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RESUMO

Criancas adquirem Streptococcus mutans durante os primeiros anos de vida,
sendo a mae a principal fonte de infecgéo. O objetivo deste estudo foi determinar a
aquisicao inicial de S. mutans em criancas que freqientam creches, identificando
as vias nao familiares de transmissao, utilizando a reacdo em cadeia da
polimerase, com primer arbitrario (AP-PCR). 160 bebés entre 5-13 meses de
idade, freqlentando 28 creches publicas de Piracicaba (Sdao Paulo) foram
acompanhados por 18 meses. Os niveis de infec¢do por S. mutans nos bebés
foram determinados no inicio e, a cada 6 meses. Foram realizados exames
clinicos para verificacao dos dentes erupcionados e lesées de cérie. Os perfis de
AP-PCR dos isolados de S. mutans das criancas e dos 61 cuidadores das creches
foram obtidos, assim como num subgrupo de 16 maes, cujas criancas
apresentavam altos niveis de S. mutans. As cepas de S. mutans eram isoladas de
amostras de saliva bucais, coletadas através de espatulas esterilizadas e
inoculadas em MSB (Mitis Salivarius com Bacitracina). As placas eram incubadas
a 37°C em microaerofilia e o0 nimero de col6nias contadas em area determinada,
sob lupa estereoscépica. Oito coldnias por crianca foram re-isoladas e
genotipadas por AP-PCR com o primer OPA-02 e separadas em gel de agarose.
Os ensaios de AP-PCR dos isolados de S. mutans nos bebés das mesmas
creches, maes-filhos e bebés-cuidadores foram processados nas mesmas
reagcdes, separados em mesmo gel e comparadas visualmente. Os amplicons
foram considerados similares ou iguais quando a maior parte das bandas eram
idénticas. O subgrupo de amplitipos considerados idénticos ou muito semelhantes
pela andlise visual, tiveram o coeficiente de similaridade de Dice determinado com
Fingerprinting Il informatix software. S. mutans foram isolados da cavidade bucal
dos bebés a partir de 6 meses de idade. No baseline, a prevaléncia de S. mutans
foi 5,6%, aumentando para 15,6% em T6 (seis meses), 32,1% em T12 (doze
meses) e 40,3% ao final do estudo (T18). A mediana da aquisicao de S. mutans foi

de 21 meses. Foram identificados de um a quatro amplitipos distintos por crianca.



Foram identificadas no total 16 criancas freqlientadoras das mesmas creches
compartilhando amplitipos de S. mutans similares, sugerindo transmissao
horizontal entre criangas. Das méaes examinadas, 68,8% apresentaram altos niveis
de S. mutans, variando de 1-4 amplitipos. Apresentaram coincidéncia de
amplitipos 50% dos pares mée-filho analisados. A analise genotipica dos isolados
dos cuidadores e bebés nao revelou coincidéncia, apesar dos altos niveis de S.
mutans nos cuidadores (51,5%). A detecgdo precoce de S. mutans, associada
comumente a altos niveis de infecgdo e diversidade de amplitipos indicam alta
exposicdo a S. mutans durante os primeiros dois anos de idade. A deteccao de
criancas da mesma creche compartilhando o mesmo amplitipo de S. mutans indica
ocorréncia de transmissao horizontal de S. mutans nesta populagéo. Estes dados
sdo compativeis com a freqiéncia relativamente baixa de similaridade de

amplitipos observada entre os pares mae-filhos(as).

Palavras-chave: Genotipagem, Caries dentarias, Criancas, S. mutans.
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ABSTRACT

Children are more likely to acquire Streptococcus mutans in the oral cavity during
the early years of their lives. The mothers are often the main source of S. mutans
transmission. This study aimed to identify non-mother potential sources of S.
mutans transmission in a population of nursery children during the period of initial
colonization, using arbitrarily primed polymerase chain reaction (AP-PCR). 160
infants from 28 public nurseries schools of the city of Piracicaba (Brazil), with initial
age between 5-13 months, were enrolled in this prospective study. Levels of S.
mutans infection were determined during a 18-month follow-up period, in which
children were examined at each 6-month period. Number of erupted teeth and
caries were also analyzed. AP-PCR profiles of the children S. mutans isolates were
also obtained with the amplitypes of the S. mutans strains that were isolated from
their 61 respective day-care nurses. S. mutans isolates obtained from a subset of
sixteen mothers whose children harbored high levels of S. mutans were also
analyzed by AP-PCR. S. mutans strains were isolated from samples of saliva that
were collected with tongue blades and inoculated onto MSB (Mitis Salivarius and
Bacitracina). Plates were incubated at 37°C for 48 hours. The number of S.
mutans-like colonies was determined using a stereoscopic microscope. Eight
isolates of S. mutans per subject were picked up from each plate and pure cultures
stored. Genomic DNA purified from the isolates were subjected to AP-PCR using
OPA-02. PCR products were electrophoretically resolved in agarose gels.
Comparisons of AP-PCR amplicon profiles were performed between children
attending the same nursery, and between children and their respective nurse
and/or mother by side-by-side visual comparison. Amplitypes were considered
similar when all major bands were identical. The degree of similarity of a subset of
visually matching strains were also analyzed with the help of the Fingerprinting Il
informatix software. S. mutans were isolated from children as young as 6 months
of age. At baseline (T0), S. mutans were detected in 5.6% of the children. This

prevalence increased to 15.6, 32.1 and 40.3% respectivelly at the subsequent
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follow-up periods (T6, T12, T18). The median age of initial acquisition was 21
months. Children harbored one to four distinct amplitypes. A subset of 16 children
carried the same amplitype of their nursery mates in at least one of the phases of
the study, suggesting child-child horizontal S. mutans transmission. Amplitype
matching among mother-child pairs were detected in 50% of the subset analyzed
indicating transmission from mothers to their children. Sixty-eight percent of the
mothers were heavily infected. Mothers were colonized by one-four amplitypes.
Although most of the nurses harbored high levels of S. mutans (51.5%), their S.
mutans amplitypes did not match amplitypes detected in their respective children.
Nursery children may be colonized by diverse S. mutans genotypes during the first
two years of age in the studied population, and that children may acquire S.
mutans by child-child horizontal transmission. That is compatible with the relative

low prevalence of S. mutans amplitype matching among child-mother pairs.

