvimonas spp. 0,03 (0,07) 0(0) 0,01 (0,01)
Arabidopsis spp. 0,002 (0,004) 0(0) 0 (0)
Bdellovibrio spp. 0,01 (0,02) 0(0) 0 (0)
Brachybacterium spp. 0,03 (0,06) 0 (0) 0 (0)
Candidatus Rhodoluna spp. 0,03 (0,06) 0(0) 0 (0)
Delftia spp. 0,02 (0,04) 0(0) 0 (0)
Enhydrobacter spp. 0,03 (0,04) 0(0) 0 (0)
Fluviicola spp. 0,02 (0,04) 0(0) 0 (0)
Hydrogenophilus spp. 0,002 (0,004) 0(0) 0 (0)
Lactococcus spp. 0,04 (0,08) 0 (0) 0 (0)
Lysobacter spp. 0,01 (0,02) 0(0) 0 (0)
Microbacterium spp. 0,02 (0,05) 0(0) 0 (0)
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Quadro 7 — Porcentagem média e desvio-padrdao de ocorréncia dos
géneros nas amostras de biofilme dos bebés nos periodos de avaliagéo

12, 18 e 24 meses*

(concluséo)

Periodos experimentais

Géneros 12 meses 18 meses 24 meses
Micrococcus spp. 0,02 (0,04) 0(0) 0 (0)
Paenibacillus spp. 0,01 (0,02) 0(0) 0 (0)
Pedobacter spp. 0,002 (0,004) 0(0) 0 (0)
Prosthecobacter spp. 0,004 (0,008) 0(0) 0 (0)
Renibacterium spp. 0,02 (0,04) 0(0) 0 (0)
Rhodococcus spp. 0,01 (0,02) 0(0) 0 (0)
Rhodoplanes spp. 0,004 (0,008) 0 (0) 0 (0)
Saprolegnia spp. 0,004 (0,008) 0(0) 0 (0)
Sphingobacterium spp. 0,002 (0,004) 0 (0) 0 (0)
Sphingopyxis spp. 0,002 (0,004) 0 (0) 0 (0)
Stenotrophomonas spp. 0,03 (0,05) 0 (0) 0 (0)
Weissella spp. 0,01 (0,02) 0(0) 0 (0)
Zoogloea spp. 0,002 (0,004) 0(0) 0 (0)
Zymomonas spp. 0,002 (0,004) 0(0) 0 (0)
Selenomonas spp. 0 (0) 0,01 (0,02) 0,08 (0,09)
Vagococcus spp. 0 (0) 0,004 (0,008) 0,003 (0,007)
Atopobium spp. 0 (0) 0,02 (0,04) 0 (0)
Bifidobacterium spp. 0 (0) 0,01 (0,02) 0 (0)
Bulleidia spp. 0 (0) 0,01 (0,02) 0 (0)
Mogibacterium spp. 0 (0) 0,02 (0,03) 0 (0)
Peptostreptococcus spp. 0 (0) 0,003 (0,006) 0 (0)
Rhodocytophaga spp. 0 (0) 0,01 (0,01) 0 (0)
Rubrobacter spp. 0 (0) 0,003 (0,006) 0 (0)
Saccharopolyspora spp. 0 (0) 0,003 (0,006) 0 (0)
Campylobacter spp. 0 (0) 0(0) 0,02 (0,02)
Comamonas spp. 0 (0) 0(0) 0,003 (0,008)
Gordonia spp. 0 (0) 0(0) 0,01 0,01)
Phascolarctobacterium spp. 0 (0) 0 (0) 0,01 (0,01)
Tannerella spp. 0 (0) 0(0) 0,04 (0,07)
Wolinella spp. 0 (0) 0(0) 0,01 (0,01)

*Porcentagens mais relevantes em negrito.
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Descricao da microbiota bucal das maes nos periodos experimentais

O objetivo da avaliagdo da microbiota dos responsaveis
foi a analise paralela a microbiota do bebé. Assim, estes dados nao foram

analisados quanto a modificagdo de composic¢ao longitudinal intra-grupo.

Saliva

As porcentagens meédias representativas dos Filos
detectados nas amostras de saliva dos responsaveis (SR), aos 6, 12, 18 e
24 meses de idade do bebé, estdo apresentadas na Figura 6. Observou-
se a presenca de 8 diferentes Filos, sendo Actinobacteria, Bacteroidetes,
Firmicutes, Fusobacteria, Proteobacteria, Spirochaetes, TM7 e SR1.
Observou-se os Filos Cyanobacteria, Synergistetes e Tenericutes em

porcentagem reduzida.

100,0%
'2“ 90,0%
+  80,0%
£ 70,0%
2  60,0%
3 50,0%
2 40,0%
=~ 30,0%
g 20,0% &
‘QEJ 10,0%
0,0% M
£ 0 Unassi Actino Bacter | Firmic | Fusoba Proteo Spiroc
8 bacteri | . .| bacteri| SR1 P T™M7
8 gned a oidetes| utes | cteria a haetes
[=
[J]
g ESR6 | 23,1% | 54% | 8,1% | 43,0% | 2,8% | 173% | 0,0% | 0,1% | 0,4%
[-%

MSR12| 18,7% | 5,6% | 11,9% | 41,5% | 2,3% | 18,6% | 0,2% | 0,1% | 1,0%
MSR18| 25,2% | 10,3% | 10,4% | 38,5% | 1,7% | 13,5% | 0,0% | 0,1% | 0,2%
MSR24| 21,4% | 2,4% | 14,2% | 36,0% | 1,4% | 23,8% | 0,0% | 0,2% | 0,5%

Figura 6 — Porcentagens médias representativas de Filos detectadas nas amostras de
saliva dos responsaveis aos 6, 12, 18 e 24 meses de idade do bebé.
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No Quadro 8 estdo apresentados os géneros detectados

nas amostras de saliva dos responsaveis aos 6, 12, 18 e 24 meses de

idade do bebé.

géneros Actinomyces spp.,

Rothia

Spp.,

Porphyromonas spp., Prevotella spp., [Prevotella] spp., Gemella spp.,

Granulicatella spp., Streptococcus spp., Pseudomonas spp., Veillonella

spp., Fusobacterium spp., Neisseria spp., Haemophilus spp. foram os

géneros mais representativos.

Quadro 8 — Porcentagem média e desvio-padrdo de ocorréncia dos
géneros nas amostras de saliva das maes nos periodos de avaliagéo 6,
12, 18 e 24 meses de vida dos bebés*

(continua)
Periodos experimentais

Géneros 6 meses 12 meses 18 meses 24 meses
Actinomyces spp. 1,51 (0,62) 1,36 (0,99) 1,92 (1,83) 1,02 (1,12)
Mobiluncus spp. 0,006 (0,13) 0 (0) 0,004 (0,008) 0 (0)
Corynebacterium spp. 0,16 (0,17) 0 (0) 0,008 (1,59) 0,094 (0,10)
Nesterenkonia spp. 0,002 (0,004) 0 (0) 0,008 (0,01) 0,09 (0,01)
Renibacterium spp. 0,002 (0,004) 0 (0) 0,008 (0,02) 0 (0)
Rothia spp. 3,35 (1,89) 4,01 (2,12) 6,77 (5,29) 1,20 (0,96)
Mycobacterium spp. 0,002 (0,004) 0 (0) 0,008 (0,02) 0 (0)
Propionibacterium spp. 0,016 (0,08) 0 (0) 0,04 (0,90) 0 (0)
Scardovia spp. 0,02 (0,05) 0,01 (0,02) 0,03 (0,04) 0,01 (0,02)
Atopobium spp. 0,04 (0,04) 0,03 (0,06) 0,07 (0,05) 0,03 (0,05)
Paludibacter spp. 0,09 (0,14) 0,02 (0,03) 0,05 (0,07) 0,03 (0,11)
Porphyromonas spp. 1,62 (1,90) 1,90 (2,37) 0,92 (0,91) 2,12 (1,85)
Tannerella spp. 0,02 (0,08) 0,02 (0,02) 0,038 (0,05) 0,04 (0,09)
Prevotella spp. 5,73 (2,03) 7,08 (4,69) 7,56 (7,62) 10,19 (8,81)
[Prevotella] spp. 0,12 (0,10) 0,50 (0,40) 7,56 (7,62) 10,19 (8081)
Capnocytophaga spp. 0,23 (0,18) 0,50 (0,40) 0,11 (0,10) 10,19 (8,81)
Staphylococcus spp. 0,064 (0,08) 0,07 (0,12) 0,09 (0,08) 0,03 (0,03)
Gemella spp. 0,27 (0,59) 1,32 (1,92) 0,026 (0,02) 1,29 (2,04)
Granulicatella spp. 0,95 (0,75) 3,29 (2,94) 0,83 (0,79) 2,04 (2,80)
Lactobacillus spp. 0,03 (0,03) 0,01 (0,02) 0,04 (0,03) 0,01 (0,02)
Streptococcus spp. 13,16 (8,14) 11,93 (7,15) 15,39 (12,33) 10,56 (8,46)
Blautia spp. 0,008 (0,01) 0 (0) 0,004 (0,005) | 0,004 (0,008)
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Quadro 8 — Porcentagem média e desvio-padrao de ocorréncia dos
géneros nas amostras de saliva das mé&es nos periodos de avaliagao 6,
12, 18 e 24 meses de vida dos bebés*

(continuacéo)

Periodos experimentais

Géneros 6 meses 12 meses 18 meses 24 meses
Butyrivibrio spp. 0,03 (0,06) 0,03 (0,03) 0,004 (0,008) | 0,004 (0,008)
Catonella spp. 0,13 (0,12) 0,10 (0,09) 0,004 (0,008) 0,03 (0,03)
Coprococcus spp. 0,001 (0,02) 0 (0) 0,006 (0,01) 0 (0)
Moryella spp. 0,09 (0,06) 0,08 (0,05) 0,10 (0,12) 0,17 (0,23)
Oribacterium spp. 0,03 (0,04) 0,06 (0,07) 0,01 (0,01) 0,17 (0,23)
[Ruminococcus] spp. 0,06 (0,01) 0 (0) 0(0) 0,01 (0,02)
Peptococcus spp. 0,01 (0,02) 0 (0) 0,002 (0,004) 0,03 (0,06)
Filifactor spp. 0,02 (0,02) 0,11 (0,13) 0,03 (0,03) 0,05 (0,08)
Peptostreptococcus spp. 0,01 (0,02) 0 (0) 0,002 (0,004) 0,03 (0,06)
Dialister spp. 0,004 (0,008) 0,01 (0,02) 0,02 (0,003) 0 (0)
Megasphaera spp. 0,05 (0,03) 0,23 (0,35) 0,03 (0,03) 0,08 (0,11)
Phascolarctobacterium spp. 0,06 (0,09) 0,06 (0,08) 0,08 (0,08) 0,08 (0,02)
Schwartzia spp. 0,02 (0,02) 0,01 (0,03) 0(0) 0(0)
Selenomonas spp. 0,35 (0,21) 0,01 (0,03) 0(0) 0 (0)
Veillonella spp. 25,3 (15,67) 21,23 (19,6) 17,13 (17,5) 16,67 (15,66)
Mogibacterium spp. 0,02 (0,02) 0,03 (19,65) 0,03 (0,03) 0,02 (0,02)
Parvimonas spp. 0,05 (0,05) 0,08 (0,07) 0,03 (0,02) 0,05 (0,05)
Bulleidia spp. 0,02 (0,004) 0,02 (0,03) 0(0) 0 (0)
Fusobacterium spp. 2,52 (1,34) 1,85 (1,57) 1,37 (0,60) 1,26 (1,14)
Leptotrichia spp. 0,23 (0,13) 0,46 (0,35) 0,34 (0,19) 0,11 (0,09)
Burkholderia spp. 0,02 (0,05) 0,01 (0,03) 0,07 (0,15) 0,07 (0,16)
Lautropia spp. 0,32 (0,56) 0,01 (0,03) 0,27 (0,54) 0,74 (1,58)
Eikenella spp. 0,01 (0,02) 0,01 (0,02) 0,006 (0,01) 0,01 (0,02)
Kingella spp. 0,08 (0,05) 0,03 (0,02) 0,05 (0,03) 0,06 (0,06)
Neisseria spp. 3,68 (6,01) 3,51 (4,45) 1,72 (1,76) 3,51 (3,88)
Campylobacter spp. 0,08 (0,09) 0,12 (0,05) 0,05 (0,02) 0,09 (0,14)
Cardiobacterium spp. 0,04 (0,03) 0,02 (0,03) 0,06 (0,06) 0,04 (0,03)
Actinobacillus spp. 0,19 (0,32) 0,08 (0,08) 0,18 (0,12) 0,04 (0,04)
Aggregatibacter spp. 0,02 (0,02) 0,05 (0,06) 0,03 (0,03) 0,17 (0,30)
Haemophilus spp. 11,78 (8,89) 6,60 (11,42) 8,41 (4,10) 17,22 (26,83)
Enhydrobacter spp. 0,002 (0,004) 0 (0) 0,004 (0,008) 0 (0)
Moraxella spp. 0,004 (0,008) 0 (0) 0(0) 0 (0)
Pseudomonas spp. 0,02 (0,02) 0 (0) 1,71 (3,82) 0,01 (0,02)
Treponema spp. 0,12 (0,11) 0,05 (0,06) 0,02 (0,03) 0,15 (0,14




82

Quadro 8 — Porcentagem média e desvio-padrao de ocorréncia dos
géneros nas amostras de saliva das mé&es nos periodos de avaliagao 6,

12, 18 e 24 meses de vida dos bebés*

(continuacéo)

Periodos experimentais

Géneros 6 meses 12 meses 18 meses 24 meses
TG5 spp. 0,03 (0,02) 0,01 (0,02) 0,02 (0,03) 0,02 (0,03)
Mycoplasma spp. 0,02 (0,04) 0,01 (0,03) 0,008 (0,02) 0,01 (0,03)
Shuttleworthia spp. 0 (0) 0,01 (0,01) 0(0) 0 (0)
Anaerovorax spp. 0 (0) 0,02 (0,02) 0(0) 0 (0)
Acinetobacter spp. 0 (0) 0,01 (0,02) 0,06 (0,13) 0 (0)
Acholeplasma spp. 0 (0) 0,01 (0,01) 0(0) 0 (0)
Actinobaculum spp. 0 (0) 0 (0) 0,004 (0,008) 0 (0)
Corynebacterium spp. 0 (0) 0 (0) 0,09 (1,59) 0 (0)
Janibacter spp. 0 (0) 0 (0) 0,002 (0,004) 0 (0)
Terracoccus spp. 0 (0) 0 (0) 0,002 (0,004) 0 (0)
Candidatus Rhodoluna spp. 0 (0) 0 (0) 0,004 (0,008) 0 (0)
Clavibacter spp. 0 (0) 0 (0) 0,01 (0,02) 0 (0)
Microbacterium spp. 0 (0) 0 (0) 0,02 (0,04) 0 (0)
Salinibacterium spp. 0 (0) 0 (0) 0,002 (0,004) 0 (0)
Arthrobacter spp. 0 (0) 0 (0) 0,002 (0,004) 0 (0)
Micrococcus spp. 0 (0) 0 (0) 0,002 (0,004) 0 (0)
Rhodococcus spp. 0 (0) 0 (0) 0,002 (0,004) 0 (0)
Williamsia spp. 0 (0) 0 (0) 0,002 (0,004) 0 (0)
Alloscardovia spp. 0 (0) 0 (0) 0,01 (0,02) 0,004 (0,008)
Bifidobacterium spp. 0 (0) 0 (0) 0,002 (0,004) | 0,004 (0,008)
Rubrobacter spp. 0 (0) 0 (0) 0,008 (0,02) 0 (0)
Bacteroides spp. 0 (0) 0 (0) 0,004 (0,008) 0 (0)
Flectobacillus spp. 0 (0) 0 (0) 0,004 (0,008) 0 (0)
Fluviicola spp. 0 (0) 0 (0) 0,002 (0,004) 0 (0)
Flavobacterium spp. 0 (0) 0 (0) 0,09 (0,21) 0 (0)
Chryseobacterium spp. 0 (0) 0 (0) 0,04 (0,08) 0 (0)
Cloacibacterium spp. 0 (0) 0 (0) 0,034 (0,08) 0 (0)
Ornithobacterium spp. 0 (0) 0 (0) 0,002 (0,004) 0 (0)
Pedobacter spp. 0 (0) 0 (0) 0,004 (0,008) 0 (0)
Sphingobacterium spp. 0 (0) 0 (0) 0,004 (0,008) 0 (0)
Bacillus spp. 0 (0) 0 (0) 0,01 (0,02) 0 (0)
Geobacillus spp. 0 (0) 0 (0) 0,01 (0,02) 0 (0)
Alloiococcus spp. 0 (0) 0 (0) 0,004 (0,008) 0 (0)
Trichococcus spp. 0 (0) 0 (0) 0,006 (0,01) 0 (0)
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Quadro 8 — Porcentagem média e desvio-padrao de ocorréncia dos
géneros nas amostras de saliva das mé&es nos periodos de avaliagao 6,

12, 18 e 24 meses de vida dos bebés*

(continuacéo)