Key-words: DNA fingerprinting, Dental caries, Children, S. mutans
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1. INTRODUGCAO

A carie dental € uma doenga infecciosa e transmissivel, cujo principal
patdbgeno é o Streptococcus mutans, (LOESCHE, 1986). Estudos a respeito da
aquisicdo de S. mutans apontaram a colonizag¢éo bucal infantil ocorrer em torno de
19 a 31 meses de idade (CAUFIELD et al, 1993). A infeccdo nesta fase
representa um grande risco ao desenvolvimento futuro da doenca em idade
precoce, sendo 0s casos mais severos aqueles em que lesdes sao detectadas em
dentes deciduos recém irrompidos (KOHLER et al., 1988; Li et al., 1994; ANSAI et
al., 2000). Sabe-se ainda que quanto mais precoce e severa a infeccao por S.
mutans, mais dificil o controle da carie dental com o avanco da idade (KOHLER et
al., 1988). Em acréscimo aos fatores ambientais e do hospedeiro, gendétipos
especificos de S. mutans podem ser colonizadores mais agressivos, resultando
em um biofime dental mais cariogénico (KOHLER & KRASSE, 1990; MATTOS-
GRANER et al., 2000).

Criangas sao infectadas normalmente através de contactos com
individuos da familia, os quais representam contatos proximos e freqlentes
(BERKOWITZ & JORDAN, 1975; CAUFIELD et al., 1993; KOZAI et al. 1999). As
maes sao indicadas como a principal fonte de infeccao, como demonstrado em
inameros estudos de isolados clinicos de S. mutans, onde caracteristicas
genotipicas e/ou fenotipicas similares foram encontradas em cepas de origem
materna e dos bebés (DAVEY & ROGERS, 1984; LI & CAUFIELD, 1995;
ALALUUSUA et al., 1996; KOZAI et al., 1999; KLEIN et al., 2004; ESIN et al.,
2006). Estudos demonstram ainda que maes com altos niveis de infeccao por S.
mutans transmitem este patégeno com mais freqiéncia a seus filhos e estes sédo
colonizados precocemente (KOHLER et al., 1983; Li et al., 2000; ESIN et al.,
2006). Vias alternativas de transmissao foram sugeridas entre outros membros da
mesma familia, como os pais (KOZAI et al.,1999; REDMO EMANUELSSON &
THORNQVIST, 2000; ERSIN et al., 2004; ESIN et al., 2006). Por outro lado, a

transmissibilidade horizontal foi recentemente relatada em dois estudos,



implicando na possibilidade do agente patogénico ser adquirido também em
ambiente extrafamiliar (MATTOS-GRANER et al., 2001b; TEDJOSASONGKO &
KOZAI, 2002). A transmissdo de S. mutans através da saliva poderia ocorrer,
principalmente em ambientes como creches/escolas, onde criangas compartilham
objetos como brinquedos, chupetas e mordedores. Outra situacado favoravel de
contaminacao neste local poderia ser compreendida observando-se o contacto
estreito existente entre os bebés e babas ou auxiliares de saude. Estas “babas”,
como as maes quando altamente infectadas, poderiam consistir em fontes nao-
familiares de transmissao de S. mutans. As creches publicas atendem a uma
grande parcela da populacao, principalmente as de menor nivel-sécio econémico.
Estas instituicbes representam, portanto, um alvo importante para o
desenvolvimento de programas de controle da carie dental. Para tanto, se faz
importante investigar as principais vias de transmissao inicial de S. mutans nestas

populacoes.



2. REVISAO DA LITERATURA

2. 1 Estudos de prevaléncia de carie dental em bebés no Brasil

Anteriormente, alguns poucos estudos em diferentes cidades brasileiras
foram pioneiros na avaliacao das condicdes de saude bucal de criancas em tenra
idade (0 - 3 anos). Em 1993, MORITA et al., observaram 10% das criancas com
12 meses com cavidades de cérie, este percentual aumentando para 50% entre as
criangas de 36 meses. Em 1996, dois estudos mereceram destaque: FREIRE et
al. observaram uma prevaléncia de carie de 4% para criangas de 0 a 12 meses,
aumentando para 13% e 30% entre criancas de 2 e 3 anos de idade. Bezerra
(1990), estudando uma populacdo de criancas entre 30-36 meses de idade na
cidade de Brasilia, encontrou uma prevaléncia de 61,3% considerando além das
cavidades de carie, as lesdes iniciais do tipo mancha branca ativa. Em 1996,
TOMITA et al. verificaram 11% das 52 criangas da amostra entre 0 e 2 anos de
idade apresentando cavidades de carie; tal prevaléncia aumentou na faixa dos 3-4
anos para 26%. Ainda em 1996, WALTER et al., relataram uma prevaléncia de
carie de 34% entre bebés de zero a 30 meses, onde se observava uma
caracteristica muito peculiar e condizente com dados mundiais (WENDT et al.,
1991; WEINSTEIN et al. 1992): 0 aumento da prevaléncia de carie entre o primeiro
e 0 segundo ano de vida. Portanto, grande parte da populacdo menor de trés
anos, que era desassistida de atendimento odontolégico, ja apresentava
necessidades curativas mesmo antes do primeiro exame. As caracteristicas
destrutivas deste tipo de carie, atingindo idade precoce e em alta prevaléncia,
tornam-na um padrédo requerendo atencao especial. O diagnéstico precoce das
lesbes iniciais, ainda em estagio reversivel, e a avaliacdo dos fatores
determinantes tornam-se fundamentais no estabelecimento de um tratamento
mais simples, menos invasivo e de menor custo, envolvendo o uso de agentes
fluoretados e, sobretudo, mudancas comportamentais com relacdo a dieta e
higiene bucal (WEINSTEIN et al., 1992).



As condicbes de saude bucal dos pré-escolares ndo tém sido
documentadas na mesma extensdo que a dos escolares, uma vez que a denticao
decidua, freqientemente, ndao é considerada de tanta importadncia quanto a
permanente no planejamento de agdes (TOMITA et al.,1996). Por outro lado, o
conhecimento sobre a experiéncia de carie na denticdo decidua é importante
como preditor da doenca carie na denticdo permanente. Entretanto, sugere-se
este preditor ter valor reduzido na identificagdo do risco a doenca em criancas
menores de trés anos, devido a baixa prevaléncia de lesbes nesta fase
(O'SULLIVAN & THIBODEAU, 1996). Ainda, deve-se considerar que a
identificagdo do risco seja realizada antes mesmo do desenvolvimento das lesdes
visando permitir o controle da doenga. BONECKER et al. (2002) citam a escassez
de publicacbes as quais procuram verificar o padrdo da doenca em dentes
deciduos, particularmente em criancas pré-escolares abaixo dos 3 anos de idade.

MATTOS-GRANER et al. (1996) avaliaram a prevaléncia de cérie
dentaria em 322 criangas matriculadas em creches de Piracicaba (Sao Paulo),
com idades variando entre 6 e 36 meses de vida. Observaram que as menores
faixas etarias em que se observou a presenca de lesdes de carie iniciais esteve
entre 6 e 12 meses de idade e, lesdes cavitadas entre 13 e 18 meses. O
percentual de criancas livres de carie foi de 65%, sendo que 5,9% da amostra total
apresentou 46% do total de lesdes, caracterizando o fenbmeno da polarizacao e a
necessidade da identificacdo precoce de criangas com maior risco para o0
desenvolvimento da doenga.

No ano 2000, LEITE & RIBEIRO avaliaram o estado de saude bucal de
338 criangas de 2 a 6 anos de idade, atendidas em creches publicas na cidade de
Juiz de Fora (Minas Gerais). Os dados mostraram ceo-d médio de 0,7 para as
criancas de dois anos e o dobro (1,4) para as de trés anos. O inicio da lesdo
cavitada foi observado mesmo nas criancas de menor idade, refletindo nesta faixa
as dificuldades dos sistemas de servicos de saude em atingir esta populacédo. Os

autores comentam de modo imperativo uma mudang¢a no perfil de atendimento



para esta faixa da populacdo como medida prioritaria, e orientacdo pré-natal a
grupos de maes visando encorajar habitos bucais saudaveis.

Em 2001, BARROS et al. realizando estudo na cidade de Salvador
(Bahia), examinaram 340 criangas atendidas em creches estaduais entre 0 e 30
meses de idade. A prevaléncia de céarie considerando-se todos os estagios da
lesdo foi de 55,3%, sendo os incisivos superiores os dentes mais afetados e
representando 80% do total de lesGes para estes dentes. Os indices de ceo-d
encontrados foram: 0,35 para as criangas de 0-12 meses; 1,32 para 13-24 meses
e 2,38 para 25-30 meses, considerando as lesdes incipientes.

BONECKER et al. (2002) com o objetivo de verificar as alteracdes na
prevaléncia e severidade da carie em pré-escolares em Diadema (Sao Paulo),
utilizaram os resultados obtidos através da realizacdo de levantamentos
epidemiologicos em 1995, 1997 e 1999. O primeiro incluiu 548 criangas de 5-35
meses, e 0 segundo e terceiro, respectivamente incluiram 992 e 690 bebés de 5 a
59 meses, selecionadas durante o Dia Nacional da Vacinagéo. Verificou-se uma
marcante reducao na prevaléncia e severidade das lesbes rampantes entre 1995 e
1999. Houve reducdo de 36,5% nas criancas de 2 anos de idade entre 1995 e
1997 e de 36% entre 1997 e 1999. O ceo-s médio foi reduzido de 2,0, em 1995 a
1,0, no ano de 1999.

ROSENBLATT & ZARZAR (2004) estudaram uma amostra de 468
bebés (meninos e meninas) entre 12 e 36 meses de idade com o propdsito de
avaliar a ocorréncia da carie de mamadeira e sua relagcdo com o tipo e duragéao da
alimentacao, em familias de baixa renda na cidade de Recife (Pernambuco). A
prevaléncia de carie foi de 28,4% (133 criangas). Duzentas e oito criancas faziam
5 ou mais refeicbes por dia com alto teor de sacarose, e 33,6% destas
apresentavam lesdes cariosas. Nenhuma associacado significativa foi observada
entre a presenca de lesbes de carie e a amamentacdo no peito. A carie de
mamadeira entre os bebés aumentou em funcdo da idade, nimero de lanches
agucarados entre as refeicdes e ainda, com uma refeigao principal cariogénica. No
total, 327 criangas faziam uso da mamadeira contendo leite e agucar. Para os



bebés de 12 a 18 meses, o ceo-d médio foi de 0,4; aumentando para 1,47 nas
criancas de 19 a 24 meses e, 2,0 para as de 25-36 meses de idade.

2. 2 Aquisicdo inicial e colonizagdo de bebés por S. mutans

As superficies do corpo humano sdo colonizadas por varios
microrganismos, especialmente bactérias, constituindo a microbiota residente. A
diversidade sofre influéncia de fatores ambientais e inatos. No individuo, o
nascimento separa a vida intra-uterina estéril da existéncia extra-uterina com uma
continua exposi¢cdo a inumeros microrganismos. Muitos sdo apenas transitorios,
enquanto outros se estabelecem encontrando superficies favoraveis a serem
colonizadas de forma permanente. Bebés com o ecossistema bucal em
desenvolvimento podem ser particularmente susceptiveis a colonizagao
microbiana em funcao, por exemplo, de anticorpos especificos capazes de inibir
aderéncia bacteriana, estarem em baixos niveis na infancia precoce. Por outro
lado, durante os primeiros meses de vida, apenas mucosas estao disponiveis a
colonizagdo e este fato limita a diversidade de espécies. Finalmente, cepas
bacterianas parecem depender de diversos periodos de susceptibilidade para se
estabelecerem na cavidade bucal (KONONEN, 2000).

Interacdes entre diferentes formas bacterianas bem como entre os
microrganismos e o0 hospedeiro sao fatores controladores da homeostasia ou
desequilibrio, podendo gerar condi¢cdes patolégicas. A microbiota residente ou
indigena da cavidade bucal € um componente integral ativo neste sitio para o
organismo. Bactérias comensais, portanto, beneficiam o hospedeiro o defendendo
contra patégenos invasores. Entretanto, algumas espécies ou clones da
microbiota bucal podem apresentar caracteristicas em detrimento a saude bucal
do individuo (KONONEN et al., 1999).

A aderéncia de microrganismos as diversas superficies ocorre de um
modo seletivo e isso caracteriza o evento inicial da colonizagdo microbiana. O

namero de células viaveis e sua habilidade de aderéncia funcionam como pré-



requisitos para o sucesso da colonizacdo e sucessdao microbiana (GIBBONS,
1984).

Durante a erupcdo dentaria no bebé, superficies nao descamativas
estardo disponiveis e susceptiveis a colonizacdo. Muitos sitios tornam-se
presentes para aderéncia, tais como sulco gengival e inUmeras superficies do
esmalte dental (BERKOWITZ, 2003). A adesdo microbiana entre espécies dara
origem a comunidades multigenéricas no biofilime em desenvolvimento, e a
especificidade é uma caracteristica importante na composicao inicial do mesmao.

Muitos estudos mostraram os S. mutans necessitarem de superficies
duras e nao descamativas para estabelecimento e colonizagao (BERKOWITZ et
al., 1975; CAUFIELD et al, 1993; BERKOWITZ, 1996). Entretanto, existem
também relatos da presenca destes microrganismos em amostras coletadas de
bebés edéntulos em idade bastante jovem (MILGROM et al, 2000; WAN et al.,
2001a,b; TANNER et al, 2002a,b). Para que ocorra colonizagdo se fazem
necessarias superficies nado descamativas, como dentes recentemente
erupcionados (CAUFIELD et al., 1993). O numero de dentes erupcionados tem
mostrado forte associacdo a freqléncia de isolamento dos S. mutans
(CATALANOTTO et al., 1975; FUJIWARA et al., 1991; CAUFIELD et al., 1993).