Periodos experimentais

Géneros 6 meses 12 meses 18 meses 24 meses
Clostridium spp. 0 (0) 0 (0) 0,004 (0,008) | 0,004 (0,008)
Pseudoramibacter spp. 0 (0) 0 (0) 0,002 (0,004) 0 (0)
Coprococcus spp. 0,01 (0,02) 0 (0) 0,006 (0,01) 0 (0)
Faecalibacterium spp. 0 (0) 0 (0) 0,002 (0,004) 0 (0)
Syntrophomonas spp. 0 (0) 0 (0) 0,08 (0,01) 0 (0)
Gemmata spp. 0 (0) 0 (0) 0,002 (0,004) 0 (0)
Phenylobacterium spp. 0 (0) 0 (0) 0,008 (0,02) 0 (0)
Bosea spp. 0 (0) 0 (0) 0,03 (0,06) 0(0)
Pleomorphomonas spp. 0 (0) 0 (0) 0,002 (0,004) 0 (0)
Xanthobacter spp. 0 (0) 0 (0) 0,002 (0,004) 0 (0)
Paracoccus spp. 0 (0) 0 (0) 0,002 (0,004) 0 (0)
Rhodobacter spp. 0 (0) 0 (0) 0,002 (0,004) 0 (0)
Novosphingobium spp. 0 (0) 0 (0) 0,002 (0,004) 0 (0)
Sphingomonas spp. 0 (0) 0 (0) 0,01 (0,02) 0 (0)
Comamonas spp. 0 (0) 0 (0) 0,01 (0,02) 0 (0)
Delftia spp. 0 (0) 0 (0) 0,002 (0,004) 0(0)
Limnohabitans spp. 0 (0) 0 (0) 0,002 (0,004) 0 (0)
Methylibium spp. 0 (0) 0 (0) 0,002 (0,004) 0 (0)
Janthinobacterium spp. 0 (0) 0 (0) 0,006 (0,01) 0 (0)
Polynucleobacter spp. 0 (0) 0 (0) 0,004 (0,008) 0 (0)
Ralstonia spp. 0 (0) 0 (0) 0,02 (0,05) 0 (0)
Uliginosibacterium spp. 0 (0) 0 (0) 0,002 (0,004) 0 (0)
Zoogloea spp. 0 (0) 0 (0) 0,002 (0,004) 0 (0)
Wolinella spp. 0 (0) 0 (0) 0,002 (0,004) 0 (0)
Cellvibrio spp. 0 (0) 0 (0) 0,002 (0,004) 0(0)
Klebsiella spp. 0 (0) 0 (0) 0,01 (0,02) 0 (0)
Morganella spp. 0 (0) 0 (0) 0,002 (0,004) 0 (0)
Raouiltella spp. 0 (0) 0 (0) 0,002 (0,004) 0 (0)
Legionella spp. 0 (0) 0 (0) 0,004 (0,008) 0 (0)
Prosthecobacter spp. 0 (0) 0 (0) 0,01 (0,02) 0 (0)
Alloscardovia spp. 0 (0) 0 (0) 0(0) 0,004 (0,009)
Bifidobacterium spp. 0 (0) 0 (0) 0(0) 0,01 (0,03)
Blvii28 spp. 0 (0) 0 (0) 0(0) 0,01 (0,03)
Aerococcus spp. 0 (0) 0 (0) 0(0) 0,01 (0,03)
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Quadro 8 — Porcentagem média e desvio-padrao de ocorréncia dos
géneros nas amostras de saliva das mé&es nos periodos de avaliagao 6,
12, 18 e 24 meses de vida dos bebés*

(concluséo)

Periodos experimentais
Géneros 6 meses 12 meses 18 meses 24 meses
Facklamia spp. 0 (0) 0(0) 0 (0) 0,01 (0,03)
Clostridium spp. 0(0) 0(0) 0 (0) 0,004 (0,008)
Anaerovorax spp. 0 (0) 0 (0) 0(0) 0,01 (0,02)
Desulfobulbus spp. 0 (0) 0 (0) 0(0) 0,004 (0,008)

*Porcentagens mais relevantes em negrito.

Biofilme

Na figura 7, podemos observar as porcentagens médias
representativas de Filos presentes nos biofiimes das maes (BR), aos 6,
12, 18 e 24 meses de idade do bebé. Observou-se a presenca de 11
diferentes Filos: Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes, Fusobacteria,
Proteobacteria, SR1, Spirochaetes, TM7, Cyanobacteria, Chlorobi e
Verrucomicrobia. Ainda, observou-se os Filos Acidobacteria, Chlamydiae,
Planctomycetes, Tenericutes, Synergistetes em porcentagens muito

reduzidas.

100,0%
90,0%
80,0%
70,0%
60,0%
50,0%

30,0%
20,0%
10,0% Ju

. Verr

Unas | Actin | Bact | Cyan Chlor | Firmi Fuso | Prote Spiro uco
signe | obac | eroid | obac . bact | obac| SR1 | chae | TM7 .
. .| obi |cutes . . micr

d | teria| etes | teria eria | teria tes obia

Porcentagem média representativa

EBR6 (16,6%|36,5%| 2,5% [ 0,0% | 0,1% | 9,0% | 0,4% (32,0%| 0,0% | 0,0% | 2,8% | 0,1%
E BR12 (20,9%|35,0%| 2,2% | 0,3% | 0,0% |21,5%| 0,3% [15,9% 0,0% | 0,0% | 3,9% | 0,0%
i BR18|13,8%(30,6%| 4,6% | 0,0% | 0,0% |15,4%| 2,5% |32,2%| 0,1% | 0,1% | 0,6% | 0,0%
HBR2417,5%(33,9%| 4,4% | 0,0% | 0,0% |15,6%| 0,7% {26,9%| 0,0% | 0,0% | 1,0% | 0,0%

Figura 7 — Porcentagens médias representativas de Filos detectadas nas amostras de
biofilmes dos responsaveis, aos 6, 12, 18 e 24 meses de idade do bebé.
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No Quadro 9 estdo apresentados os géneros detectados

nas amostras de biofilme dos responsaveis aos 6, 12, 18 e 24 meses de

idade do bebé. Os géneros Actinomyces spp., Corynebacterium spp.,

Rothia spp., Propionibacterium spp., Prevotella spp., Granulicatella spp.,

Porphyromonas spp., Streptococcus spp., Veillonella spp., Pseudomonas

spp., Burkholderia spp., Lautropia spp., Fusobacterium spp., Neisseria

spp., Haemophilus spp. foram os géneros mais representativos.

Quadro 9 — Porcentagem média e desvio-padrdo de ocorréncia dos
géneros nas amostras de biofilme das maes nos periodos de avaliagao
12, 18 e 24 meses de vida dos bebés*

(continua)
Periodos experimentais
Géneros 6 meses 12 meses 18 meses 24 meses

Actinobaculum spp. 0,01 (0,03) 0,028 (0,05) 0 (0) 0,004 (0,008)
Actinomyces spp. 8,45 (8,94) 3,38 (3,65) 4,39 (7,09) 5,97 (5,65)
Corynebacterium spp. 6,26 (10,85) 8,70 (12,0) 10,78 (15,98) 8,56 (9,02)
Brachybacterium spp. 0,004 (0,008) 0(0) 0 (0) 0 (0)
Candidatus Rhodoluna spp. 0,19 (0,34) 0,02 (0,05) 0 (0) 0,06 (0,12)
Clavibacter spp. 0,01 (0,35) 0,05 (0,12) 0,004 (0,008) 0,006 (0,10)
Microbacterium spp. 0,07 (0,15) 0,05 (0,11) 0 (0) 0,004 (0,008)
Arthrobacter spp. 0,004 (0,008) 0,008 (0,01) 0 (0) 0,004 (0,008)
Micrococcus spp. 0,006 (0,01) 0,008 (0,01) 0,02 (0,03) 0,01 (0,03)
Nesterenkonia spp. 0,006 (0,01) 0(0) 0 (0) 0,01 (0,01)
Renibacterium spp. 0,06 (0,11) 0(0) 0 (0) 0,03 (0,04)
Rothia spp. 19,71 (29,23) 19,15 (33,36) 15,05 (13,99) 17,91 (22,37)
Mycobacterium spp. 0,11 (0,14) 0,03 (0,05) 0,03 (0,06) 0,04 (0,09)
Rhodococcus spp. 0,03 (0,06) 0,03 (0,07) 0 (0) 0(0)
Propionibacterium spp. 1,07 (1,41) 3,32 (7,20) 0,13 (0,16) 0,73 (1,15)
Williamsia spp. 0,03 (0,06) 0(0) 0 (0) 0(0)
Paludibacter spp. 0,01 (0,01) 0,04 (0,08) 0,07 (0,14) 0,02 (0,05)
Porphyromonas spp. 0,11 (0,10) 0,41 (0,37) 1,14 (1,65) 0,49 (0,71)
Prevotella spp. 0,54 (0,62) 0,20 (0,35) 8,43 (17,93) 0,88 (0,93)
Blvii28 spp. 0,01 (0,02) 0,02 (0,05) 0 (0) 0(0)
[Prevotella] spp. 0,03 (0,03) 0,11 (0,10) 0,73 (0,97) 0,95 (2,04)
Flectobacillus spp. 0,03 (0,05) 0,03 (0,07) 0 (0) 0(0)
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Quadro 9 — Porcentagem média e desvio-padrao de ocorréncia dos
géneros nas amostras de biofilme das méaes nos periodos de avaliagéo
12, 18 e 24 meses de vida dos bebés*

(continuacéo)

Periodos experimentais
Géneros 6 meses 12 meses 18 meses 24 meses
Pontibacter spp. 0,008 (0,02) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Capnocytophaga spp. 0,09 (0,15) 0,08 (0,08) 0,72 (0,81) 0,62 (0,69)
Flavobacterium spp. 0,66 (1,25) 0,47 (1,05) 0,03 (0,04) 0,26 (0,57)
Cloacibacterium spp. 0,07 (0,15) 0,06 (0,14) 0,09 (0,18) 0,19 (0,43)
Wautersiella spp. 0,006 (0,01) 0 (0) 0 (0) 0(0)
Pedobacter spp. 0,03 (0,04) 0,07 (0,16) 0,004 (0,008) 0,05 (0,11)
BacteSphingobacterium spp. 0,03 (0,06) 0 (0) 0(0) 0(0)
Sediminibacterium spp. 0,01 (0,03) 0(0) 0 (0) 0(0)
Alicyclobacillus spp. 0,004 (0,008) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Bacillus spp. 0,004 (0,008) 0(0) 0,02 (0,04) 0,08 (0,16)
Staphylococcus spp. 0,04 (0,05) 0,14 (0,25) 0,01 (0,02) 0,06 (0,05)
Gemella spp. 0,17 (0,37) 0,62 (1,23) 0,49 (0,83) 0,09 (0,14)
Granulicatella spp. 1,07 (2,28) 0,65 (0,68) 1,14 (1,24) 0,96 (1,09)
Trichococcus spp. 0,03 (0,06) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Lactobacillus spp. 0 (0) 0(0) 0 (0) (0,02)
Leuconostoc spp. 0 0,002 (0,004) 0 (0) 0,02 (0,04)
Lactococcus spp. 0,06 (0,06) 0(0) 0,004 (0,008) 0(0)
Streptococcus spp. 5,91 (8,11) 16,27 (18,41) 9,76 (10,95) 8,95 (7,87)
Blautia spp. 0,006 (0,001) 0(0) 0 (0) 0(0)
Shuttleworthia spp. 0,01 (0,02) 0(0) 0 (0) 0 (0)
Peptococcus spp. 0,05 (0,12) 0(0) 0 (0) 0 (0)
Selenomonas spp. 0,07 (0,14) 0,01 (0,04) 0,09 (0,18) 0,20 (0,53)
Veillonella spp. 0,68 (1,12) 0,49 (0,51) 1,82 (1,73) 2,78 (5,48)
Anaerovorax spp. 0,04 (0,07) 0(0) 0 (0) 0 (0)
Anaerococcus spp. 0,062 (0,13) 0(0) 0 (0) 0,006 (0,01)
Parvimonas spp. 0,008 (0,02) 0,004 (0,008) 0,03 (0,06) 0,004 (0,05)
Fusobacterium spp. 0,30 (0,25) 0,25 (0,35) 1,89 (3,89) 0,46 (0,36)
Leptotrichia spp. 0,06 (0,08) 0,08 (0,13) 0,63 (0,63) 0,21 (0,27)
Phenylobacterium spp. 0,008 (0,01) 0(0) 0 (0) 0,04 (0,08)
Bosea spp. 0,28 (0,62) 0,09 (0,14) 0,04 (0,07) 0,21 (0,34)
chrobactrum spp. 0,004 (0,009) 0(0) 0 (0) 0(0)
Devosia spp. 0,004 (0,009) 0(0) 0 (0) 0(0)
Rhodobacter spp. 0,03 (0,06) 0(0) 0,004 (0,008) 0(0)
Novosphingobium spp. 0,01 (0,03) 0,02 (0,04) 0 (0) 0(0)
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Quadro 9 — Porcentagem média e desvio-padrao de ocorréncia dos
géneros nas amostras de biofilme das méaes nos periodos de avaliagéo
12, 18 e 24 meses de vida dos bebés*

(continuacéo)

Periodos experimentais

Géneros 6 meses 12 meses 18 meses 24 meses
Sphingomonas spp. 0,10 (0,09) 0,02 (0,03) 0,38 (0,58) 0,13 (0,12)
Burkholderia spp. 10,92 (22,25) 2,12 (4,44) 24,24 (35,45) 9,42 (14,48)
Lautropia spp. 2,64 (5,75) 1,82 (3,04) 0,44 (0,44) 3,22 (6,89)
Delftia spp. 0,006 (0,01) 0,02 (0,03) 0 (0) 0(0)
Limnohabitans spp. 0,01 (0,03) 0,008 (0,02) 0 (0) 0(0)
Methylibium spp. 0,01 (0,03) 0(0) 0 (0) 0,004 (0,008)
Polaromonas spp. 0,01 (0,03) 0(0) 0 (0) 0(0)
Janthinobacterium spp. 0,05 (0,09) 0,02 (0,04) 0 (0) 0,008 (0,02)
Ralstonia spp. 0,04 (0,05) 0,10 (0,23) 0,12 (0,16) 0,11 (0,25)
Kingella spp. 0,02 (0,03) 0,002 (0,004) 0,44 (0,84) 0,04 (0,04)
Neisseria spp. 0,35 (0,33) 2,94 (5,59) 0,88 (1,06) 1,48 (2,00)
Uliginosibacterium spp. 0,01 (0,03) 0,008 (0,02) 0 (0) 0(0)
Zoogloea spp. 0,004 (0,008) 0 (0) 0 (0) 0,008 (0,02)
Rheinheimera spp. 0,01 (0,03) 0,002 (0,004) 0 (0) 0 (0)
Cardiobacterium spp. 0,02 (0,02) 0,02 (0,02) 0,21 (0,23) 0,13 (0,18)
Klebsiella spp. 0 (0) 0,02 (0,04) 0 (0) 0,01 (0,02)
Actinobacillus spp. 0,02 (0,03) 0,08 (0,14) 0,20 (0,44) 0,07 (0,06)
Haemophilus spp. 0,32 (0,18) 0(0) 2,74 (5,01) 1,79 (2,15)
Acinetobacter spp. 0,19 (0,37) 0,24 (0,50) 0,08 (0,17) 0,37 (0,76)
Enhydrobacter spp. 0,06 (0,02) 0,03 (0,05) 0,004 (0,008) 0 (0)
Perlucidibaca spp. 0,03 (0,06) 0(0) 0 (0) 0 (0)
Pseudomonas spp. 13,49 (22,83) 4,72 (9,22) 0,67 (1,28) 7,82 (17,13)
Treponema spp. 0,004 (0,008) 0(0) 0,03 (0,06) 0 (0)
TG5 spp. 0,03 (0,05) 0(0) 0,03 (0,06) 0(0)
Prosthecobacter spp. 0,06 (0,06) 0,02 (0,04) 0 (0) 0 (0)
Candidatus 0,01 (0,02) 0(0) 0 (0) 0(0)
Xiphinematobacter spp.
lamia spp. 0 (0) 0,002 (0,004) 0 (0) 0(0)
Brevibacterium spp. 0 (0) 0(0) 0,02 (0,04) 0 (0)
Geodermatophilus spp. 0 (0) 0(0) 0,004 (0,008) 0(0)
Bifidobacterium spp. 0 (0) 0(0) 0,008 (0,02) 0(0)
Rubrobacter spp. 0 (0) 0(0) 0,04 (0,08) 0(0)
Bacteroides spp. 0 (0) 0(0) 0,02 (0,04) 0,02 (0,05)
Fluviicola spp. 0 (0) 0(0) 0,004 (0,008) 0(0)
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Quadro 9 — Porcentagem média e desvio-padrao de ocorréncia dos
géneros nas amostras de biofilme das méaes nos periodos de avaliagéo
12, 18 e 24 meses de vida dos bebés*

(continuacéo)