Foi sugerido que o0 sucesso da colonizagdo da cavidade bucal infantil
apresenta grande dependéncia da magnitude da inoculagéo. Os niveis de infeccao
materna e a freqiéncia do indculo direto ou indireto (BERKOWITZ et al., 1996;
AALTONEN & TENOVUO, 1994; ANSAI et al., 2000) apresentam relagédo direta
com os niveis de infeccédo bucal infantil. LI & CAUFIELD (1995) abordaram ainda a
erupcao precoce dos dentes deciduos como um fator predisponente a maior
susceptibilidade da aquisicao e colonizacao inicial por S. mutans nos bebés devido
a um ambiente propicio.

Outros fatores foram sugeridos e intensamente discutidos com relagéo a
influéncia na colonizagdo de bebés por S. mutans, tais como, o desenvolvimento
imunolégico da crianca (SMITH et al., 1998), a presenca de hipoplasias dentarias
(LI et al, 1994; MILGROM et al, 2000) e presengca de anomalias de



desenvolvimento nos rodetes gengivais, como os nédulos de Bohn citados em um
estudo por WAN et al., (2001a). A presenca freqlente de uma dieta cariogénica,
como o alto teor de sacarose também seria um fator modulador no padrao de
aquisicdo de S. mutans (KOHLER & BRATTHALL, 1978; MATTOS-GRANER et
al., 2000; WAN et al., 2003).

Na prevencao da doenca carie, a determinacao da época de infeccao
por S. mutans se faz importante ja4 que diferencas culturais e s6cio-econémicas
entre populagbes podem representar variaveis determinantes. Estudos
prospectivos demonstraram que S. mutans se implantam mais tardiamente na
cavidade bucal de criancas em comparacao aos outros estreptococos orais e
outras bactérias, como as gram-negativas (CARLSSON et al., 1970; CAUFIELD et
al., 1993; KONONEN et al., 1994; CAUFIELD et al., 2000; YANG et al., 2002;
TANNER et al., 2002b; LI et al., 2005). Em 1993, SMITH et al. observando bebés
em fase de erupcdo de incisivos deciduos, verificaram que apenas 7% destes
apresentaram niveis detectaveis de S. mutans, em comparacdo aos 100% da
amostra colonizada por S. mitis (biovar 1), 79% por S. salivarius e 50% por S.
sanguis. CAUFIELD et al. (1993) em estudo longitudinal acompanhando 46 bebés
do nascimento aos 5 anos de idade, detectaram S. mutans em 21% das criancas
com 19 meses de idade e em 62% das criangcas aos 31 meses. As criangcas que
mantiveram-se com niveis indetectaveis de S. mutans, mantiveram-se também
livres de lesdes cariosas. Neste trabalho cléssico, os autores conceituaram o
periodo etario de 19 aos 31 meses como o de maior susceptibilidade a aquisicao
de S. mutans. Foi denominado “janela de infectividade” pelos autores, e esteve
relacionado ao periodo de erupcdao dos molares deciduos, onde as superficies
apresentam-se mais retentivas e uma area maior para aderéncia se faz presente,
favorecendo a colonizagéo.

Em estudo epidemioldgico transversal realizado com criangas brasileiras
de 12 a 31 meses de idade, na cidade de Piracicaba (Sao Paulo), MATTOS-
GRANER et al. (1998) verificaram 70,8% de infec¢do por S. mutans aos 19 meses

de idade. Mostraram também alta correlagcdo entre os niveis salivares de S.



mutans na cavidade bucal dos bebés e a prevaléncia de carie dental nos mesmos
durante o periodo de acompanhamento.

Estudando 199 criancas de 06 a 36 meses de idade, MILGROM et al.
(2000) estabeleceram associagbes entre prevaléncia de lesbes cariosas e
hipoplasia de esmalte, higiene bucal precoce, dieta e infeccdo por S. mutans,
utilizando técnicas de biologia molecular. Vinte e cinco por cento dos bebés
edéntulos apresentavam-se infectados por S. mutans.

ANSAI et al. (2000) em um estudo de analise de sobrevivéncia com
amostra de 131 criancas japonesas de 06 meses a 6 anos de idade, examinaram
no baseline fatores salivares como risco ao desenvolvimento de lesdes cariosas
durante o periodo de acompanhamento de 2 anos. As criangas pertenciam ao
jardim de infancia onde nao havia nenhum programa especifico de saude bucal
comunitario. Aproximadamente 90% das criangas com altos niveis de S. mutans
no baseline, apresentaram lesdes cariosas 9 meses depois, em comparacao aos
23% dos bebés com niveis n&do detectaveis de S. mutans que também
apresentaram lesbes. Os resultados obtidos através de analise de regressao
apresentaram uma forte correlacdo entre os niveis salivares de S. mutans no
baseline e o0 aparecimento de lesbes de carie nas criangas.

WAN et al. (2001b) através de método de cultura, detectou a presenca
precoce de S. mutans em 60% das 172 criancas edéntulas, a partir dos seis
meses de idade. Estes resultados foram confirmados em um segundo momento
de avaliacéo, trés meses depois da primeira colheita, comprovando a real infeccao
e estabelecimento da microbiota residente.

TEDJOSASONGKO & KOZAI (2002) buscaram determinar a época de
colonizagdo inicial por S. mutans em bebés japoneses, realizando coletas mensais
durante 30 meses em 39 criancas com idades iniciais entre zero a cinco meses. A
aquisicao foi maior na faixa dos 12 aos 25 meses de idade, coincidindo com a
erupcao dos dentes posteriores.

Ainda em 2002, TANNER et al. observaram a aquisicao de S. mutans

mesmo em bebés edéntulos em torno dos seis meses de idade. A presenca de S.



mutans esteve em 70% dos 57 bebés com menos de 18 meses, utilizando
técnicas moleculares.

Wan et al. (2003) acompanhando longitudinalmente a mesma amostra
estudada em 2001 (WAN et al., 2001b), durante o periodo da erupcao dentéria,
observaram que a idade média de aquisicao de S. mutans foi de 15,7 meses de
vida. Aos dois anos de idade, 84% da amostra ja estava colonizada. Encontraram
uma forte associacao entre o estabelecimento de S. mutans nos bebés e os niveis
salivares de S. mutans maternos e, ainda com relagéo a utilizacao frequente do
habito da mamadeira noturna contendo sacarose. Por outro lado, criangas cujas
maes realizavam higiene bucal freqlente nas mesmas, apresentaram-se como
nao colonizadas ou com baixos niveis de colonizag¢ao por S. mutans.