Periodos experimentais

Géneros 6 meses 12 meses 18 meses 24 meses
Chryseobacterium spp. 0 (0) 0 (0) 0,02 (0,03) 0 (0)
Vagococcus spp. 0 (0) 0 (0) 0,004 (0,008) 0,01 (0,02)
Turicibacter spp. 0 (0) 0(0) 0 (0) 0,004 (0,008)
Catonella spp. 0 (0) 0(0) 0,004 (0,008) | 0,004 (0,008)
Moryella spp. 0 (0) 0(0) 0,03 (0,05) 0,004 (0,008)
Peptococcus spp. 0 (0) 0 (0) 0,04 (0,04) 0 (0)
Peptostreptococcus spp. 0 (0) 0(0) 0,008 (0,02) 0(0)
Ruminococcus spp. 0 (0) 0(0) 0,02 (0,04) 0,07 (0,15)
Megasphaera spp. 0 (0) 0 (0) 0,04 (0,08) 0,07 (0,15)
Mogibacterium spp. 0 (0) 0 (0) 0,004 (0,008) 0 (0)
Pleomorphomonas spp. 0 (0) 0(0) 0,008 (0,02) 0(0)
Paracoccus spp. 0 (0) 0(0) 0,08 (0,02) 0(0)
Sphingobium spp. 0 (0) 0(0) 0,04 (0,02) 0,01 (0,02)
Hydrogenophilus spp. 0 (0) 0 (0) 0,008 (0,02) 0 (0)
Bdellovibrio spp. 0 (0) 0(0) 0,004 (0,008) 0(0)
Campylobacter spp. 0 (0) 0(0) 0,05 (0,08) 0 (0)
Nevskia spp. 0 (0) 0(0) 0,02 (0,04) 0(0)
Mycoplasma spp. 0 (0) 0(0) 0,04 (0,08) 0,01 (0,03)
Janibacter spp. 0 (0) 0(0) 0 (0) 0,02 (0,04)
Terracoccus spp. 0 (0) 0(0) 0 (0) 0,01 (0,03)
Leucobacter spp. 0 (0) 0(0) 0 (0) 0,02 (0,05)
Salinibacterium spp. 0 (0) 0(0) 0 (0) 0,08 (0,18)
Atopobium spp. 0 (0) 0(0) 0 (0) 0,008 (0,01)
Tannerella spp. 0 (0) 0(0) 0 (0) 0,004 (0,008)
Runella spp. 0 (0) 0(0) 0 (0) 0,02 (0,05)
Chryseobacterium spp. 0 (0) 0(0) 0 (0) 0,19 (0,43)
Ornithobacterium spp. 0 (0) 0(0) 0 (0) 0,02 (0,04)
Sphingobacterium spp. 0 (0) 0(0) 0 (0) 0,004 (0,008)
Alloiococcus spp. 0 (0) 0(0) 0 (0) 0,008 (0,02)
Carnobacterium spp. 0 (0) 0(0) 0 (0) 0,008 (0,02)
Clostridium spp. 0 (0) 0(0) 0 (0) 0,03 (0,05)
Faecalibacterium spp. 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0,02 (0,05)
Phascolarctobacterium spp. 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0,02 (0,05)
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Quadro 9 — Porcentagem média e desvio-padrao de ocorréncia dos
géneros nas amostras de biofilme das méaes nos periodos de avaliagéo
12, 18 e 24 meses de vida dos bebés*

(concluséo)

Periodos experimentais

Géneros 6 meses 12 meses 18 meses 24 meses
Gemmata spp. 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0,008 (0,02)
Asticcacaulis spp. 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0,008 (0,02)
Hyphomicrobium spp. 0 (0) 0(0) 0 (0) 0,008 (0,02)
Comamonas spp. 0 (0) 0(0) 0 (0) 0,05 (0,11)
Polynucleobacter spp. 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0,02 (0,05)
Methylotenera spp. 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0,004 (0,008)
Eikenella spp. 0 (0) 0(0) 0 (0) 0,004 (0,008)
Campylobacter spp. 0 (0) 0(0) 0 (0) 0,02 (0,05)
Morganella spp. 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0,004 (0,009)
Aggregatibacter spp. 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0,03 (0,05)
Stenotrophomonas spp. 0 (0) 0(0) 0 (0) 0,06 (0,06)
Luteolibacter spp. 0 (0) 0(0) 0 (0) 0,008 (0,018)

*Porcentagens mais relevantes em negrito.

Sobreposiciao dos dados de diversidade obtidos para bebés e maes

Saliva/ Filos

As porcentagens meédias representativas dos Filos
presentes nas amostras de saliva dos bebés e das maes aos 6, 12, 18 e
24 meses de idade do bebé, estdo apresentadas no Quadro 10.

Observa-se que os Filos Actinobacteria, Bacteroidetes,
Firmicutes, Fusobacteria, Proteobacteria, SR1 e TM7 foram comuns nas
microbiotas da saliva dos bebés e maes. Maior ocorréncia porcentual em
ambas as populagdes estudada foi de Firmicutes, seguida por

Proteobacteria e Bacteroidetes. O Filo Spirochaetes foi observado em
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baixa ocorréncia porcentual entre as maes, porém nao foi detectado em

niveis significativos nos bebés em todos os periodos de avaliagao.

Quadro 10 — Distribuicao porcentual dos Filos presentes nas amostras de
saliva dos bebés e suas maes nos periodos de avaliacao

Populagao Periodo experimental/ Filos/ (%)
6meses | 12meses | 18meses | 24 meses

Actinobacteria

Bebés 1,9 0,9 3,8 7,5

Méaes 54 5,6 10,3 2,4
Bacteroidetes

Bebés 7.1 14,2 9,8 12

Méaes 8,1 11,9 10,4 14,2

Firmicutes

Bebés 72,2 56,5 48,1 44

Maes 43 41,5 38,5 36
Fusobacteria

Bebés 0,4 2,2 21 1,5

Maes 2,8 2,3 1,7 1,4
Proteobacteria

Bebés 1,2 6,4 11,6 13,2

Maes 17,3 18,6 13,5 23,8

SR1

Bebés 0 0 0 0,1

Maes 0 0,2 0 0
Spirochaetes

Bebés 0 0 0 0

Maes 0,1 0,1 0,1 0,2

™7
Bebés 0,4 0,2 3,6 0,5
Maes 0,4 1 0,2 0,5

Saliva/ Géneros

Aos 6 meses de idade do bebé, observou-se que grande

porcentagem dos géneros presentes na populagdo de bebés esteve

presente também nas maes. Vinte e nove géneros foram coincidentes

entre maes e bebés. Dos 30 géneros detectados nos bebés, apenas 1
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nao foi encontrado em suas maes. A saliva das méaes apresentou 29
géneros que nao foram detectados nos bebés (Figura 8).

Aos 12 meses de idade, observou-se também que grande
porcentagem dos géneros presentes nos bebés esta presente nas maes.
Trinta e sete géneros sdo comuns aos grupos estudados. Apenas 7
géneros diferentes estavam presentes a mais na microbiota dos bebés.
Nas méaes este numero foi de 19 (Figura 9).

Aos 18 meses de idade, observou-se o mesmo relatado para
6 e 12 meses, sendo que 41 géneros foram comuns aos grupos. Apenas
4 géneros eram diferentes no bebés em relagdo as maes. Uma
diversidade maior e diferente foi observada na saliva das maes, ja que 74
géneros eram especificas das mesmas (Figura 10).

Aos 24 meses de idade, também observou-se que grande
porcentagem dos géneros eram comum aos grupos (33 géneros em
comum). Sendo que, apenas 7 géneros eram especificos dos bebés
(Figura 11).
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[Ruminococcus] spp.
Atopobium spp.
Blautia spp.
Bulleidia spp.
Butyrivibrio spp.
Cardiobacterium spp.
Catonella spp.
Dialister spp.
Eikenella spp.
Enhydrobacter spp.
Filifactor spp.
Kingella spp.
Megasphaera spp.
Mobiluncus spp.
Mogibacterium spp.
Moraxella spp.
Mycobacterium spp.
Mycoplasma spp.
Nesterenkonia spp.
Paludibacter spp.
Parvimonas spp.
Peptococcus spp.
Peptostreptococcus spp.
Propionibacterium spp.
Renibacterium spp.
Scardovia spp.
Schwartzia spp.
Tannerella spp.
TG5 spp.

Figura 8 — Diagrama de Venn para representagdo dos géneros presentes na saliva dos
bebés e suas maes, aos 6 meses de idade do bebé. A porgdo verde do diagrama

apresenta os géneros coincidentes nas duas populagdes.
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Chryseobacterium spp. [Prevotella] spp. Abiotrophia spp.
Facklamia spp. Acinetobacter spp. Acholeplasma spp.
Microbacterium spp. Actinobacillus spp. Anaerovorax spp.

Bulleidia spp.

Moraxella spp. Actinomyces spp.
Peptostreptococcus spp. Aggregatibacter spp. Butyrivibrio spp.
Pseudomonas spp. Atopobium spp. Dialister spp.
Syntrophomonas spp. Burk holderia spp. Filifactor spp.
Campylobacter spp. Lactobacillus spp.
Capnocytophaga spp. Megamonas spp.
Cardiobacterium spp. Mobiluncus spp.
Catonella spp. Moryella spp.
Coprococcus spp. Mycoplasma spp.
Corynebacterium spp. Paludibacter spp.
Eikenella spp. Parvimonas spp.
Fusobacterium spp. Pseudoramibacter_Eubacterium spp.
Gemella spp. Schwartzia spp.
Granulicatella spp. Shuttleworthia spp.
Haemophilus spp. TG5 spp.

Kingella spp. Treponema spp.

Lautropia spp.
Leptotrichia spp.
Megasphaera spp.
Mogibacterium spp.
Neisseria spp.
Oribacterium spp.
Peptococcus spp.
Phascolarctobacterium spp.
Porphyromonas spp.
Prevotella spp.
Rothia spp.
Scardovia spp.
Selenomonas spp.
Staphylococcus spp.
Streptococcus spp.
Tannerella spp.
Vagococcus spp.
Veillonella spp.

BEBES

Figura 9 — Diagrama de Venn para representagdo dos géneros presentes na saliva dos
bebés e suas maes, aos 12 meses de idade do bebé. A por¢do verde do diagrama

apresenta os géneros coincidentes nas duas populagdes.
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Mobiluncus spp.
Morganella spp.
Moryella spp.
Mycobacterium spp.
Mycoplasma spp.
Novosphingobium spp.
Ornithobacterium spp.
Paludibacter spp.
Paracoccus spp.
Parvimonas spp.
Pedobacter spp.
Peptostreptococcus spp.
Perlucidibaca spp.
Phenylobacterium spp.
Pleomorphomonas spp.
Polynucleobacter spp.
Prosthecobacter spp.
Pseudoramibacter_Eubacterium spp.
Ralstonia spp.
Raoultella spp.
Renibacterium spp.
Rhodobacter spp.
Rhodococcus spp.
Rubrobacter spp.
Salinibacterium spp.
Scardovia spp.
Sphingobacterium spp.
Sphingobium spp.
Sphingomonas spp.
Tannerella spp.
Terracoccus spp.
Trichococcus spp.
Uliginosibacterium spp.
Williamsia spp.
Wolinella spp.
Xanthobacter spp.
Zoogloea spp.

Figura 10 — Diagrama de Venn para representacdo dos géneros presentes na saliva dos
bebés e suas maes, aos 18 meses de idade do bebé. A por¢do verde do diagrama
apresenta os géneros coincidentes nas duas populagdes.
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BEBES

Figura 11 — Diagrama de Venn para representacdo dos géneros presentes na saliva dos
bebés e suas méaes, aos 24 meses de idade do bebé. A porcdo verde do diagrama
apresenta os géneros coincidentes nas duas populagdes.
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Biofilme/ Filos

O Quadro 11 apresenta a distribuicdo porcentual dos
Filos presentes nas amostras de biofiime de bebés e dos responsaveis
aos 12, 18 e 24 meses de idade do bebé. A semelhanca do observado na
saliva, observa-se a presenga nas duas populagdes dos Filos
Actinobacteria, Bacteroides, Firmicutes, Fusobacteria, Proteobacteria e
TM7 e SR1. Os Filos Spirochaetes e SR1 foram observados apenas nas
maes na avaliagdo aos 18 meses do bebé, porém nao foram detectados
nas amostras de biofilme dos bebés no mesmo periodo.

Maior ocorréncia dos Filos Firmicutes, seguido por

Proteobacteria e Actinobacteria foi observada.

Quadro 11 — Distribuicao porcentual dos Filos presentes nas amostras de
biofilme dos bebés e suas méaes nos periodos de avaliagao

Populagao Periodo experimental/ Filos/ (%)
12 meses | 18 meses | 24 meses

Actinobacteria

Bebés 7,5 21,2 248

Maes 35 30,6 33,9
Bacteroidetes

Bebés 4,2 9,1 15

Maes 2,2 4,6 44

Firmicutes

Bebés 52,5 39,2 25,2

Maes 21,5 15,4 15,6
Fusobacteria

Bebés 0,7 1,1 1,1

Maes 0,3 2,5 0,7
Proteobacteria

Bebés 17,2 7,2 9,7

Maes 15,9 32,2 26,9

SR1

Bebés 0,05 0 0,1

Maes 0 0,1 0
Spirochaetes

Bebés 0 0 0

Maes 0 0,1 0

™7
Bebés 0,1 0,6 2,2
Maes 3,9 0,6 1,0
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Biofilme/ Géneros

Aos 12 meses de idade, observou-se que grande
porcentagem dos géneros presentes na populacdo de bebés estava
presente também nas maes. Cinquenta géneros foram coincidentes entre
maes e bebés. Dos 77 géneros detectados nos bebés, vinte e sete néo
foram encontrados em suas maes. A saliva das maes apresentou 27
géneros que nao foram detectados nos bebés (Figura 12).

Aos 18 meses de idade, observa-se menor diversidade de
géneros quando comparado aos 6 meses. Observou-se a presenga de 38
géneros em comum aos grupos. Dos cinquenta géneros detectados nos
bebés, apenas 14 nao foram encontrados em suas méaes. A saliva das
maes apresentou 29 géneros que nao foram detectados nos bebés
(Figura 13).

Aos 24 meses de idade, observou-se o mesmo relatado aos
12 e 18 meses de idade do bebé. Sendo que, 47 géneros eram comuns
aos grupos e apenas 6 géneros eram especificos dos bebés. Enquanto a
diversidade das maes apresentou-se elevada, com 43 géneros

especificos (Figura 14).
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Propionibacterium spp.

Stenotrophomonas spp.
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Actinobaculum spp.
Blvii28 spp.
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Delftia spp.
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Hyphomicrobium spp.
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Figura 12 — Diagrama de Venn para representagdo dos géneros presentes no biofilme
dos bebés e suas maes, aos 12 meses de idade do bebé. A por¢do verde do diagrama
apresenta os géneros coincidentes nas duas populagdes.
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Figura 13 — Diagrama de Venn para representacdo dos géneros presentes no biofilme
dos bebés e suas mées, aos 18 meses de idade do bebé. A por¢céo verde do diagrama
apresenta os géneros coincidentes nas duas populagdes.
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Methylibium spp.
Methylotenera spp.
Microbacterium spp.
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Pedobacter spp.
Phenylobacterium spp.
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Figura 14 — Diagrama de Venn para representagdo dos géneros presentes no biofilme
dos bebés e suas mées, aos 24 meses de idade do bebé. A por¢céo verde do diagrama
apresenta os géneros coincidentes nas duas populagdes.
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Descricao dos resultados obtidos para o bebé gue desenvolveu carie

Os resultados da analise por pirosequenciamento das
amostras de saliva e biofilme do bebé que desenvolveu lesdes de carie
aos 18 meses de idade (bebé numero 08) foram relatadas a seguir em
quadros comparativos com os bebés saudaveis aos 6, 12, 18 e 24 meses
de idade do bebé.

Saliva

Observou-se a presenca dos mesmos 7 Filos da saliva
de bebés livres de carie relatados acima ao longo do periodo
experimental. Quanto ao numero de géneros, observou-se que aos 6
meses foram detectados dezesseis géneros no bebé 08, sendo que
quinze eram comum aos grupos (Quadro 12). Aos 12 meses, como
observado na saliva de bebés livres de carie, houve um aumento na
quantidade de géneros. Assim, vinte e trés géneros foram detectados no
bebé 08, sendo que vinte eram comum aos grupos (Quadro 13). Aos 18
meses, periodo em que o bebé apresentou lesbes de carie, vinte e sete
géneros foram detectados no bebé 08, sendo que vinte e cinco géneros
foram comum aos grupos (Quadro 14). Aos 24 meses, foram detectados
vinte e sete géneros no bebé 08, sendo que 24 géneros eram comuns aos

grupos (Quadro 15).
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Quadro 12 — Ocorréncia e porcentagem dos géneros nas amostras de
saliva do bebé 08 e comparagdo com as porcentagens médias dos bebés
livres de carie aos 6 meses*

Bebé 08 Bebés livre de cérie
[Prevotella] spp. 0,27 [Prevotella] spp. 4,29
Actinobacillus spp. 0,03 Actinobacillus spp. 0,03
Actinomyces spp. 0,01 Actinomyces spp. 0,64
Aggregatibacter spp. 0,01
Burkholderia spp. 0,01 Burkholderia spp. 0,08
Campylobacter spp. 0,01
Capnocytophaga spp. 0,03
Coprococcus spp. 0,01
Corynebacterium spp. 0,07
Fusobacterium spp. 0,15
Gemella spp. 0,99 Gemella spp. 1,28
Granulicatella spp. 0,49 Granulicatella spp. 517
Haemophilus spp. 0,40 Haemophilus spp. 0,38
Megasphaera spp. 0,01
Lactobacillus spp. 0,01
Lautropia spp. 0,01
Leptotrichia spp. 0,37
Moryella spp. 0,01
Neisseria spp. 0,44 Neisseria spp. 0,36
Porphyromonas spp. 12,55 Porphyromonas spp. 0,20
Oribacterium spp. 0,02
Pedobacter spp. 0,01
Phascolarctobacterium spp. 0,03
Prevotella spp. 0,60 Prevotella spp. 0,73
Pseudomonas spp. 0,01
Rothia spp. 1,22 Rothia spp. 1,34
Selenomonas spp. 0,01 Selenomonas spp. 0,01
Staphylococcus spp. 0,01 Staphylococcus spp. 0,18
Streptococcus spp. 45,29 Streptococcus spp. 50,95
Treponema spp. 0,01
Veillonella spp. 13,56 Veillonella spp. 11,58

*Porcentagens mais relevantes em negrito.




103

Quadro 13 — Ocorréncia e porcentagem dos géneros nas amostras de
saliva do bebé 08 e comparagcédo com as porcentagens meédias dos bebés
livres de carie aos 12 meses*

(continua)
Bebé 08 Bebés livres de carie
[Prevotella] spp. 10,58 [Prevotella] spp. 7,92
Acinetobacter spp. 0,005
Actinobacillus spp. 2,60 Actinobacillus spp. 0,38
Actinomyces spp. 0,10 Actinomyces spp. 0,41
Aggregatibacter spp. 0,30 Aggregatibacter spp. 0,05
Atopobium spp. 0,002
Bifidobacterium spp. 0,02
Burkholderia spp. 0,02
Blautia spp. 0,02
Campylobacter spp. 0,02 Campylobacter spp. 0,01
Capnocytophaga spp. 0,05 Capnocytophaga spp. 0,29
Cardiobacterium spp. 0,02
Catonella spp. 0,03
Chryseobacterium spp. 0,002
Coprococcus spp. 0,005
Corynebacterium spp. 0,12
Eikenella spp. 0,05
Facklamia spp. 0,002
Fusobacterium spp. 0,03 Fusobacterium spp. 1,27
Gemella spp. 1,90 Gemella spp. 0,45
Granulicatella spp. 6,49 Granulicatella spp. 10,79
Haemophilus spp. 0,58 Haemophilus spp. 2,52
Kingella spp. 0,01
Lautropia spp. 0,02 Lautropia spp. 0,04
Leptotrichia spp. 4,83 Leptotrichia spp. 0,30
Megasphaera spp. 0,02
Megamonas spp. 0,02
Microbacterium spp. 0,002
Mogibacterium spp. 0,002
Moraxella spp. 0,01
Neisseria spp. 0,09 Neisseria spp. 3,32
Oribacterium spp. 0,03
Peptococcus spp. 0,002
Peptostreptococcus spp. 0,002
Phascolarctobacterium spp. 0,01
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Quadro 13 — Ocorréncia e porcentagem dos géneros nas amostras de
saliva do bebé 08 e comparagcédo com as porcentagens meédias dos bebés
livres de carie aos 12 meses*

(concluséo)

Bebé 08 Bebés livres de carie
Porphyromonas spp. 3,75 Porphyromonas spp. 3,37
Prevotella spp. 0,16 Prevotella spp. 1,36
Pseudomonas spp. 0,002
Rothia spp. 0,65 Rothia spp. 0,33
Scardovia spp. 0,002
Selenomonas spp. 0,02 Selenomonas spp. 0,50
Staphylococcus spp. 0,02 Staphylococcus spp. 0,58
Streptococcus spp. 42,67 Streptococcus spp. 30,41
Syntrophomonas spp. 0,01
Tannerella spp. 0,02
Vagococcus spp. 0,002
Veillonella spp. 1,10 Veillonella spp. 9,35

*Porcentagens mais relevantes em negrito.

Quadro 14 — Ocorréncia e porcentagem dos géneros nas amostras de
saliva do bebé 08 e comparacédo com as porcentagens médias dos bebés
livres de carie aos 18 meses*

(continua)
Bebé 08 Bebés livre de carie
[Prevotella] spp. 513 [Prevotella] spp. 2,22
[Ruminococcus] spp. 0,004
Actinobacillus spp. 3,01 Actinobacillus spp. 0,99
Actinomyces spp. 0,27 Actinomyces spp. 2,73
Aggregatibacter spp. 0,12 Aggregatibacter spp. 0,03
Alloiococcus spp. 0,002
Atopobium spp. 0,005
Blautia spp. 0,15
Burkholderia spp. 0,78 Burkholderia spp. 5,22
Campylobacter spp. 0,03 Campylobacter spp. 0,01
Capnocytophaga spp. 3,16 Capnocytophaga spp. 0,76
Cardiobacterium spp. 0,24 Cardiobacterium spp. 0,01
Catonella spp. 0,004
Conchiformibius spp. 0,002
Coprococcus spp. 0,002
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Quadro 14 — Ocorréncia e porcentagem dos géneros nas amostras de
saliva do bebé 08 e comparagcédo com as porcentagens meédias dos bebés
livres de carie aos 18 meses*

(concluséo)

Bebé 08 Bebés livre de carie
Corynebacterium spp. 0,48 Corynebacterium spp. 0,54
Eikenella spp. 0,54 Eikenella spp. 0,07
Fusobacterium spp. 0,09 Fusobacterium spp. 1,33
Gemella spp. 0,30 Gemella spp. 0,24
Granulicatella spp. 2,03 Granulicatella spp. 7,92
Haemophilus spp. 1,16 Haemophilus spp. 2,34
Kingella spp. 4,39 Kingella spp. 0,01
Lautropia spp. 0,27 Lautropia spp. 0,04
Leptotrichia spp. 1,58 Leptotrichia spp. 0,77
Megasphaera spp. 0,005
Mogibacterium spp. 0,002
Moraxella spp. 0,005
Moryella spp. 0,01
Neisseria spp. 2,09 Neisseria spp. 2,25
Nesterenkonia spp. 0,002
Oribacterium spp. 0,004
Peptococcus spp. 0,002
Phascolarctobacterium spp. 0,02
Porphyromonas spp. 2,80 Porphyromonas spp. 3,68
Prevotella spp. 0,24 Prevotella spp. 2,18
Propionibacterium spp. 0,002
Pseudomonas spp. 0,005
Rothia spp. 2,21 Rothia spp. 0,70
Selenomonas spp. 0,63 Selenomonas spp. 0,002
Sphingomonas spp. 0,06
Staphylococcus spp. 0,27 Staphylococcus spp. 1,07
Stenotrophomonas spp. 0,002
Streptococcus spp. 31,83 Streptococcus spp. 28,66
Syntrophomonas spp. 0,004
TG5 spp. 0,002
Vagococcus spp. 0,003
Veillonella spp. 8,77 Veillonella spp. 4,79

*Porcentagens mais relevantes em negrito.
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Quadro 15 — Ocorréncia e porcentagem dos géneros nas amostras de
saliva do bebé 08 e comparagcédo com as porcentagens meédias dos bebés
livres de carie aos 24 meses*

(continua)
Bebé 08 Bebés livre de carie
[Prevotella] spp. 0,21 [Prevotella] spp. 3,05
[Ruminococcus] spp. 0,002
Abiotrophia spp. 0,06 Abiotrophia spp. 0,01
Actinobacillus spp. 6,15 Actinobacillus spp. 0,40
Actinomyces spp. 0,65 Actinomyces spp. 1,77
Aggregatibacter spp. 0,09 Aggregatibacter spp. 0,01
Alloiococcus spp. 0,01
Burkholderia spp. 0,06 Burkholderia spp. 0,57
Capnocytophaga spp. 1,33 Capnocytophaga spp. 2,00
Cardiobacterium spp. 0,09 Cardiobacterium spp. 0,01
Catonella spp. 0,03
Coprococcus spp. 0,005
Corynebacterium spp. 0,41 Corynebacterium spp. 1,23
Eikenella spp. 0,38 Eikenella spp. 0,30
Facklamia spp. 0,03 Facklamia spp. 0,002
Fusobacterium spp. 0,06 Fusobacterium spp. 0,30
Gemella spp. 0,24 Gemella spp. 0,83
Granulicatella spp. 0,92 Granulicatella spp. 7,45
Haemophilus spp. 1,89 Haemophilus spp. 1,05
Janthinobacterium spp. 0,19
Kingella spp. 0,41 Kingella spp. 0,04
Lautropia spp- 7,92 Lautropia spp. 0,48
Leptotrichia spp. 0,12 Leptotrichia spp. 1,46
Mogibacterium spp. 0,002
Moryella spp. 0,02
Neisseria spp. 5,20 Neisseria spp. 3,35
Oribacterium spp. 0,01
Nesterenkonia spp. 0,03
Parvimonas spp. 0,01
Peptostreptococcus spp. 0,005
Phascolarctobacterium spp. 0,01
Porphyromonas spp. 1,21 Porphyromonas spp. 4,70
Prevotella spp. 0,18 Prevotella spp. 2,15
Propionibacterium spp. 0,19
Pseudomonas spp. 0,95
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Quadro 15 — Ocorréncia e porcentagem dos géneros nas amostras de
saliva do bebé 08 e comparagcédo com as porcentagens meédias dos bebés
livres de carie aos 24 meses*

(concluséo)

Bebé 08 Bebés livre de carie
Rothia spp. 7,89 Rothia spp. 3,51
Selenomonas spp. 0,03
Sphingomonas spp. 0,19
Staphylococcus spp. 0,16
Streptococcus spp. 19,78 Streptococcus spp. 31,26
Vagococcus spp. 0,002
Turicibacter spp. 0,03
Veillonella spp. 0,59 Veillonella spp. 3,65

*Porcentagens mais relevantes em negrito.

Biofilme

Observou-se a presenca de 8 Filos representativos nas
amostras de biofime do bebé 08: Actinobacteria, Bacteroidetes,
Firmicutes, Fusobacteria, Proteobacteria, TM7, SR1 e Cyanobacteria.

Os resultados da analise do pirosequenciamento para o
biofilme do bebé 08 aos 6 meses de idade encontram-se em Apéndice J,
pois os demais bebés nio tinham dentes erupcionados no momento desta
coleta para comparagao.

Quanto ao numero de géneros, observou-se que aos 12
meses foram detectados quatorze géneros no bebé 08, sendo que
quatorze eram comum aos grupos (Quadro 16). Aos 18 meses, periodo
em que o bebé apresentou lesbes de carie, foram detectados dezesseis
géneros no bebé 08, sendo que quatorze eram comum aos grupos
(Quadro 17). Porém, o que chama a atencdo é a alta porcentagem do
grupo Streptococcus spp. no bebé com lesbes de carie quando

comparado ao grupo livre de carie. Aos 24 meses, foram detectados trinta




108

géneros no bebé 08, sendo que 26 géneros eram comum aos grupos
(Quadro 18).

Quadro 16 — Ocorréncia e porcentagem dos géneros nas amostras de
biofilme do bebé 08 e comparagdo com as porcentagens médias dos
bebés livres de carie aos 12 meses*

(continua)
Bebé 08 Bebés livre de céarie
[Prevotella] spp. 0,33 [Prevotella] spp. 0,09
Abiotrophia spp. 0,01 Abiotrophia spp. 0,03
Acinetobacter spp. 0,07
Actinobacillus spp. 0,73
Actinomyces spp. 1,33 Actinomyces spp. 3,95
Aggregatibacter spp. 0,06
Anaerococcus spp. 0,03
Arabidopsis spp. 0,002
Arthrobacter spp. 0,04
Bacillus spp. 0,03
Bdellovibrio spp. 0,01
Bosea spp. 0,12
Brachybacterium spp. 0,03
Burkholderia spp. 0,19
Candidatus Rhodoluna spp. 0,03
Capnocytophaga spp. 0,05 Capnocytophaga spp.- 1,91
Cardiobacterium spp. 0,19
Catonella spp. 0,02
Chryseobacterium spp. 0,11
Clavibacter spp. 0,01
Cloacibacterium spp. 0,04
Corynebacterium spp. 1,07
Delftia spp. 0,02
Dietzia spp. 0,01
Eikenella spp. 0,25
Enhydrobacter spp. 0,03
Enterococcus spp. 0,002
Facklamia spp. 0,01
Flavobacterium spp. 0,14
Fluviicola spp. 0,02
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Quadro 16 — Ocorréncia e porcentagem dos géneros nas amostras de
biofiime do bebé 08 e comparagdo com as porcentagens médias dos
bebés livres de carie aos 12 meses*

(continuacéao)

Bebé 08 Bebés livre de céarie
Fusobacterium spp. 0,31
Gemella spp. 0,37 Gemella spp. 1,09
Granulicatella spp. 1,61 Granulicatella spp. 3,06
Haemophilus spp. 1,43
Hydrogenophilus spp. 0,002
Kingella spp. 0,04 Kingella spp. 0,45
Klebsiella spp. 0,23
Lactococcus spp. 0,04
Lautropia spp. 0,92
Leptotrichia spp. 0,06 Leptotrichia spp. 0,19
Leucobacter spp. 0,03
Leuconostoc spp. 0,03
Limnohabitans spp. 0,002
Lysobacter spp. 0,01
Microbacterium spp. 0,02
Micrococcus spp. 0,02
Moraxella spp. 0,01
Moryella spp. 0,002
Mycobacterium spp. 0,05
Neisseria spp. 0,01 Neisseria spp. 3,53
Oribacterium spp. 0,01
Paenibacillus spp. 0,01
Paludibacter spp. 0,02
Parvimonas spp. 0,03
Pedobacter spp. 0,002
Porphyromonas spp. 1,30
Prevotella spp. 2,68 Prevotella spp. 0,11
Propionibacterium spp. 2,02
Prosthecobacter spp. 0,004
Pseudomonas spp. 7,47
Ralstonia spp. 0,05
Renibacterium spp. 0,02
Rhodococcus spp. 0,01
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Quadro 16 — Ocorréncia e porcentagem dos géneros nas amostras de
biofiilme do bebé 08 e comparagdo com as porcentagens médias dos

bebés livres de carie aos 12 meses*

(concluséo)

Bebé 08 Bebés livre de céarie
Rhodoplanes spp. 0,004
Rothia spp. 0,72 Rothia spp. 0,19
Saprolegnia spp. 0,004
Sphingobacterium spp. 0,002
Sphingomonas spp. 0,06
Sphingopyxis spp. 0,002
Staphylococcus spp. 0,01 Staphylococcus spp. 0,21
Stenotrophomonas spp. 0,03
Streptococcus spp. 59,98 Streptococcus spp- 17,43
Turicibacter spp. 0,01
Veillonella spp. 2,03 Veillonella spp. 0,48
Weissella spp. 0,01
Zoogloea spp. 0,002
Zymomonas spp. 0,002

*Porcentagens mais relevantes em negrito.

Quadro 17 — Ocorréncia e porcentagem dos géneros nas amostras de
biofiime do bebé 08 e comparacdo com as porcentagens médias dos

bebés livres de carie aos 18 meses*

(continua)
Bebé 08 Bebés livre de céarie

Actinobacillus spp. 0,10

Actinomyces spp. 1,51 Actinomyces spp. 13,23
[Prevotella] spp. 0,08
Abiotrophia spp. 0,09
Acinetobacter spp. 0,003
Actinobacillus spp. 0,06
Arthrobacter spp. 0,01

Atopobium spp. 0,42 Atopobium spp. 0,02
Bifidobacterium spp. 0,01
Bosea spp. 0,01
Bulleidia spp. 0,01
Burkholderia spp. 1,21
Capnocytophaga spp. 7,01
Cardiobacterium spp. 0,04
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Quadro 17 — Ocorréncia e porcentagem dos géneros nas amostras de
biofiilme do bebé 08 e comparagdo com as porcentagens médias dos

bebés livres de carie aos 18 meses*

(continuacéao)

Bebé 08 Bebés livre de céarie
Catonella spp. 0,01
Cloacibacterium spp. 0,01
Corynebacterium spp. 3,27
Eikenella spp. 0,16
Enterococcus spp. 0,003
Facklamia spp. 0,003
Flavobacterium spp. 0,01
Fusobacterium spp. 0,02 Fusobacterium spp. 0,25
Gemella spp. 0,40 Gemella spp. 0,86
Granulicatella spp. 5,12
Haemophilus spp. 0,12 Haemophilus spp. 2,79
Kingella spp. 0,02 Kingella spp. 0,17
Klebsiella spp. 0,02
Lactobacillus spp. 0,46
Lautropia spp. 0,60
Leptotrichia spp. 0,02 Leptotrichia spp. 0,81
Leucobacter spp. 0,003
Leuconostoc spp. 0,01
Mogibacterium spp. 0,02
Moryella spp. 0,02
Mycobacterium spp. 0,01
Neisseria spp. 0,20 Neisseria spp. 1,33
Oribacterium spp. 0,01
Peptostreptococcus spp. 0,003
Porphyromonas spp. 0,08 Porphyromonas spp. 0,86
Prevotella spp. 3,12 Prevotella spp. 0,72
Propionibacterium spp. 0,12
Pseudomonas spp. 0,28
Ralstonia spp. 0,002
Rhodocytophaga spp. 0,01
Rothia spp. 1,75 Rothia spp. 4,32
Rubrobacter spp. 0,003
Saccharopolyspora spp. 0,003
Selenomonas spp. 0,79 Selenomonas spp. 0,01
Sphingomonas spp. 0,05
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Quadro 17 — Ocorréncia e porcentagem dos géneros nas amostras de
biofiilme do bebé 08 e comparagdo com as porcentagens médias dos

bebés livres de carie aos 18 meses*

(concluséo)

Bebé 08 Bebés livre de céarie
Staphylococcus spp. 0,02
Streptococcus spp. 57,81 Streptococcus spp. 26,57
Turicibacter spp. 0,01
Vagococcus spp. 0,004
Veillonella spp. 2,52 Veillonella spp. 1,32

*Porcentagens mais relevantes em negrito.