KLEIN et al. (2004) monitoraram 16 pares maes/bebés pela reacdo em
cadeia da polimerase com dois primers arbitrarios (OPA-02 e OPA-13) durante 20
meses, bimensalmente. A média de idade de aquisicao de S. mutans da amostra
esteve em torno dos 15,4 meses de idade. Ao longo do estudo, pode-se identificar
S. mutans em todos os individuos da amostra, tanto maes quanto bebés.

LI et al. (2005) averiguaram alguns fatores perinatais que podem
influenciar na aquisicdo de S. mutans em bebés e seus potenciais efeitos no
desenvolvimento da doenca carie em um estudo de Coorte com 156 pares
maes/criancas. Foi observado que as criancas nascidas de parto cesarea
adquiriram S. mutans 11,7 meses mais precoce que as criangas nascidas de parto
normal. A média de aquisicdo da amostra total foi de 22,3 meses de idade, com
35,3% dos 156 bebés apresentado niveis detectaveis. Por outro lado, o grupo das
criancas nascidas de parto normal apresentou uma média de 28,8 meses quando
comparada aos 17,1 meses do grupo de parto cesarea. A hipétese dos autores foi
a menor exposicdo a microbiota materna ao nascimento nas criangas de parto
cesareas, gerando uma precocidade na aquisicdo dos S. mutans a posterior.
Entretanto, ndo ficou muito claro como esta colonizagao inicial por microrganismos
totais influenciaria na colonizagdo por S. mutans dois anos mais tarde. Talvez a

resposta fosse realmente a competitividade durante a sucessdo microbiana na
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colonizacdo de sitios da cavidade bucal. N&do houve correlagdo da idade da
aquisicao com fatores tais como: género do bebé, peso ao nascimento ou
experiéncia de amamentagdo. Com relacdo aos fatores maternos, os niveis
salivares de S. mutans maternos apresentaram correlacdo com a colonizacao
infantil.

ESIN et al. (2006) estudaram a transmissao intrafamiliar de cepas de S.
mutans em um grupo de 56 bebés (média de 33,8 meses) pertencentes a uma
creche privada, localizada em area urbana em uma cidade da Turquia e seus pais
de alto nivel sécio-econémico. Encontraram uma prevaléncia maior de S. mutans
(26 de 37) para o grupo de criangas maiores ou iguais a 26 meses de idade,
quando comparada ao grupo de menor faixa etaria. S. mutans foram isolados em

33 (58,9%) criancas do total da amostra.

2. 3 Transmissibilidade de S. mutans

Os métodos de estudo da transmissédo de S. mutans incluem
caracterizagdes fenotipicas (bacteriocinotipagem), sorotipagem e caracterizagcoes
genotipicas tais como: perfil de DNA plasmidial, andlises com endonucleases
(REA), reacao em cadeia da polimerase com utilizacao de primers arbitrarios (AP-
PCR) e ribotipagem. Embora cada método tenha seu proprio perfil, as técnicas
baseadas em tragos genotipicos sdo mais fidedignas e confiaveis que os métodos
fenotipicos, ja que as primeiras avaliam o DNA do microrganismo estudado
(CAUFIELD & WALKER, 1989). A técnica de AP-PCR é relativamente facil e
rapida de executar comparados aos demais métodos de tipagem molecular, sendo
bastante atrativa na atualidade. A sua maior vantagem é a nao necessidade do
conhecimento prévio da sequéncia de DNA do microrganismo alvo. Os resultados
da técnica mostram um poder discriminatorio excelente com relacdo a habilidade
na diferenciacdo entre clones de S. mutans em amostras clinicas (SAARELA et
al., 1996; LI & CAUFIELD, 1998; NAPIMOGA et al., 2004).
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Nao esta bastante claro ainda se existem variagcbes em diferentes
populagdes e paises, com relagdo a distribuicao intrafamiliar e na transmisséo de
clones de S. mutans (LI et al., 2000; ESIN et al., 2006), em funcéo das diferencas
culturais as quais influenciam o grau de contato entre criancas e seus pais e,
sobretudo com outros individuos. Por exemplo, gendtipos coincidentes foram
determinados em 71% dos pares maes/bebés em estudo com populacao
americana (LI & CAUFIELD, 1995). Entretanto, esta freqiiéncia foi menor em
familias suecas onde apenas 24% dos bebés de trés anos de idade mostraram
similaridade genotipica com suas maes e nenhum dos pais avaliados (REDMO
EMANUELSSON et al.,, 1998). No Japao, 31,4% dos gendtipos encontrados em
criancas de 0-11 anos de idade foram similares aos detectados nos pais (KOZAI et
al., 1999). Ainda, Van HOUTE e GREEN (1974) relataram que o sucesso da
transmissao entre hospedeiros humanos é complexo e dependeria de uma série
de fatores inter-relacionados, incluindo a afinidade microbiana aos sitios de
colonizacdo e numero de células infectantes viaveis para aderéncia.

A principal fonte de infecgédo por S. mutans em criangas séo as méaes (LI
& CAUFIELD, 1995). A fidelidade de transmissdao de S. mutans maternal para
seus filhos, conhecida como transmissao vertical, foi avaliada através de analise
do padrao de inibicdo de bacteriocinas contra diferentes cepas indicadoras
(BERKOWITZ & JORDAN, 1975), demonstrando que as maes apresentam cepas
de S. mutans com igual padrao de producéo de bacteriocinas (mutacinas) de pelo
menos uma cepa isolada de seus filhos. Posteriormente, ROGERS (1980)
verificou por bacteriocinotipagem, que membros de uma mesma familia podiam
compartilhar cepas de S. mutans com mesmo padrdo mutacinogénico. Neste
mesmo estudo, examinaram ainda isolados de criancas compartilhando o mesmo
ambiente na escola, porém os resultados obtidos mostraram a nao transmissao
entre eles.