Quadro 18 — Ocorréncia e porcentagem dos géneros nas amostras de
biofiime do bebé 08 e comparacdo com as porcentagens médias dos

bebés livres de carie aos 24 meses*

(continua)
Bebé 08 Bebés livre de carie
[Prevotella] spp. 0,03 [Prevotella] spp. 0,07
Abiotrophia spp. 0,37 Abiotrophia spp. 0,18
Acinetobacter spp. 0,003
Actinobacillus spp. 0,21 Actinobacillus spp. 0,06
Actinomyces spp. 5,37 Actinomyces spp. 6,34
Aggregatibacter spp. 0,03 Aggregatibacter spp. 0,05
Anaerococcus spp. 0,003
Bacillus spp. 0,003
Bosea spp. 0,02
Blautia spp. 0,03
Burkholderia spp. 0,39
Campylobacter spp. 0,02
Capnocytophaga spp. 0,03 Capnocytophaga spp. 10,22
Cardiobacterium spp. 0,77
Catonella spp. 0,03 Catonella spp. 0,02
Chryseobacterium spp. 0,01
Clavibacter spp. 0,01
Cloacibacterium spp. 0,01
Comamonas spp. 0,003
Corynebacterium spp. 3,93 Corynebacterium spp. 10,84
Dietzia spp. 0,003
Eikenella spp. 0,08 Eikenella spp. 0,09
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Quadro 18 — Ocorréncia e porcentagem dos géneros nas amostras de
biofiilme do bebé 08 e comparagdo com as porcentagens médias dos
bebés livres de carie aos 24 meses*

(concluséo)

Bebé 08 Bebés livre de cérie
Flavobacterium spp. 0,003
Fusobacterium spp. 0,08 Fusobacterium spp. 0,61
Gemella spp. 0,21 Gemella spp. 0,56
Gordonia spp. 0,01
Granulicatella spp. 1,41 Granulicatella spp. 2,78
Haemophilus spp. 0,60 Haemophilus spp. 0,54
Kingella spp. 0,53
Lautropia spp- 1,15 Lautropia spp. 0,59
Leptotrichia spp. 0,10 Leptotrichia spp. 0,53
Limnohabitans spp. 0,01
Morganella spp. 0,03
Moraxella spp. 0,10
Moryella spp. 0,003
Mycobacterium spp. 0,003
Neisseria spp. 2,28 Neisseria spp. 3,47
Oribacterium spp. 0,03 Oribacterium spp. 0,01
Paludibacter spp. 0,003
Parvimonas spp. 0,01
Phascolarctobacterium 0,01
spp.
Porphyromonas spp. 0,08 Porphyromonas spp. 1,30
Prevotella spp. 0,13 Prevotella spp. 2,31
Propionibacterium spp. 0,03 Propionibacterium spp. 0,04
Pseudomonas spp. 0,03 Pseudomonas spp. 0,38
Ralstonia spp. 0,01
Rothia spp. 17,59 Rothia spp. 6,70
Selenomonas spp. 0,08
Staphylococcus spp. 0,21
Sphingopyxis spp. 0,03
Stenotrophomonas spp. 0,03
Streptococcus spp. 35,88 Streptococcus spp- 17,25
Tannerella spp. 0,03 Tannerella spp. 0,04
Treponema spp. 0,03
Turicibacter spp. 0,01
Vagococcus spp. 0,003
Veillonella spp. 0,44 Veillonella spp. 0,59

*Porcentagens mais relevantes em negrito.




6 DISCUSSAO

A carie dental é a doenga crdonica mais comum na
infancia, consistindo em um grande problema para a saude publica
mundial (Misra et al., 2007). Estudos realizados no Brasil afirmam que a
prevaléncia de carie na infancia varia de 12 a 46%, sendo que a faixa
etaria que desenvolve mais carie € de 1 a 3 anos de idade (Dini et al.,
2000; Bonecker et al., 2002).

Um fator importante que deve ser levado em
consideragdao é que ela pode ser prevenida, controlada ou mesmo
revertida. Dentro deste contexto, ressalta-se a importancia de programas
de prevengdo em saude bucal com o objetivo de orientagdo dos pais
desde o nascimento dos bebés.

Em nosso estudo, observou-se bom nivel de
escolaridade das maes, além de poder socio-econdmico em sua maioria
representado por baixo superior e médio inferior, de acordo com a
classificacdo de Pastore e Silva (2000). Ismail e Sohn (2001) afirmaram
que variaveis como nivel socio-econdémico, dieta alimentar, habitos de
higiene e periodo da primeira consulta ao cirurgido-dentista, ndo podem
ser consideradas isoladamente para avaliacdo de risco de carie. Estes
mesmos autores ainda afirmam que criancas que tem visitas preventivas
em idade precoce, como as que ocorrem com as criangas inscritas em
programas educativo-preventivos, geralmente sdo pertencentes a familias
de melhores condigdes socio-econdmicas, que podem gerar maior
interesse e comportamentos positivos relacionados aos aspectos
preventivos e orientacdes profissionais.

Quanto a dieta, notou-se um perfil de desenvolvimento
dentro dos padrdes normais, porém nao ideais. Apesar da OMS (1998)
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recomendar o aleitamento materno exclusivo até os 6 meses de idade do
bebé, observou-se que apenas 33,0% dos bebés eram amamentados
exclusivamente no peito. Além disso, habitos de alimentagcdo como
acordar para mamar e dormir mamando estavam presentes. O habito de
dormir mamando reduziu significativamente ao longo do periodo
provavelmente em funcdo das orientacbes fornecidas para as maes.
Dentre os habitos, os que mais contribuem para o desenvolvimento da
doenca carie sdo dormir com mamadeira, dificuldade na higiene dental da
crianga e manter liquidos na boca por periodo prolongado, principalmente
durante o sono (Tiberia et al., 2007; Reisine, Douglas, 1998; Ismail et al.,
2008).

Tankkunnasombut et al. (2009) analisando criangas nos
trés primeiros anos de vida, encontrou correlagao do tipo de leite e uso da
mamadeira com maior colonizagao por S. mutans. Os autores ressaltaram
que no caso da mamadeira, o tempo de uso pela criangca é fator que
influencia de forma positiva a colonizagao.

Llena e Forner (2008) afirmaram ainda que o consumo
de alimentos entre as refeicdes tende a aumentar com a idade, e este fato
geralmente esta associado a queda na frequéncia de escovagéo. O que
observamos em nosso estudo foi 0 aumento de alimentagc&o cariogénica
ao longo do periodo experimental, porém habitos de higiene bucal tiveram
maior adesdao no decorrer do tempo, provavelmente pelas orientagdes
fornecidas as méaes dentro do programa preventivo.

Apesar da observagao de habitos e dieta de risco a carie
crescentes no decorrer do tempo na maioria das criangas estudadas e do
alto indice CPO-D das maes, apenas 1 bebé apresentou lesbes de carie
aos 18 meses de idade, mostrando que o programa foi efetivo no
proposito de prevencao para este estudo.

A cavidade oral e tecidos adjacentes representam o mais
complexo e diverso microbioma do corpo humano. Diversas comunidades

microbianas sdo encontradas na superficie dentaria, sulco gengival e
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mucosas (Samaranayake, 2006). Estudos tém mostrado que a cavidade
oral é colonizada por comunidades microbianas distintas nas diferentes
estruturas (Aas et al., 2005; Mager et. al, 2003). Cerca de 280 espécies
bacterianas foram isoladas da cavidade oral por métodos de cultura,
porém menos da metade das espécies bacterianas séo cultivaveis (Paster
et al., 2001).

Assim, a aplicagdo das técnicas moleculares foi um
passo essencial para a geragdo de novos conhecimentos nesta area.
Técnicas moleculares independentes de cultura, tais como a eletroforese
em gel com gradiente de desnaturacdo PCR (DGGE), analise de
microarray, clonagem por PCR e técnicas de sequenciamento
revolucionaram nossa compreensao sobre a microbiota oral. Dentro deste
contexto, o pirosequenciamento ganha destaque por trabalhar com
analise de largas quantidades de amostras com baixo custo e rapidez
(Ronaghi, Elahi, 2002; Meyer et al., 2008). Ainda, este método
proporciona a detecgdo e a discriminagdo de uma ampla filogenia e
quantificacdo da abundancia microbiana (Petrosino et al., 2009). Para
este estudo utilizou-se a regido hipervariavel V5-V6 do gene RNAr 16S
como proposto por Zaura et al. (2009).

A maior parte dos estudos para avaliacdo do
estabelecimento de microbiota em criangas utilizando técnicas de cultura
focou na aquisicao de Streptococcus mutans e lactobacilos, procurando
por possivel correlagdo com a ocorréncia de caries (Caufield et al., 1993;
Roeters et al., 1995). Estudos por pirosequenciamento caracterizaram a
microbiota de recém-nascidos por tipos de partos diferentes, criancas
edéntulas, criangas de 3 a 18 anos (Domingues Belle et al., 2010; Cephas
et al., 2011; Crielaard et al., 2011; Ling et al., 2013; Xu et al., 2014; Jiang
et al., 2014; Gomar-Vercher et al., 2014). Contudo, nao foram detectados
na literatura relatos de estudos longitudinais, por pirosequenciamento,
avaliando a microbiota oral de bebés e suas respectivas maes aos 6, 12,
18 e 24 meses com metodologias cultura-independente.
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Assim, este estudo teve como escopo central avaliar o
microbioma oral do bebé saudavel e livre de carie dos 6 meses aos 24
meses de idade. O entendimento da composicdo da microbiota oral em
relacdo a saude bucal é essencial para a prevengao e tratamento de
doengas orais. Para este fim, 5 pares de bebés e maes foram
selecionados de acordo com os critérios de inclusao estabelecidos, e dos
perfis de dieta, higiene bucal, presenga de dentes, prevaléncia de carie e
condigdes periodontais dos bebés. O objetivo foi a deteccdo de bebés
com perfis similares quanto aos critérios citados e com saude geral e
bucal, além da n&o ocorréncia de caries dentarias.

Para a avaliagdo da microbiota de bebés e suas
respectivas maes, o uso de saliva, método util para representacdo do
ecossistema da cavidade bucal, acessivel e ndo agressiva, foi utilizado
(Yang et al., 2012). Para os bebés a saliva foi coletada com o auxilio de
swab estéril e para as maes o uso de saliva estimulada com a mastigagao
de fragmento de Parafiim (Zaura et al., 2009). Amostra de biofilme
dentario também foi coletada com o auxilio de microbrushs a fim de se
estudar a comunidade microbiana presente (Zaura et al., 2009). O
biofilme dentario constitui um importante meio de estudo, pois o
desenvolvimento e maturacdo da placa dental como um biofilme tém
profundas implicacbes na etiologia e progressdao das mais variadas
infeccbes prevalentes que afetam os seres humanos, incluindo a carie
dentaria (Sanchez et al., 2011).

Os achados deste estudo demonstraram rica
comunidade microbiana na cavidade bucal do bebé mesmo antes da
erupcao dentaria. Este resultado esta de acordo com Cephas et al.
(2011). Estes autores avaliaram por pirosequencimento a microbiota
presente na saliva de 5 bebés edéntulos com idade média de 4,6 £ 1,2
meses de idade e sua respectiva mde ou cuidadora. Firmicutes,
Proteobacteria, Actinobacteria, e Fusobacteria estavam predominantes

em todas as amostras. Streptococcus foi o género predominante na saliva
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infantil (62,2% contra 20,4% em adultos), assim como em nosso estudo
50,95% e 13,16% aos seis meses de idade do bebé, 30,41% e 11,92%
aos doze meses, 26,66% e 15,39% aos 18 meses e 31,25% e 10,56% ao
vinte e quatro meses.

A diversidade microbiana da saliva dos bebés manteve-
se estavel em relagcdo ao numero de Filos ao longo dos periodos.
Actinobacteria, Bacteroidetes, Fusobacteria, Proteobacteria, TM7 e SR1
nao apresentaram diferengas significativas ao longo do tempo. O unico
Filo com diferenga significativa estatistica foi o Filo Fimicutes que
apresentou reducdo de 6 meses aos 18 meses de idade do bebé (p
=0.0198). O género mais abundante foi Streptococcus spp. Estes
resultados estdo de acordo com estudos de Gomar-Vercher et al. (2014),
Ling et al. (2010, 2013) que também encontraram abundancia desse
género em suas amostras em criangas de diferentes idades, 12 anos de
idade, 3 a 6 anos de idade, e 3 a 6 anos respectivamente.

Observa-se também um aumento consideravel na
presengca de géneros dos 6 meses aos 12 meses de idade do bebé,
sendo que esta distribuicdo se mantém nos demais periodos.
Streptococcus  spp., Actinomyces  spp., Burkholderia spp.,
Capnocytophaga spp., Corynebacterium spp., Fusobacterium spp.,
Gemella spp., Granulicatella spp., Haemophilus spp., Leptotrichia spp.,
Neisseria spp., Porphyromonas spp., [Prevotella] spp. (familia
Paraprevotellaceae), Prevotella spp., Rothia spp., Veillonella spp. foram
predominantes na saliva dos bebés ao longo do periodo experimental.
Alguns desses géneros sao potencialmente cariogénicos, tais como
Streptococcus, Actinomyces, e Veillonella (Aas et al., 2008).

Em nosso estudo, observamos a ocorréncia de 8 Filos no
biofiime dentario dos bebés ao longo do periodo longitudinal:
Actinobacteria, Bacteroidetes, Cyanobacteria, Firmicutes, Fusobacteria,
Proteobacteria, TM7 e SR1. Aos 6 meses de idade, nenhum dos 5 bebés

avaliados apresentava dentes erupcionados que permitissem a coleta de
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biofilme dentario e por este motivo a analise de biofilme foi iniciada aos 12
meses de idade. Apenas o bebé que desenvolveu carie aos dezoito
meses de idade tinha dentes erupcionados.

A diversidade microbiana do biofilme dos bebés
manteve-se estavel em relagdo ao numero de Filos e ndo houve
diferencas significativas ao longo do tempo entre os mesmos. Também no
biofiime houve prevaléncia do género Streptococcus spp. em todos os
periodos experimentais. Observou-se aumento da ocorréncia dos Filos
Actinobacteria e Bacteroidetes. Estes achados corroboram com estudos
sobre o biofilme dentario, onde o género Actinomyces acompanhado do
género Streptococcus ganham destaque na formacgao inicial de biofilme
dentario, desempenhando um papel muito importante no processo de
formagao da carie dentaria (Dige et al., 2009; Aas et al., 2008).

Aos 12 meses, 77 diferentes géneros fazem parte da
microbiota, o0 que chama atencéo pela grande diversidade. Este numero &
mais elevado em relagcdo ao encontrado para a saliva dos bebés. Ainda,
destacou-se o0s géneros Actinomyces spp., Capnocytophaga spp.,
Corynebacterium spp., Gemella spp., Granulicatella spp., Haemophilus
spp., Neisseria, Porphyromonas spp., Pseudomonas e Propionibacterium
spp. Actinomyces, Burkholderia  spp., Capnocytophaga spp.,
Corynebacterium spp., Granulicatella spp., Haemophilus spp., Neisseria
spp., Rothia spp., Veillonella spp. Aos 18 meses, detectaram-se em
porcentagens representativas o0s géneros Actinomyces, Rothia,
Granulicatella e Capnocytophaga. Aos 24 meses, 0S géneros
Corynebacterium spp., Capnocytophaga spp., Prevotella spp., Rothia spp.
foram encontrados com maior ocorréncia em relacdo aos demais periodos
experimentais. Estes achados estdo de acordo com o estudo de Jiang et
al. (2014) que encontrou os mesmos géneros em estado de saude bucal
do biofilme de criangas de 3 a 7 anos, 0 que sugere que nao existe
modificagao significativa neste rol de géneros nos primeiros anos de vida

da crianga.
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Xu et al. (2014) avaliaram o biofilme supragengival para
caracterizagao filogenética de 10 criangas com carie e 9 sem carie, todas
com menos de 30 meses e antes da erupgdo dos segundos molares
usando a metodologia do sequenciamento 454 e relataram que algumas
espécies, como Streptococcus e Veillonella, estavam mais presentes em
criangas abaixo de 30 meses com caries em relacdo a caries-free. Em
nosso estudo, o bebé que desenvolveu carie apresentou aos 18 meses
porcentagem representativa de Streptococcus e Veillonella tanto na saliva
quanto no biofilme.

O Filo Cyanobacteria foi detectado em algumas
amostras. Pertencem a este Filo bactérias exdgenas transitérias,
encontradas em plantas. Como praticamente todos os seres humanos
tem o habito de ingerir vegetais, € comum que as sequéncias do
cloroplasto 16S rRNA sejam detectadas no interior da cavidade oral
(Dewhirst et al., 2010).

Para a avaliacdo das maes também foram coletadas
amostras de saliva e biofilme ao longo do periodo experimental, mas nao
foram analisados quanto a modificagdo de composicao longitudinal intra-
grupo. A coleta destes dados tem o objetivo de subsidiar a comparagao
de porcentagens médias entre os grupos de bebés e maes.

A avaliacédo da saliva das méaes por pirosequenciamento
estdo de acordo com os estudos de Ling et al. (2013), que avaliaram a
microbiota por pirosequenciamento 454 da saliva ndo estimulada de 10
jovens adultos entre 22 e 24 anos com o objetivo de obter as
caracteristicas da microbiota de pacientes saudaveis. Os géneros mais
detectados foram Streptococcus, Prevotella, Neisseria, Haemophilus,
Porphyromonas, Gemella, Rothia, Granulicatella, Fusobacterium,
Actinomyces, Veillonella, e Aggregatibacter, considerados os maiores
constituintes da microbiota normal.

Ao longo do periodo experimental, 8 Filos receberam
destaque na composicdo da microbiota da saliva das maes:
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Actinobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes, Fusobacteria, Proteobacteria,
SR1, Spirochaetes e TM7. Sendo ainda, o Filo Firmicutes o mais
representativo, mas em menor quantidade quando comparado a saliva
dos bebés.

Os géneros Actinomyces spp., Rothia spp.,
Porphyromonas spp., Prevotella spp., [Prevotella] spp., Gemella spp.,
Granulicatella spp., Streptococcus spp., Pseudomonas spp., Veillonella
spp., Fusobacterium spp., Neisseria spp., Haemophilus spp. foram os
géneros mais representativos, corroborando com os estudos de Zaura et
al. (2009). Estes autores avaliaram a saliva estimulada de 3 adultos
saudaveis e obtiveram destaque para os Filos Firmicutes (género
Streptococcus, familia  Veillonellaceae, género  Granulicatella),
Proteobacteria (género Neisseria, Haemophilus), Actinobacteria (género
Corynebacterium, Rothia, Actinomyces), Bacteroidetes (género Prevotella,
Capnocytophaga, Porphyromonas) e Fusobacteria (género
Fusobacterium). De acordo com os autores, obteve-se a primeira
perspectiva da diversidade e singularidade do microbioma oral saudavel
do individuo com uma resolugcdo de sequenciamento de ultima geracgao,
definindo assim o cerne da microbiota saudavel.

Um total de 11 Filos foi detectado no biofilme dentario
das maes. Esta variabilidade foi consideravelmente maior do que o
encontrado na saliva. Este fator pode ser explicado pela caracteristica
morfolégica do proprio biofilme, ou seja, uma comunidade microbiana
embebida em polimeros. Novos Filos ganham destaque além dos acima
relatados: Chlorobi, Cyanobacteria, Spirochaetes e Verrucomicrobia.
Todos os taxons identificados do Filo Spirochaetes sdo membros do
género Treponema spp. corroborando o estudo de Dewhirst et al. (2010).

Géneros como Actinomyces spp., Corynebacterium spp.,
Rothia spp., Burkholderia spp., Lautropia spp., Pseudomonas spp. tiveram
porcentuais representativos mais elevados com relacdo aos demais no

biofiime das maes. A elevada ocorréncia de Actinomyces nas amostras



122

das maes esta de acordo com o papel desempenhado por membros
desse género como parte da microbiota bucal, mais associada com saude
gengival ou gengivite leve (Carvalho et al., 2009; Demmer et al., 2008;
Tanner et al., 2007), carie radicular ou em dentina em adultos (Brailsford
et al.,, 1999; Yip et al., 2007). Este género faz parte do conjunto de
microrganismos conhecidos como colonizadores iniciais do biofilme, por
sua capacidade de produzir polimeros extracelulares e de aderir a
superficie dentaria logo no inicio do seu processo de formacéo (Brailsford
et al., 1999).

Firmicutes (que inclui os géneros Streptococcus e
Veillonella), Bacteroidetes (que inclui o género Prevotella) foram os
predominantes filos na saliva das mées. Firmicutes e Actinobacteria (que
inclui os géneros Corynebacterium e Actinomyces) predominantes no
biofilme supragingival. Estes resultados corroboram com encontrados por
Keijser et al. (2008).

Existem poucos estudos sobre o microbioma de criangas
com carie utilizando técnica cultura-independentes. Assim, no
desenvolvimento do estudo, optou-se por realizar a analise por
pirosequenciamento das amostras do unico bebé que desenvolveu leséo
de carie. A limitagdo pela inclusdo de um caso existe, contudo, esta
analise objetivou contribuir com a escassa literatura sobre o assunto.
Espécies como Streptococcus e Veilonella estiveram mais presentes em
biofilme de criangas com carie (Xu et al., 2014). Jiang et al. (2014)
relataram que a diversidade de bactérias orais € especifica em diferentes
status de progresséo de carie. Contraditoriamente, Gomar-Vercher et al.
(2014), estudou grupos de criancas com diferentes experiéncias de carie
por pirosequenciamento. O grupo relatou que ndo houve claras diferengas
entre os microbiomas dos varios grupos, apontando para a dificuldade do
estabelecimento da composicdo bacteriana caracteristica como
biomarcador para caries dentarias. Nossos resultados corroboram os
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achados de Gomar-Vercher et al. (2014), ja que nao foi observado perfil
especifico relacionado a doenga no microbioma do bebé com carie.

Quando comparamos a microbiota salivar de bebés e
maes ao longo do periodo verificamos que a diversidade de Filos é maior
nas méaes, porém a presenca dos géneros € muito semelhante,
especialmente entre aqueles predominantes. Um grande numero de
filotipos bacterianos foi compartilhado por criangas saudaveis e suas
maes, sugerindo a existéncia de um nucleo salivar comum do
microbioma. Estes resultados corroboram com o estudo de Ling et al.
(2013) que em criangas e adultos, a grande maioria das sequéncias na
microbiota salivar pertencia aos géneros Streptococcus, Prevotella,
Neisseria, Haemophilus, Porphyromonas, Gemella, Rothia, Granulicatella,
Fusobacterium, e Veillonella, microrganismos componentes da microbiota
normal.

Para a microbiota do biofime de bebés e maes,
observou-se uma riqueza muito maior em relacdo a Filos e géneros
quando comparados a saliva. Este dado € interessante considerando
relato anterior que sugere que o biofime pode ser amostra mais
adequada para estudo da diversidade microbiana quando comparada com
a saliva, a qual pode nao ser representativa da composicdo do biofilme
dentario (Gomar-Vércher et al., 2014). Com destaque para o Filo
Actinobacteria, que aumentou consideravelmente no biofiime do bebé e
manteve-se alto em todo o periodo experimental nas maes. Ainda,
merece destaque o Filo Firmicutes que reduziu percentualmente ao longo
do periodo, dando lugar para microrganismos envolvidos com a
maturacao do biofilme.

Este estudo pretendeu contribuir com o estudo da
microbiota bucal, tragando um perfil longitudinal do estabelecimento do
microbioma oral em bebés saudaveis. Pretendeu-se ainda estabelecer
uma sobreposi¢cdo dos dados dos bebés com o de suas mées. Ao nivel de

Filos, observou-se que tanto na saliva como no biofilme Actinobacteria,
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Bacteroidetes, Firmicutes, Fusobacteria, Proteobacteria, TM7 e SR1
estabeleceram-se desde os 6 meses, mantendo-se estavel ao longo dos
periodos experimentais. Um grande numero de filotipos bacterianos foi
compartilhado por criangas saudaveis e suas mées, sugerindo a
existéncia de um nucleo salivar comum do microbioma. Ao nivel de
géneros, observa-se um aumento notavel da variabilidade aos 6 aos 12
meses de idade do bebé, mantendo-se estavel a partir deste periodo.
Grande diversidade microbiana foi observada no biofilme dentario dos
bebés aos 12 meses, sendo bem superior ao encontrado na saliva. A
analise do microbioma do unico bebé com carie ndo demonstra um perfil
microbiano Unico relacionado a doenca, o que reitera a complexa
patogénese da carie dentaria e a necessidade de estudos mais

aprofundados.



7 CONCLUSAO

A partir dos dados obtidos, conclui-se que:

a)

b)

d)

A eficacia do programa de promocgéao de saude
bucal para este estudo foi reiterada com a
ocorréncia de carie em apenas 1 dos bebés
(1,51%) acompanhados durante 24 meses;

A diversidade microbiana da saliva e biofilme
dentario dos bebés manteve-se estavel em
relacdo ao numero de Filos ao longo dos
periodos;

Observou-se aumento consideravel de géneros
na saliva dos bebés dos 6 meses aos 12
meses de idade do bebé, sendo que esta
distribuicdo se manteve nos demais periodos;
Aos 12 meses, 77 diferentes géneros fazem
parte do microbioma do biofilme dentario do
bebé, sendo este numero maior quando
comparado a saliva;

Existe grande similaridade entre os géneros
predominantes na microbiota salivar e do
biofilme das maes e bebés. Um grande numero
de filotipos bacterianos foi compartilhado por
criangcas saudaveis e suas maes, sugerindo a
existéncia de um nucleo salivar e de biofilme
comum do microbioma;

Nao foi observado perfil especifico para doenca
carie no microbioma do bebé& com carie quando

sobreposto ao dos bebés caries-free.
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APENDICE A - Termo de consentimento livre e esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

| - DADOS DE IDENTIFICAGAO DO PACIENTE OU RESPONSAVEL LEGAL

1. Nome do Paciente:

Documento de Identidade | Sexo: Data de Nascimento:

nO

Enderecgo: Cidade: U.F.
Telefone: CEP:

1. Responsavel Legal:

Documento de Identidade | Sexo: Data de Nascimento:
nO
Enderecgo: Cidade: U.F.

Natureza (grau de parentesco, tutor, curador, etc.):

Il — DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA

1. Titulo do protocolo de pesquisa:

“Desenvolvimento da microbiota oral e intestinal de bebés em relagédo a saude bucal e
geral: analise longitudinal por pirosequenciamento da microbiota de bebés e seus
parentes dentro de um Programa de Saude Bucal para Primeira Infancia”.

2. Pesquisador responsavel: Robson Frederico Cunha

Cargo/fungao: Inscr.Cons.Regional |Unidade ou  Departamento do
Prof. Adj. da|:34.432 Solicitante:

disciplina de Departamento de Odontologia Infantil e
Odontopediatria Social

3. Avaliagao do risco da pesquisa: (probabilidade de que o individuo sofra algum dano
como consequéncia imediata ou tardia do estudo).

X SEM RIscO [ | RISCO MiININ_] Risc{_|MEDIO
RISCO MAIOR

4. Justificativa e os objetivos da pesquisa (explicitar):

Justificativa: Definir a microbiota bucal de bebés e como ela se altera com o tempo é
de grande importancia para ajudar na prevencao, no diagndstico e no tratamento de
doencgas bucais num estagio precoce.

Objetivos: O objetivo desse estudo é de avaliar a colonizagdo microbiana de criangas
atendidas em um programa de saude bucal para bebés aos 6, 12, 18 e 24 meses de
idade e associar a diversidade microbiana com a dieta, higiene bucal, presenca de
dentes, prevaléncia de carie e condigbes periodontais em comparagdo com as
condi¢bes bucais e diversidade microbiana dos pais ou responsaveis.

5. Procedimentos que serao utilizados e propoédsitos, incluindo a identificagao
dos procedimentos que sao experimentais:

Em todos os periodos de coleta, os parentes ou responsaveis serdo entrevistados para
determinar o cumprimento das orientacdes fornecidas e para avaliagdo da dieta e
higiene bucal dos bebés. A saliva e a placa bacteriana dos pais ou responsavel serao
coletadas com auxilio de cotonete. No exame clinico serd avaliada a gengiva com
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auxilio de um instrumento odontolégico. A analise de prevaléncia de carie também
sera avaliada.

6. Desconfortos e riscos esperados: O trabalho a ser realizado ndo apresenta
riscos para a populagao estudada, ja que o mesmo consiste em entrevistas, avaliagdes
da dieta e higiene bucal, coleta de saliva e biofilme, além da avaliagdo clinica dos
tecidos moles e dentes. A participagdo € voluntaria e os dados obtidos mantém a
confiabilidade com a publicagdo anénima dos dados. Ainda o consentimento podera
ser retirado a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidade, prejuizo
ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido.

7. Beneficios que poderido ser obtidos: O trabalho é de extrema importancia, pois
vai fornecer aos dentistas informagdes necessarias para a prevengao de diversas
doencas de uma maneira simples, segura e barata.

8. Procedimentos alternativos que possam ser vantajosos para o individuo:

Os beneficios do projeto estao relacionados com a insergdo do bebé em um Programa
de Saude Bucal para Primeira Infancia, que visa acompanhar sua saude bucal,
atendendo suas necessidades e educar pais com relagdo a importancia do cuidado
preventivo e da importancia de se instituir bons habitos dietéticos e de higiene.

9. Duracio da pesquisa: 2 anos

10. Aprovacao do Protocolo de pesquisa pelo comité de ética para analise de
projetos de pesquisa em / /

Il - EXPLICAGOES DO PESQUISADOR AO PACIENTE OU SEU REPRESENTANTE
LEGAL

1. Recebi esclarecimentos sobre a garantia de resposta a qualquer pergunta, a
qualquer davida acerca dos procedimentos, riscos, beneficios e outros assuntos
relacionados com a pesquisa e o tratamento do individuo.

2. Recebi esclarecimentos sobre a liberdade de retirar meu consentimento a qualquer
momento e deixar de participar no estudo, sem que isto traga prejuizo a continuagao
de meu tratamento.

3. Recebi esclarecimento sobre compromisso de que minha identificagcdo se mantera
confidencial tanto quanto a informagéo relacionada com a minha privacidade.

4. Recebi esclarecimento sobre a disposi¢édo e o compromisso de receber informagdes
obtidas durante o estudo, quando solicitada, ainda que possa afetar minha vontade em
continuar participando da pesquisa.

5. Recebi esclarecimento sobre a disponibilidade de assisténcia no caso de
complicagbes e danos decorrentes da pesquisa.

Observagbes complementares.

IV - CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

Declaro que, apos ter sido convenientemente esclarecido (a) pelo pesquisador, conforme
registro nos itens 1 a 6 do inciso lll, consinto em participar, na qualidade de paciente, do
Projeto de Pesquisa referido no inciso Il.

Local, / /

Assinatura
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APENDICE B - Ficha clinica utilizada na anamnese e exame clinico dos

bebés

1. Identificagdo do paciente
Nome:

Ficha Clinica

Prontudrio n°®

Naturalidade:

Estado:

Data do Nascimento: /

Sexo:

Pai
Nome:

Idade: Meses

Idade:

Profissao:

Local de trabalho:

Mae
Nome:

Idade:

Profissao:

Local de trabalho:

Responsavel
Nome:

Idade:

Profissao:

Local de trabalho:

Endereco:

Bairro:

CEP:

Cidade:

Estado:

Telefone residencial:

Telefones para recado:

2. Investigagdo Diagnéstica da familia:

Estado civil dos pais:

Paciente vive com:

Relaciona-se melhor com:

Numero de irméos: () Numero de irméos adotivos: ()

Paciente adotado: () S/N

Numero de moradores na mesma casa ()

Escolaridade do pai:
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Escolaridade da méae:

Renda familiar e nivel sécio-econdmico: () 1.Acima de 60 SM(Alto) 2.De 35 a 59
SM(Médio superior) 3.De 15 34 SM(Médio) 4.De 5 a 14 SM(Médio Inferior) 5.De 3 a 4
SM(Baixo superior 6.Abaixo de 3 SM(Baixo inferior)

Paciente tratado de forma diferente: () S/N

Participa do contexto social: ( ) S/N

Motivo da consulta:

Anamnese

1. Histéria médica pré-natal/nascimento:
Gravidez planejada: () S/N

Numero de abortos naturais: ()
Realizou pré-natal: () S/N Tempo gestacional: semanas
Peso ao nascer:

Gestagao (alteragdes sistémicas):

Local do parto:

Tipo de parto: ( )Normal ( )Cesariana ( )Forceps

Chorou logo que nasceu: () S/IN Nasceu cianético: () S/IN
Dificuldade de sucgado: () S/N Hemorragias: () Sim ( )N&o
Ficou em estufa: ( ) Sim ( )Ndo Horas:

Anomalias congénitas: () Sim () Nao Quais:

Problemas perinatais: ( ) 1.Parto demasiadamente rapido 2.Parto demasiadamente
demorado 3.Compressado pelo corddo umbilical 4.Prematuridade 5.Pds-maturidade
6.0utros

2. Infancia
Hospitalizagdes: () S/N

Doencas da infancia:
( )Sarampo ( )Caxumba ( )Catapora ( )Doengas cardiacas ( )Reumaticas ( )

Hematolégicas ( )Rubéola (  )Escarlatina (  )Doencas respiratérias ( )Renais (

)Hepaticas ( )Neuroldgicas

Outras informacgdes: Problemas alérgicos
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Data de coleta: Idade do bebé: Cédigo:

1. Amamentagdo:

Peito: () S/IN Inicio Fim Freqiéncia: ( ) X ao dia
Mamadeira: () S/N Inicio Fim  Frequéncia: ( ) X ao dia
Conteudo:

Dorme mamando: () S/IN Inicio Frequéncia: ( )

Acorda para mamar: () S/N Inicio Frequéncia: () X por noite
Conteudo:

Obs:

2. Alimentagdo:
1. Alimentos pegajosos e ricos em agucar:
Biscoito, doces, balas, gomas, frutas secas ou cristalizadas, doces que contenham

agucar, mel, geléias, coberturas de sorvete, marmelada, pé de moleque

2. Alimentos contendo acucar e amido:
Leite com cereais doces, biscoito, produtos de padaria (pdo doce, rosca, bolos,

docinhos),

chocolate

3. Doces livres de acucar:

4. L eite adocado e produtos de uso diario:
Leite com achocolatado, flan, iogurtes e similares, sorvete, leite com agucar, mel,

papinhas doces

5. Leite ndo adocado e produtos de uso didrio:
Leite puro, sorvete e iogurte sem agucar, queijo, papinha salgada

6. Liquidos adogados:
Sucos industrializados, refrigerantes

7. Frutas:
Frutas naturais, sucos naturais
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8. Alimentos ricos em amido semi-hidrolisado:
Paes industrializados (bisnaguinha, pdo de forma), salgadinhos, batata frita

industrializada

9. Alimentos livres de agucar:
Nozes, castanhas, pao de padaria, massas (macarrio):

3. Higiene
Tipo de higiene: () 1.Escova 2.Gaze 3.Fralda 4.0Outros 5.Nao realiza
Frequéncia: ( ) X ao dia

Higiene noturna: () S/N Inicio da higienizag&o:

4. Medicamentos em uso:

() C) ) ()

1.Antialérgicos 2.Antibidticos 3.Anti-inflamatérios 4. Anti-fungicos 5.Anti-
hemorragicos 6.Anticonvulsivantes 7.Outros

5. Coleta da saliva

6. Coleta do biofilme

7. Higiene

8. Exame clinico:

55 75
54 74
53 73
52 72

51 71



61
62
63
64
65

9. Prevaléncia de cérie:

indice ceo-d: ( )Cariados ( )Extragdo indicada

brancas inativas

10. Avaliagdo do periodonto
Coloragao e textura:

81
82
83
84
85

)Obturados

Lesdes ndo cavitadas: ( )Lesdes de manchas brancas ativas (

Presenca de sangramento: () S/N
Inflamagao gengival: () S/N
Célculo dentario: () S/N

141

)LesBes de manchas
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APENDICE C - Ficha clinica utilizada na anamnese e exame clinico das

maes

Nome do bebé:

Ficha Clinica Responsavel

Prontudrio n°

1. Identificagdo
Nome:

Naturalidade:

Data do Nascimento: / /

Sexo:

Endereco:

Estado:

Idade:

Bairro:

CEP:

Cidade:

Estado:

Telefone residencial:

Telefones para recado:

2. Anamnese

Informagdes importantes:

Medicamentos em uso:

() ) ) )

1.Antialérgicos  2.Antibioticos
6.Anticonvulsivantes 7.0utros

3.Anti-inflamatérios

4. Anti-fungicos

Data de coleta:

3. Coleta da saliva
4. Coleta do biofilme
5. Exame clinico:

17
16
15
14
13

27
26
25
24
23

Cédigo:

5.Anti-hemorragicos



12
11

31
32
33
34
35
36
37

6. Prevaléncia de cdrie: (
)Cariados

indice CPO-D: (

Lesbes nédo cavitadas: (

inativas

7. Avdliagdo do periodonto

16,17

22
21

41
42
43
44
45
46
47

)Extraidos (
)Lesbes de manchas brancas ativas

)Obturados

11

( )Lesdes de manchas brancas

26,27

143

47,46

31

36,37
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APENDICE D - Dados clinicos individuais de CPO-D das maes

Tabela 1 — CPO-D das maes aos 6 meses de idade do bebé

(continua)
Prevaléncia de Carie= Cariados Perdidos  Obturados MBA MBI
6 0 0 6 0 0
13 1 0 12 0 0
2 1 0 1 0 0
15 0 0 15 0 0
3 0 1 2 0 0
16 0 0 16 0 0
1 1 1 9 0 0
5 1 0 4 0 0
20 9 0 11 9 0
19 0 3 16 0 0
9 0 0 9 0 0
8 0 0 8 0 0
16 0 2 14 0 0
13 1 0 12 0 0
16 0 0 16 0 0
13 0 0 13 0 0
6 0 0 6 0 0
3 0 0 3 0 0
17 1 0 16 0 0
14 0 4 10 0 0
9 0 0 9 0 0
13 0 1 12 0 0
17 0 0 17 0 0
9 0 0 9 0 0
6 1 1 4 0 0
12 3 1 8 0 0
8 1 0 7 0 0
8 0 0 8 0 0
4 2 0 2 0 0
10 1 2 7 0 0
15 0 2 13 0 0
9 0 2 7 0 0
14 1 1 12 0 0
7 2 0 5 0 0
8 1 0 7 0 0
19 0 3 16 0 0
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Tabela 1 — CPO-D das maes aos 6 meses de idade do bebé
(continuagao)

Prevaléncia de Carie= Cariados Perdidos  Obturados MBA MBI
7 2 0 5 0 0
8 1 0 7 0 0
19 0 3 16 0 0
1 0 0 1 0 0
5 3 0 2 0 0
16 0 1 15 0 0
8 0 0 8 0 0
16 0 0 16 0 0
1 2 0 9 0 0
14 0 0 14 0 0
10 0 0 10 0 0
19 0 2 17 0 0
13 2 1 10 0 0
4 0 0 4 0 0
3 0 0 3 0 0

21 1 2 18 0 0
14 0 2 12 0 0
9 0 0 9 0 0
9 0 0 9 0 0
2 0 0 2 0 0
4 2 0 2 0 0
3 0 0 3 0 0
5 0 0 5 0 0
1 0 0 11 0 0
4 0 0 4 0 0
1 0 0 11 0 0
8 0 0 8 0 0
8 0 0 8 0 0
14 0 2 12 0 0
8 1 0 7 0 0
1 0 1 10 0 0
14 0 2 12 0 0
6 0 0 6 0 0
12 0 1 11 0 0
10 0 0 10 0 0
13 0 2 11 0 0
7 0 0 7 0 0
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Tabela 1 — CPO-D das maes aos 6 meses de idade do bebé
(concluséo)

Prevaléncia de Carie= Cariados Perdidos  Obturados MBA MBI
12 0 0 12 0 0
8 0 0 8 0 0
13 0 0 13 0 0
10 0 0 10 0 0

MBA: Mancha branca ativa; MBI: Mancha branca inativa
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Tabela 2 — CPO-D das maes aos 12 meses de idade do bebé

(continua)
Prevaléncia de Carie= Cariados Perdidos  Obturados MBA MBI
6 0 0 6 0 0
13 1 0 12 0 0
15 0 0 15 0 0
3 0 1 2 0 0
16 0 0 16 0 0
1 1 1 9 0 0
5 1 0 4 0 0
20 9 0 11 9 0
9 0 0 9 0 0
8 0 0 8 0 0
16 0 2 14 0 0
13 1 0 12 0 0
16 0 0 16 0 0
13 0 0 13 0 0
6 1 0 5 0 0
3 0 0 3 0 0
14 0 4 10 0 0
9 1 0 8 0 0
13 0 1 12 0 0
17 0 0 17 0 0
9 0 0 9 0 0
6 1 1 4 0 0
12 3 1 8 0 0
8 0 0 7 0 0
8 0 0 8 0 0
5 3 0 2 0 0
10 1 2 7 0 0
15 0 2 13 0 0
9 0 2 7 0 0
14 1 1 12 0 0
7 2 0 5 0 0
8 1 0 7 0 0
19 0 3 16 0 0
1 0 0 1 0 0
5 3 0 2 0 0
16 0 1 15 0 0
8 0 0 8 0 0



Tabela 2 — CPO-D das maes aos 12 meses de idade do bebé
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(concluséo)

Prevaléncia de Carie= Cariados Perdidos  Obturados MBA MBI
6 0 0 6 0 0
16 0 0 16 0 0
1 0 0 11 0 0
14 0 0 14 0 0
10 0 0 10 0 0
19 0 2 17 0 0
13 2 1 10 0 0
4 0 0 4 0 0
3 0 0 3 0 0
21 1 2 18 0 0
14 0 2 12 0 0
9 0 0 9 0 0
9 0 0 9 0 0
2 0 0 2 0 0
4 2 0 2 0 0
3 0 0 3 0 0
5 0 0 5 0 0
1 0 0 11 0 0
4 0 0 4 0 0
1 0 0 11 0 0
8 0 0 8 0 0
8 0 0 8 0 0
8 1 0 7 0 0
1 0 1 10 0 0
14 0 2 12 0 0
6 0 0 6 0 0
12 0 1 11 0 0
10 0 0 10 0 0
13 0 2 11 0 0
7 0 0 7 0 0
12 0 0 12 0 0
8 0 0 8 0 0
13 0 0 13 0 0
10 0 0 10 0 0

MBA: Mancha branca ativa; MBI: Mancha branca inativa
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Tabela 3 — CPO-D das maes aos 18 meses de idade do bebé

(continua)
Prevaléncia de Carie= Cariados Perdidos  Obturados MBA MBI
13 0 0 13 0 0
15 0 0 15 0 0
3 0 1 2 0 0
16 0 0 16 0 0
1 1 1 9 0 0
5 1 0 4 0 0
20 0 0 20 0 0
9 0 0 9 0 0
8 0 0 8 0 0
16 0 2 14 0 0
13 1 0 12 0 0
16 0 0 16 0 0
6 0 0 6 0 0
3 0 0 3 0 0
14 0 4 10 0 0
9 0 0 9 0 0
13 0 1 12 0 0
17 0 0 17 0 0
9 0 0 9 0 0
12 4 1 7 0 0
8 0 0 8 0 0
8 0 0 8 0 0
5 0 0 5 0 0
10 0 2 8 0 0
15 0 2 13 0 0
9 0 2 7 0 0
14 1 1 12 0 0
7 2 0 5 0 0
8 1 0 7 0 0
17 0 3 14 0 0
1 0 0 1 0 0
5 3 0 2 0 0
16 0 1 15 0 0
8 0 0 8 0 0
16 0 0 16 0 0
11 0 0 11 0 0
14 0 0 14 0 0
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(concluséo)

Prevaléncia de Carie= Cariados Perdidos  Obturados MBA MBI
10 0 0 10 0 0
20 0 2 18 0 0
4 0 0 4 0 0

3 0 0 3 0 0
21 1 2 18 0 0
14 0 2 12 0 0
9 0 0 9 0 0
9 0 0 9 0 0
2 0 0 2 0 0
4 0 0 4 0 0

3 0 0 3 0 0

5 0 0 5 0 0
1 0 0 11 0 0
4 0 0 4 0 0
1 0 0 11 0 0
8 0 0 8 0 0
8 0 0 8 0 0
8 1 0 7 0 0
1 0 1 10 0 0
14 0 2 12 0 0
6 0 0 6 0 0
12 0 1 11 0 0
10 0 0 10 0 0
13 0 2 11 0 0
7 0 0 7 0 0
12 0 0 12 0 0
8 0 0 8 0 0
13 0 0 13 0 0
10 0 0 10 0 0

MBA: Mancha branca ativa; MBI: Mancha branca inativa
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Tabela 4 — CPO-D das maes aos 24 meses de idade do bebé

(continua)
Prevaléncia de Carie= Cariados Perdidos  Obturados MBA MBI
13 0 0 13 0 0
15 0 0 15 0 0
3 0 1 2 0 0
16 0 0 16 0 0
1 1 1 9 0 0
5 1 0 4 0 0
20 0 0 20 0 0
9 0 0 9 0 0
8 0 0 8 0 0
16 0 2 14 0 0
13 1 0 12 0 0
16 0 0 16 0 0
6 0 0 6 0 0
3 0 0 3 0 0
14 0 4 10 0 0
9 0 0 9 0 0
13 0 1 12 0 0
17 0 0 17 0 0
9 0 0 9 0 0
8 0 0 8 0 0
8 0 0 8 0 0
5 0 0 5 0 0
10 0 2 8 0 0
9 0 2 7 0 0
14 1 1 12 0 0
7 2 0 5 0 0
8 0 0 8 0 0
17 0 3 14 0 0
5 3 0 2 0 0
16 0 1 15 0 0
8 0 0 8 0 0
11 0 0 11 0 0
14 0 0 14 0 0
10 1 0 9 0 0
20 0 2 18 0 0
4 0 0 4 0 0
3 0 0 3 0 0
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Tabela 4 — CPO-D das maes aos 24 meses de idade do bebé
(concluséo)

Prevaléncia de Carie= Cariados Perdidos  Obturados MBA MBI
21 2 2 17 0 0
9 0 0 9 0 0
9 0 0 9 0 0
2 0 0 2 0 0
4 0 0 4 0 0
3 0 0 3 0 0
5 0 0 5 0 0
11 0 0 11 0 0
4 0 0 4 0 0
1 2 0 9 0 0
8 0 0 8 0 0
8 0 0 8 0 0
8 0 0 8 0 0
1 0 1 10 0 0
14 0 2 12 0 0
6 0 0 6 0 0
12 0 1 11 0 0
10 0 0 10 0 0
13 0 2 11 0 0
12 0 0 12 0 0
10 0 0 10 0 0

MBA: Mancha branca ativa; MBl: Mancha branca inativa
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APENDICE E - Dados de dieta, higiene, ceod e CPO-D dos pacientes
selecionados para a analise molecular aos 6, 12, 18 e 24 meses

Quadro 19 — Dados aos 6 meses de idade do bebé

Periodo de avaliagao

6 meses
Bebés | 13 | 45 | 62 ‘ 64 ‘ 54 08
Dieta
Aleitamento Artificial Misto Materno Misto Misto Materno
Dorme N N S S S S
enquanto
mama
Mamadas N S S N S S
noturnas
Alimentagéo N N N N N N
aderente e rica
em agucar
Alimentagao N N N N N N
com amido e
agucar
Doces livres N N N N N N
de agucar
Leite adogado N N N N N N
e produtos de
uso diario
Leite nao S S S S S S
adogado e
produtos de
uso diario
Bebidas N N N N N N
adogadas
Frutas S S S S S S
Alimentos N N N N N N
ricos em
amido semi-
hidrolisado
Alimentos N N N N N N
livres de
agucar
Higiene N S S N S N
Higiene N S N N N N
noturna
Exame N N N N N 71 e 81
Clinico
Prevaléncia 0 0 0 0 0 0
de carie
Periodonto Saudavel Saudavel Saudavel Saudavel Saudavel Saudavel
Maes 13 45 62 64 54 08
Prevaléncia 16 11 11 8 9 5
de carie
Periodonto Saudavel Saudavel Saudavel Saudavel Saudavel Saudavel




Quadro 20 — Dados aos 12 meses de idade do bebé
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Periodo de avaliagao

12 meses
Bebés | 13 | 45 | 62 | 64 54 08
Dieta
Aleitamento Artificial Artificial Misto Misto Artificial Materno
Dorme N N S S N S
enquanto
mama
Mamadas N S N S S S
noturnas
Alimentagéo N S N N N S
aderente e
ricaem
agucar
Alimentagéo S S S S N N
com amido e
acgucar
Doces livres N N N N N N
de agucar
Leite adogado N S S N S N
e produtos de
uso diario
Leite ndo S S S S S S
adogado e
produtos de
uso diario
Bebidas N N N N N N
adogadas
Frutas S S S S S S
Alimentos N S S N N S
ricos em
amido semi-
hidrolisado
Alimentos N S N N N N
livres de
agucar
Higiene S S S S S
Higiene S N N S S
noturna
Exame 71 e 81 51,61,61,7 | 51,61, 71, 71e 81 N 51, 52, 61,
Clinico 1 81 62,71, 81
Prevaléncia 0 0 0 0 0 0
de carie
Periodonto Saudavel Saudavel Saudavel Saudavel Saudavel Saudavel
Maes 13 45 62 64 54 08
Prevaléncia 16 11 11 8 9 5
de carie
Periodonto Saudavel Saudavel Saudavel Saudavel Saudavel Saudavel




Quadro 21 — Dados aos 18 meses de idade do bebé
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Periodo de avaliagao

18 meses
Bebés 13 45 62 64 54 08
Dieta
Aleitamento Artificial Artificial Artificial Artificial Artificial Materno
Dorme N N N S N S
enquanto
mama
Mamadas S S N N S S
noturnas
Alimentagéo N S N N S S
aderente e rica
em acgucar
Alimentagéo S S S S N S
com amido e
agucar
Doces livres de N N N N N N
agucar
Leite adogado N S S S S S
e produtos de
uso diario
Leite nao S S S S S S
adogado e
produtos de
uso diario
Bebidas S S N N S S
adogadas
Frutas S S S S S S
Alimentos ricos S S N S S S
em amido
semi-
hidrolisado
Alimentos S S S S S S
livres de
agucar
Higiene S S S S S S
Higiene S S S N S N
noturna
Exame Clinico 51, 52, 51, 52, 51, 52, 51, 52, 51, 54,61, | 51e 52 Carie,
61, 62, 61, 62, 61, 62, 61, 62, 64,71,72, | 61e62Lesdo
71,72, 71,72, 71,72, 71,72,84 | 81,82, 74, de mancha
81, 82 81, 82 81, 82, 84 branca ativa,
64, 84 53, 54, 63, 64,
71,72,73,74,
81, 82, 83, 84
Prevaléncia 0 0 0 0 0 0
de carie
Periodonto Saudavel | Saudavel Saudavel Saudavel Saudavel Saudavel
Maes 13 45 62 64 54 08
Prevaléncia 16 1 11 8 9 5
de carie
Periodonto Saudavel | Saudavel Saudavel Saudavel Saudavel Saudavel




Quadro 22 — Dados aos 24 meses de idade do bebé
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Periodo de avaliagao