Na atualidade, os estudos na area de biologia molecular vém utilizando
o DNA bacteriano de S. mutans como uma marca epidemiolégica nas pesquisas
de transmissao deste agente (CAUFIELD et al.,, 1988; LI & CAUFIELD, 1995).
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Estudos de genotipagem também indicam a mé&e como principal rota de aquisicao
primaria de S. mutans para os bebés - transmissao vertical (KULKARNI et al.,
1989; CAUFIELD & WALKER, 1989; LI & CAUFIELD, 1995; ALALUUSUA et al.,
1996; KOZAI et al., 1999; REDMO EMANUELSSON et al., 1998; LI et al., 2000;
KLEIN et al., 2004). Em contra-partida, inimeros estudos apresentam resultados
novos com relacado a transmissao, onde a deteccao de gendtipos diferentes em
criancas e que nao foram encontrados nas respectivas maes ou outros familiares
sugerem rotas alternativas de transmissdo de S. mutans, como por exemplo, a
transmissao horizontal (REDMO EMANUELSSON et al., 1998; KOZAI et al., 1999;
REDMO EMANUELSSON & THORNAQVIST, 2000; MATTOS-GRANER et al.,
2001b; TEDJOSASONGKO & KOZAI, 2002; KLEIN et al., 2004).

A técnica de analise com enzima de restricdo — REA (restriction enzyme
analyses) foi utilizada por KULKARNI et al. (1989) para caracterizar cinco familias
de origens culturais e idades diversificadas com relacdo aos perfis genotipicos de
S. mutans das cepas isoladas de 58 individuos. Em cada individuo foram isoladas
19 cepas, onde foi possivel se observar genétipos similares entre os membros das
mesmas familias. Os autores observaram ainda a presenca de gendtipos
extrafamiliares em alguns individuos, porém em menores numeros. A diversidade
genotipica observada foi bastante grande entre os escolares estudados, variando
de 1 a5 clones.

No mesmo ano, CAUFIELD & WALKER (1989), utilizando a mesma
metodologia e estudando dez isolados de S. mutans por individuo provenientes de
trés pares maes/filho, encontraram altos padrées de similaridade entre cepas das
criancas com as respectivas cepas maternas. Neste estudo, as criancas
estudadas estavam na fase inicial de aquisicdo de S. mutans, em torno dos 14,7
meses de idade, quando apresentaram perfis genotipicos coincidentes aos
maternos, denotando transmissdo vertical. As criancas desta amostra
apresentaram um unico perfil clonal.

Em 1996, ALALUUSUA et al., estudando doze criancas de 18 a 36

meses de idade, em dois grupos, carie ativas (carie de mamadeira) e sem
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atividade cariosa, investigaram diversidade e similaridade genotipicas das cepas
de S. mutans isolados do biofilme dental das criancas e das amostras de saliva
maternas. Realizaram técnica de ribotipagem com trés a treze isolados de S.
mutans por individuo que mostraram similaridade entre as cepas isoladas dos
pares maes/filhos. Durante a analise da diversidade clonal, as criangas do grupo
livre de céarie, normalmente estiveram colonizadas por um unico perfil, enquanto as
criancas do grupo com carie apresentavam-se colonizadas por mais de um
ribotipo, similarmente as suas respectivas maes. Além da maior diversidade de
clones, o grupo de criangas com lesdes cariosas apresentavam altas contagens
de S. mutans no biofilme dental. No estudo de KREULEN et al. (1997) através de
técnica de AP-PCR, por outro lado, os mesmos sugeriram que clones especificos
de S. mutans podem ser selecionados em criangas com alta atividade de carie em
funcdo das condi¢cdes ambientais adversas e de baixo pH na cavidade bucal,
devido ao consumo excessivo de sacarose. Os autores encontraram maior
diversidade genotipica entre as criancas livres de carie (2-5 clones) em
comparacao aquelas com carie de mamadeira (um clone).

Dois estudos (1998) utilizando analise com endonucleases para verificar
transmissibilidade intrafamiliar de genétipos de S. mutans, apresentaram
resultados contrarios. O primeiro deles foi realizado em 11 familias chinesas,
dentre as quais sete (63,6%) apresentaram similaridade entre genétipos, incluindo
maes, pais e criancas (REDMO EMANUELSSON & WANG, 1998). O segundo,
realizado em 25 familias suecas (criancas, pais e maes) apresentaram resultados
diferentes, quando nao foi possivel serem encontrados gendétipos similares entre
as criangas e os pais. Um consideravel nimero de genétipos nas criancas
avaliadas era de origem extrafamiliar (REDMO EMANUELSSON et al.,1998).
Neste estudo, nove das onze criancas com niveis detectaveis de S. mutans
albergavam apenas um genotipo e duas criangas, dois gendtipos.

MATTOS-GRANER et al. (2001b) avaliaram uma coorte de 35 criancas
brasileiras infectadas por S. mutans, de 12 a 30 meses, pertencentes a creches

publicas no interior de Sao Paulo. A genotipagem dos isolados foi feita por AP-
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PCR e analise de polimorfismos por enzima de restricdo (Haelll). A diversidade
genética de S. mutans foi grande nas criangas altamente expostas ao
microrganismo, € 0s autores mostraram o primeiro relato na literatura de duas
criancas atendidas na mesma creche, sem relacao familiar, porém com genétipos
coincidentes sugerindo transmissao horizontal.

TEDJOSASONGKO & KOZAI (2002) estudaram 39 criancas de dois a
25 meses de idade, em creches no Japao. As criancas eram atendidas 10 horas
por dia, cinco vezes por semana. Técnicas moleculares com EcoRI e Haelll
determinaram os fingerprintings das amostras de S. mutans para comparacdes de
similaridade, através de analise visual e densitometria. Os autores observaram
seis criancas das creches com padrbes idénticos de similaridade de S. mutans,
sugerindo transmissao entre elas, porém nenhum cuidador da creche apresentou
similaridade das cepas de S. mutans com qualquer cepa das criangas analisadas.
Oitenta e dois por cento das criangas apresentaram apenas um unico genoétipo de
S. mutans.

KLEIN et al. (2004) monitorando 16 pares maes/bebés pela reacdo em
cadeia da polimerase com dois primers arbitrarios (OPA-02 e OPA-13) durante 20
meses bimensalmente, observaram variacées de um a quatro tipos clonais de S.
mutans para os bebés na época da aquisicdo, porém a maior parte da amostra
abrigou um Unico clone. Nao foi observada associagdo entre o numero de
gendtipos encontrados nas criangas e o numero de dentes erupcionados. A
transmissao vertical de S. mutans ocorreu em 13 (81,25%) dos 16 pares
avaliados. Durante a aquisicao inicial ou no acompanhamento de 20 meses, de
um a trés amplitipos de S. mutans foram transmitidos das mées para as criangas.
Muitas criancas apresentaram genoétipos que nao eram de origem materna, porém
0os autores nao encontraram bebés de mesmo ambiente das creches

compartilhando estes genétipos.
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3. PROPOSICAO

O objetivo geral do presente estudo foi identificar, através de estudo
prospectivo, a fase de aquisicao inicial de Strepfococcus mutans em criangas que
freqientam creches publicas de Piracicaba (Sao Paulo), identificando as vias nao
familiares de transmissdo destes microrganismos. Para tanto os objetivos

especificos deste estudo foram:

3. 1 Determinar, através de estudo prospectivo o momento da aquisi¢ao inicial de
Streptococcus mutans em uma populacao infantil com idade inicial entre 5 e 13
meses, em creches publicas da cidade de Piracicaba (Sao Paulo), avaliando as

variagdes nos niveis de infecgdo durante 18 meses;
3. 2 Avaliar a similaridade dos padrbes genotipicos de isolados de SM entre as

criangas que freqlentavam as mesmas creches, e destas criangas e suas

respectivas auxiliares de saude (cuidadores).
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Populagdo estudada

Participaram deste estudo prospectivo todas as criancas (160) que
ingressaram nos bercarios | e Il das 28 creches publicas (Escolas Municipais de
Educacédo Infantil — EMEIs) da cidade de Piracicaba (Sao Paulo), durante os
meses de maio a agosto do ano de 2003. Com idade inicial entre 5 e 13 meses
(9,6+2,4), a populacéo foi composta por 85 meninos e 75 meninas.

Foram incluidas na pesquisa, além das criancas, noventa e uma
auxiliares de saude, atendentes de 28 EMEIS para rastrear fontes alternativas de
transmissao de S. mutans nos respectivos bercarios. Dentre estas, 61 auxiliares
de saude de 23 EMEIs, as quais atendiam 67 bebés, apresentaram niveis
detectaveis de S. mutans, e tiveram os isolados testados apds os exames
microbiolégicos. Como  controle, incluiram-se também nos exames
microbiolégicos, 16 maes de um subgrupo de 17 criancas infectadas durante o
estudo e com altos niveis de S. mutans em pelo menos duas amostras
consecutivas.

Para participar deste estudo, as maes das criancas foram instruidas
sobre os objetivos e métodos do trabalho e assinaram um termo de consentimento
livre e esclarecido (apéndice 1) autorizando a participagdo de seus filhos, como
previamente aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Odontologia de Piracicaba (CEP- FOP/UNICAMP; Proc. 110/2002) (anexo 1). Da
mesma forma, as auxiliares de saude e maées incluidas no estudo também
assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido.

As criancas frequentavam as creches cinco dias por semana,
permanecendo em média dez horas diarias e onde recebiam dieta contendo
quatro refeices diarias ricas em sacarose. A populacado da cidade consome agua
fluoretada desde 1971 (aproximadamente 0,7 ppm). Nestas EMElIs, as auxiliares

de saude realizam a higiene corporal dos bebés, porém os dentes/rodetes sao
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higienizados apenas a partir dos dois anos de idade. As criangas recebem
medicamentos como vitaminas e antibidticos, somente quando solicitado pelos
responsaveis. Todas as maes receberam um questionario (apéndice 2) com o
objetivo de conhecer os habitos de succdo de chupeta/digital, higiene bucal,
alimentacao, utilizacéo de fluoretos e saude geral da crianca, além informar o grau
de escolaridade e status sécio-econ6mico familiar. Os questionarios foram
respondidos no inicio do estudo, sendo recolhidos em seguida pela agente de
saude responsavel por cada creche.

4. 2 Delineamento do estudo prospectivo

As criancas foram visitadas para exames clinicos e coletas de saliva por
quatro vezes durante o estudo prospectivo, em intervalos de seis meses, sendo
acompanhadas por dezoito meses nos respectivos tempos: TO, T6, T12 e T18. A
Figura 1 ilustra o delineamento do estudo prospectivo e os procedimentos
realizados em cada fase. O estudo foi iniciado com 160 criancas. Ao final (T18),
um total de 119 criancas se manteve no estudo, sendo que 41 (25,6%) nao
permaneceram porque haviam se mudado da regido ou da creche. Para os
cuidadores e maes, somente foi realizada a coleta de saliva, sendo a mesma feita
em um unico momento do estudo. A identidade genotipica dos isolados de S.
mutans dos grupos de cuidadores e maes foram realizados como descrito para os
isolados dos bebés.
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Figura 1. Delineamento do estudo prospectivo, iniciado com uma amostra de 160 criancas
na faixa etaria de 5 a 13 meses, as quais freqlientam 28 EMElIls da cidade de Piracicaba,
Sao Paulo. Estas criangas foram acompanhadas durante 18 meses, até apresentarem uma
idade entre 23 e 31 meses. Em todas as fases, as criangas foram examinadas
clinicamente. Os exames, amostras bucais e salivares foram coletados, para a andlise da
colonizagao bucal por S. mutans. Um outro subgrupo de 17 criancas teve as maes
avaliadas quantos aos niveis bucais de S. mutans e diversidade genotipica. Um total de 66
cuidadores de 67 criancas foram também submetidas as mesmas andlises de niveis de
infeccao e diversidade genotipica de S. mutans.

4 .3 Coleta das amostras de saliva para exame microbioldgico

As amostras de saliva das criancas foram coletadas com auxilio de
espatulas de madeira esterilizadas. A espatula era inserida gentilmente na boca
do bebé, umedecida com saliva e pressionada de ambos os lados contra o dorso
da lingua. Apo6s removida da cavidade bucal, ambas as faces da espéatula eram
pressionadas no meio de cultura agar Mitis-Salivarius (Difco Lab., Detroit, EUA),
adicionado de 15% de sacarose (Sigma), 0,2 U de bacitracina (Sigma)/mL e
telurito de potassio a 1% - MSB (GOLD et al., 1973), em placa Rodac” (KOHLER
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& BRATTHALL, 1979) (Figura 2). As placas eram fechadas, identificadas com o
namero da crianga, vedadas com fita crepe e colocadas em grupos de quatro em
um saco plastico contendo ar expirado e levadas para o laboratério de
microbiologia da FOP-UNICAMP em um periodo maximo de 2 horas para serem
incubadas.

Figura 2. (A) Representacdo esquematica da placa Rodac®
contendo meio de cultura (A). Placa contendo crescimento de S.
mutans apbés 48 horas, observada em lupa estereoscopica com
aumento de 8 vezes, e desenho esquemdtico da area da contagem
(B).