24 meses
Bebés 13 45 \ 62 \ 64 54 08
Dieta
Aleitamento Artificial Artificial Artificial Artificial Artificial Artificial
Dorme N N N N S S
enquanto mama
Mamadas N N N N N S
noturnas
Alimentagéo S N N N S S
aderente e rica
em agucar
Alimentagéo S S S N S N
com amido e
agucar
Doces livres de N N N N N N
agucar
Leite adogado e S S S N S S
produtos de uso
diario
Leite nao S S S S S S
adogado e
produtos de uso
diario
Bebidas S S N N S S
adogadas
Frutas S S S S S S
Alimentos ricos N S N S S S
em amido semi-
hidrolisado
Alimentos livres S S S S S S
de agucar
Higiene S S S S S S
Higiene S S S S S N
noturna
Exame Clinico 51, 52, 51, 52, 51, 52, 51,52,53, | 51,52, 54, 51, 61 Carie
54, 61, 53, 54, 53, 54, 54,61,62, | 61,62,64, | Inativa, 52,62
62, 64, 61, 62, 61, 62, 63,64,71, | 71,72, 74, Lesdo de
71,72, 63, 64, 63, 64, 72,73, 74, 81, 82, 84 mancha
74, 81, 71,72, 71,72, 81, 82, 83, branca inativa,
82, 84 73,74, 73, 74, 84 53, 54, 63, 64,
75, 81, 81, 82, 71,72,73,74,
82, 83, 83, 84 81, 82, 83, 84
84, 85
Prevaléncia de 0 0 0 0 0 4
carie
Periodonto Saudavel | Saudavel | Saudavel | Saudavel Saudavel Saudavel
Maes 13 45 62 64 54 08
Prevaléncia de 16 11 1 8 9 5
carie
Periodonto Saudavel | Saudavel | Saudavel Saudavel Saudavel Saudavel
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APENDICE F - Valores obtidos com a extragdo de DNA (ng/ul), sendo
que obtemos uma média de 50 ul do material apds extragao

Quadro 23 — Valores referentes as extragcbes de DNA amostras dos
bebés
Amostra Nome DNA Amostra Nome DNA
Salivabebé |P-13SB6 110
8 Salivabebé |P-18SB6 91,4
& |Salivabebé |P-455B6 50
€ |[Salivabebé |P-645B6 19,3
o Salivabebé |P-62SB6 153
Salivabebé |P-08SB6 83,7 Biofilme do bebé [P 08 BB 6 7,4
Salivabebé [P-13SB12 83,9 Biofilme do bebé [P- 13BB 12 1,4
é’ Saliva bebé |P-18SB 12 280 Biofilme do bebé [P- 18 BB 12 42,5
(] Saliva bebé |P-45SB 12 19,1 Biofilme do bebé |P- 45BB 12 6,8
€ Saliva bebé [P-64SB12 84,4 Biofilme do bebé [P- 64 BB 12 1,8
2 Saliva bebé P- 62SB 12 256 Biofilme do bebé |P- 62 BB 12 29,7
Saliva bebé [P-08SB12 31,5 Biofilme do bebé [P- 08 BB 12 69,3
Saliva bebé |P-13SB 18 23 Biofilme do bebé [P- 13 BB 18 4,7
§ Saliva bebé |P-18SB 18 38,3 Biofilme do bebé |P- 18 BB 18 23,1
(] Saliva bebé [P-45SB 18 87 Biofilme do bebé [P- 45BB 18 5,5
£ Saliva bebé |P-64SB 18 92,9 Biofilme do bebé [P- 64 BB 18 3,6
ﬂ Saliva bebé |P-625SB 18 63,1 Biofilme do bebé |P- 62 BB 18 15,2
Saliva bebé |P-08SB 18 34,7 Biofilme do bebé [P- 08 BB 18 7,4
Saliva bebé |P-13SB24 25 Biofilme do bebé |P- 13 BB 24 2,8
g Salivabebé [P-18SB24 30,4 Biofilme do bebé |[P- 18 BB 24 3,7
Q Saliva bebé |P-45SB24 70 Biofilme do bebé |P- 45BB 24 17
£ Saliva bebé |P-645SB 24 153 Biofilme do bebé |P- 64 BB 24 3,1
E Salivabebé [P-62SB24 167,5 Biofilme do bebé |P- 62 BB 24 11,5
Saliva bebé |P-08SB 24 39,4 Biofilme do bebé |P- 08 BB 24 51
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Quadro 24 — Valores referentes as extracoes de DNA amostras das maes

Amostra Nome DNA Amostra Nome DNA
Saliva Responsavel P-13SR6 17,7 Biofilme Responsavel |P- 13BR 6 2,6
3 Saliva Responsavel P-18SR 6 21,4 Biofilme Responsavel |P- 18 BR 6 0,7
g Saliva Responsavel P-45SR 6 64 Biofilme Responsavel |P- 45BR 6 2,4
S Saliva Responsavel P-63SR 6 16,3 Biofilme Responsavel |P- 63 BR 6 3
©o Saliva Responsavel P-62SR 6 18,5 Biofilme Responsavel |P- 62 BR 6 1
Saliva Responsavel P-08SR 6 72,7 Biofilme Responsavel |P- 08 BR 6 2
Saliva Responsavel P-13SR 12 34,4 Biofilme Responsavel |P- 13 BR 12 7,4
§ Saliva Responsavel P- 18 SR 12 25 Biofilme Responsavel |P- 18 BR 12 0,5
Q Saliva Responsével P-45SR 12 37 Biofilme Responsavel |P- 45BR 12 1
£ Saliva Responsavel P- 63 SR 12 18,7 Biofilme Responsavel |P- 63 BR 12 3,2
ﬁ Saliva Responsavel P-62SR 12 25,5 Biofilme Responsavel |P- 62 BR 12 1,1
Saliva Responsavel P- 08 SR 12 47,4 Biofilme Responsavel |P- 08 BR 12 8,5
Saliva Responsavel P-13SR 18 17,8 Biofilme Responsavel |P- 13 BR 18 2,8
§ Saliva Responsavel P- 18SR 18 25 Biofilme Responsavel |P- 18 BR 18 0,5
(] Saliva Responsavel P-45SR 18 24,3 Biofilme Responsavel |P- 45BR 18 0,8
£ Saliva Responsavel P- 63SR 18 26 Biofilme Responsavel |P- 63 BR 18 4
ﬁ Saliva Responsavel P-62SR 18 20,8 Biofilme Responsavel |P- 62 BR 18 5,6
Saliva Responsavel P- 08 SR 18 70,3 Biofilme Responsavel |P- 08 BR 18 2,1
Saliva Responsavel P- 13 SR24 15,6 Biofilme Responsavel |P- 13 BR 24 1,1
§ Saliva Responsavel P- 18 SR24 17,1 Biofilme Responsavel |P- 18 BR 24 0,8
(] Saliva Responsavel P- 45SR24 47,4 Biofilme Responsavel |P- 45BR 24 1,2
£ Saliva Responsavel P- 63 SR24 42,6 Biofilme Responsavel |P- 63 BR 24 4,7
S Saliva Responsavel P- 62 SR24 20,7 Biofilme Responsavel |P- 62 BR 24 1
Saliva Responsavel P- 08 SR24 71,3 Biofilme Responsavel |P- 08 BR 24 2,6
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APENDICE G - Descrigéo de cada MID (Multiplex Identifiers) utilizada na
amplificagdo das amostras

Tabela 5 — Descricao das MIDS utilizadas no estudo

(continua)
Nome LibL-A Key barcode Primer
Bac_FW_MID 1 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC TCAG ACGAGTGCGT GGATTAGATACCCBRGTAGTC
Bac_FW_MID 2 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC TCAG ACGCTCGACA GGATTAGATACCCBRGTAGTC
Bac_FW_MID 3 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC TCAG AGACGCACTC GGATTAGATACCCBRGTAGTC
Bac_FW_MID 4 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC TCAG AGCACTGTAG GGATTAGATACCCBRGTAGTC
Bac_FW_MID 5 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC TCAG ATCAGACACG GGATTAGATACCCBRGTAGTC
Bac_FW_MID 6 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC TCAG ATATCGCGAG GGATTAGATACCCBRGTAGTC
Bac_FW_MID 7 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC TCAG CGTGTCTCTA GGATTAGATACCCBRGTAGTC
Bac_FW_MID 8 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC TCAG CTCGCGTGTC GGATTAGATACCCBRGTAGTC
Bac_FW_MID 9 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC TCAG TAGTATCAGC GGATTAGATACCCBRGTAGTC
Bac_FW_MID 10 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC TCAG TCTCTATGCG GGATTAGATACCCBRGTAGTC
Bac_FW_MID 11 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC TCAG TGATACGTCT GGATTAGATACCCBRGTAGTC
Bac_FW_MID 13 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC TCAG TCAGCATAGT GGATTAGATACCCBRGTAGTC
Bac_FW_MID 14 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC TCAG CGAGAGATAC GGATTAGATACCCBRGTAGTC
Bac_FW_MID 15 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC TCAG ATACGACGTA GGATTAGATACCCBRGTAGTC
Bac_FW_MID 16 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC TCAG TCACGTACTA GGATTAGATACCCBRGTAGTC
Bac_FW_MID 17 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC TCAG CGTCTAGTAC GGATTAGATACCCBRGTAGTC
Bac_FW_MID 18 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC TCAG TCTACGTAGC GGATTAGATACCCBRGTAGTC
Bac_FW_MID 19 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC TCAG TGTACTACTC GGATTAGATACCCBRGTAGTC
Bac_FW_MID 20 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC TCAG ACGACTACAG GGATTAGATACCCBRGTAGTC
Bac_FW_MID 21 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC TCAG CGTAGACTAG GGATTAGATACCCBRGTAGTC
Bac_FW_MID 22 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC TCAG TACGAGTATG GGATTAGATACCCBRGTAGTC
Bac_FW_MID 23 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC TCAG TACTCTCGTG GGATTAGATACCCBRGTAGTC
Bac_FW_MID 24 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC TCAG TAGAGACGAG GGATTAGATACCCBRGTAGTC
Bac_FW_MID 25 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC TCAG TCGTCGCTCG GGATTAGATACCCBRGTAGTC
Bac_FW_MID 26 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC TCAG ACATACGCGT GGATTAGATACCCBRGTAGTC
Bac_FW_MID 27 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC TCAG ACGCGAGTAT GGATTAGATACCCBRGTAGTC
Bac_FW_MID 28 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC TCAG ACTACTATGT GGATTAGATACCCBRGTAGTC
Bac_FW_MID 29 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC TCAG ACTGTACAGT GGATTAGATACCCBRGTAGTC
Bac_FW_MID 30 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC TCAG AGACTATACT GGATTAGATACCCBRGTAGTC
Bac_FW_MID 31 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC TCAG AGCGTCGTCT GGATTAGATACCCBRGTAGTC
Bac_FW_MID 32 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC TCAG AGTACGCTAT GGATTAGATACCCBRGTAGTC
Bac_FW_MID 33 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC TCAG ATAGAGTACT GGATTAGATACCCBRGTAGTC
Bac_FW_MID 34 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC TCAG CACGCTACGT GGATTAGATACCCBRGTAGTC
Bac_FW_MID 35 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC TCAG CAGTAGACGT GGATTAGATACCCBRGTAGTC
Bac_FW_MID 36 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC TCAG CGACGTGACT GGATTAGATACCCBRGTAGTC
Bac_FW_MID 37 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC TCAG TACACACACT GGATTAGATACCCBRGTAGTC
Bac_FW_MID 38 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC TCAG TACACGTGAT GGATTAGATACCCBRGTAGTC
Bac_FW_MID 39 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC TCAG TACAGATCGT GGATTAGATACCCBRGTAGTC
Bac_FW_MID 40 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC TCAG TACGCTGTCT GGATTAGATACCCBRGTAGTC
Bac_FW_MID 41 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC TCAG TAGTGTAGAT GGATTAGATACCCBRGTAGTC
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(concluséo)

Nome LibL-A Key barcode Primer
Bac_FW_MID 42 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC TCAG TCGATCACGT GGATTAGATACCCBRGTAGTC
Bac_FW_MID 43 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC TCAG TCGCACTAGT GGATTAGATACCCBRGTAGTC
Bac_FW_MID 44 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC TCAG TCTAGCGACT GGATTAGATACCCBRGTAGTC
Bac_FW_MID 45 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC TCAG TCTATACTAT GGATTAGATACCCBRGTAGTC
Bac_FW_MID 46 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGAC TCAG TGACGTATGT GGATTAGATACCCBRGTAGTC

Bac_R_MID 1 CCTATCCCCTGTGTGCCTTGGCAGTC TCAG ACGAGTGCGTT TCACGRCACGAGCTGACGAC
Bac_R_MID 9 CCTATCCCCTGTGTGCCTTGGCAGTC TCAG TAGTATCAGCT TCACGRCACGAGCTGACGAC
Bac_R_MID 10 CCTATCCCCTGTGTGCCTTGGCAGTC TCAG TGATACGTCTT TCACGRCACGAGCTGACGAC
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APENDICE H - Foto do gel das amplificacdes do par 54 (bebé e mae) em
todos os periodos (6, 12, 18 e 24 meses), para exemplificacdo

Figura 15 — Amplificagdes das amostras do par 54 (bebé e mae)
SB- Saliva do bebé; SR- Saliva do responsavel; BB- Biofiime do bebé; BR- Biofilme do
responsavel
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APENDICE | - Quantificacdo das amostras (ng/15pl) apds purificagéo

Pool 1
Amostra | Picogreen
54BR12 305.85
54BB24 209.9925
54SB24 179.17
54BR6 472.94
54SB6 660.2675
54SB12 199.5
54SB18 178.8438
54SR24 4335
54SR12 468.63
54SR6 248.3825
54SR18 396.9375
63SR6 5.646
63SR12 44.36
63SR18 82.5825
63SR24 13.014
62SR6 64.141
62SR12 22.475
62SR18 49.54425
62SR24 3.1615
45SR6 51.8

Pool 2

Amostra | Picogreen
54BR24 183.6
13BR18 5.7089
54BR18 171.626
54BB18 | 44.3357
08SR12 437.84
13BR24 | 4.8034
45BR18 119.1352
08SB6 296.478
08SB24 191.4784
08SB18 104.1254
08SR6 158.9509
64SB6 39.25808
64SB12 40.855
64SB18 69.832
645B24 59.9945
62SB6 53.8005
625B12 48.81175
625B18 44.832
62SB24 11.958
45SB6 45.5175

(continua)



Pool 1

Amostra | Picogreen
45SR12 42.0475
45SR18 85.76175
45SR24 140.2875
13SR6 186.84
13SR12 145.99
13SR18 123.336
13SR24 202.8998
62BB12 129.645
62BB18 194.016
62BB24 | 80.1453
45BB18 63.497
45BB24 150.3375
45BR6 329.45
45BR12 252.582
45BB12 273.92
45BR24 212.905
63BR6 54.86325
63BR12 130.935
63BR18 240.337
63BR24 53.8175
13BB12 77.2875
13BB18 17.7912

Pool 2
Amostra | Picogreen
45SB12 78.293
45SB18 60.856
45SB24 42.28925
13SB6 185.098
13SB12 131.9455
13SB18 192.1425
13SB24 41.4936
62BR6 132.12
62BR12 106.112
62BR18 69.5976
62BR24 | 85.995
08BB6 282.8832
08BB12 | 482.2
08BB18 571.3423
08BB24 469.15
08BR6 453.375
08BR12 393.75
08BR18 476.25
08BR24 512.0225
08SB12 197.5116
08SR18 101.933
08SR24 115.4949
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(continuacao)



Pool 1
Amostra | Picogreen
13BB24 219.3688
13BR6 10.35034
13BR12 85.701

Pool 2
Amostra | Picogreen
64BB12 85.59775
64BB18 103.7925
64BB24 101.8024
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(concluséo)
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APENDICE J — Ocorréncia de géneros e porcentagem média da amostra
de biofilme do bebé 08 aos 6 meses*

Quadro 25 — Dados do biofilme do bebé 08 aos 6 meses de idade

08BB6
Abiotrophia spp. 0,16
Actinobacillus spp. 0,04
Actinomyces spp. 0,13
Capnocytophaga spp. 4,53
Corynebacterium spp. 0,08
Fusobacterium spp. 0,08
Gemella spp. 0,23
Granulicatella spp. 0,83
Haemophilus spp. 0,06
Lautropia spp. 0,69
Leptotrichia spp. 2,42
Neisseria spp. 2,45
Nesterenkonia spp. 0,01
Porphyromonas spp. 0,19
Rothia spp. 4,47
Streptococcus spp. 59,52
Turicibacter spp. 0,01
Veillonella spp. 4,18

*Porcentagens representativas em negrito.
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ANEXO A - Certificado do Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos

.. HemvERtmane FETADLLAL PALILISTA
unesp " TeEemma Y

Declaragido

Declaro que o projeto “Desenvolvimento da microbiota oral e intestinal de bebés em
relagdo a salde bucal e geral: andlise longitudinal por pirosequenciamento da
microbiota de bebés e seus parentes dentro de um Programa de Salde Bucal para
Primeira Infancia™ (protocolo FOA 2011-00623), sob a responsabilidade de Robson
Frederico Cunha esta de acordo com os Principios Etims, seguindo diretrizes e
normas regulamentadoras de pesquisa, envolvendo seres humanos, conforme

Resolucio n® 196/96 do Conselho Macional de Saide e foi aprovado por este

Comité de Efica em Pesquisa.
Aragatuba, 02 de agosto de 2011.
SN
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k./ﬂ'\-fv) Ll ’

Prof Adj Alberto Carlos Botazzo Delbem

Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa envolvendo Seres Humanos - FOA

Facisdage oe - UNESP
Depanamenty te Infantl & Social - Cooniopeciaina
Fua.Jose Bonifackn, 1193 CEP 16015050 Amgatuba — 5P

Tel [18) 336-3314 E-mall: adelbemgfoa unesp.br