Para as coletas de saliva das auxiliares de saude e maes, estas eram
instruidas a estar em jejum ao menos uma hora antes da coleta e nao ter utilizado
antibiéticos nas udltimas duas semanas. Um pedago de parafina (Parafilm”; 4 x 2
cm) era entregue as auxiliares para que mastigassem durante um minuto,
desprezando-se esta primeira amostra de saliva estimulada. Em um segundo
momento, apds novo estimulo, uma espatula de madeira esterilizada era inserida
na cavidade bucal sendo contaminada com um pool de saliva e pressionada as
duas faces contra a placa Rodac” contendo meio MSB. As placas eram
identificadas e vedadas, inseridas imediatamente em sacos plasticos contendo ar
expirado e transportadas ao laboratério da FOP/UNICAMP num periodo maximo
de duas horas para serem incubadas.
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4. 4 Exames clinicos intra-bucais

Os exames intrabucais foram realizados com as criangcas na posicao
deitada no trocador, com auxilio de espelho clinico intrabucal n. 3 (Duflex) e sob
luz artificial (laterna portatil) apos limpeza e secagem com gaze. Para isto, os
dentes e rodetes gengivais eram higienizados com gaze e agua filtrada e, havendo
a presenca molares, era utilizada uma escova dental infantil de cerdas macias,
fornecida pela pesquisadora. Quando da presenca de contatos das superficies
dentarias proximais, utilizou-se fio dental.

Os exames foram realizados preferencialmente antes da alimentacao
da crianga. Os dentes, quando presentes, eram examinados apenas visualmente
para deteccao de lesées de carie. O numero de dentes erupcionados e a presenga
de lesdes de carie eram anotadas numa ficha clinica, previamente elaborada
(apéndice 3).

Um dente foi considerado erupcionado quando qualquer parte da sua
coroa estivesse erupcionada na cavidade bucal (OMS, 1997). O numero de dentes
cariados, perdidos e obturados foi expresso como ceo-s. Como critérios para a
realizacdo do exame clinico, optou-se pela distincdo das lesbes iniciais tipo
manchas brancas daquelas ja cavitadas.

Lesbes iniciais foram definidas como desmineralizacées que resultam
em alteragbes na opacidade/transluscéncia do esmalte das superficies dentarias
(lesdes opacas de manchas brancas associadas a locais de estagnacdo do
biofilme e/ou evidéncias de inflamagdo gengival). Lesbes cavitadas foram
consideradas como aquelas em que uma lesdo de féssula ou fissura ou de
superficie lisa apresentasse uma cavidade evidente, esmalte socavado, ou um
amolecimento detectavel do assoalho ou paredes (OMS, 1997). Em caso de
duvidas, ndo se registrou a presenca da doenca (OMS, 1997). Opacidades de
origem diversas que nao em decorréncia de lesdes de carie foram

desconsideradas. O explorador nao foi utilizado neste exame.
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Todos os procedimentos foram realizados por Unico examinador,
A.C.Alves, aluna do Curso de Doutorado em Biologia Buco-Dental da
FOP/UNICAMP, o qual foi auxiliado por outro cirurgido dentista (R.D. Nogueira). A
examinadora foi calibrada em duas etapas do estudo, sendo os indices de
concordancia intra-examinador determinados. Para isto, a concordancia intra-
examinador para o diagnédstico das lesdes de carie foi testada através do exame
de outros 20 bebés em condi¢des iguais aquelas da pesquisa, por duas vezes em
intervalos de pelo menos uma semana. O indice de concordancia kappa entre os
dois exames foi calculado, e demonstrou valor aceitavel (Coeficiente kappa > 0,86;
p<0,05).

As agentes de saude das creches e as maes responsaveis pelas
criancas foram informadas sobre a presenca de lesbdes de carie. As criancas com
lesbes cavitadas foram encaminhadas para o atendimento especializado no
Centro de Atendimento de Pacientes Especiais (CEPAE), da FOP-UNICAMP,
como determinado no processo de Comité de Etica em Pesquisa (CEP-
FOP/UNICAMP-proc. 110/2002). As despesas de transporte das maes e criangas
que compareceram ao CEPAE foram custeadas através do projeto (FAPESP,
proc. 02/07156-1), com o fornecimento de passes de O6nibus para os
comparecimentos as consultas. As maes atendidas assistiram palestras a respeito
da saude bucal do bebé e receberam instrugdes para a prevencao de problemas
bucais onde se abordou habitos sobre higiene bucal, dieta, importancia da
amamentacao e efeitos prejudiciais do uso prolongado de chupeta e mamadeira.
Esta orientagéo foi realizada por alunos de pds-graduacao e estagiarios da clinica
de bebés do CEPAE, sob supervisdao da Profa. Dra. Rosana Possobon. As
criangas atendidas com lesbes cavitadas de carie receberam restauragbes com
cimento de ionébmero de vidro, apds curetagem superficial da lesdo (restauracao

atraumatica).
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4. 5 Isolamento, cultivo e estocagem dos isolados de Streptococcus

mutans

As placas Rodac” contendo MSB foram incubadas em estufa a 37°C em
microaerofilia (chama de vela) por 48 horas, e observadas sob Ilupa
estereoscopica (Carl-Zeiss”) em aumento de 8 vezes. Se nenhum crescimento de
S. mutans fosse observado, a placa era incubada por mais 24 horas.

Uma area de aproximadamente 2,25 cm? era determinada em cada
marca da espatula, para que as colénias com morfologias tipicas de S. mutans
fossem contadas e registradas. Oito unidades formadoras de col6nias (UFC), com
caracteristicas tipicas de S. mutans de cada crianga, cuidadores ou maes foram
aleatoriamente selecionadas, e repicadas com algca de platina estéril em placa de
Petri” contendo &gar Mitis-Salivarius, sem adicdo de sacarose ou bacitracina
(MSA). As placas foram incubadas a 37°C, em estufa com 10% de CO., por 24 h.
Colbnias foram coletadas e estocadas em tubos tipo eppendorfs esterilizados
contendo 1mL de skim milk a 10% estéril (DIFCO), em duplicata, em uma
temperatura de — 20°C. Caso as culturas em MSA néo estivessem puras, era feito

novo re-isolamento como descrito.

4. 6 Extracao e purificagdo do DNA genbémico dos isolados de S.

mutans

Para obtencdo do DNA gen6mico bacteriano, os 1392 isolados de S.
mutans (819 isolados das criangas, 448 isolados das auxiliares de saude e 125
isolados das maes) conservados em Skim milk a -20°C, foram reativados em
placas de Petri” contendo meio nao seletivo Todd Hewitt Agar (THA) e incubados
a 37°C por 24 horas, em estufa com 10% de CO,. Dois a quatro clones tipicos de
cada cultura foram selecionados para crescerem em 3 mL de caldo Todd Hewitt

(THB), em condigdes similares as anteriores, por 18 horas. Apds o crescimento
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bacteriano, 1,5 mL das culturas foram centrifugados por 10 minutos a 13.000xg, os
sobrenadantes descartados e os pellets estocados a — 20°C para posterior
extracado de DNA genbmico. Para a extracao e purificacdo do DNA dos isolados
foi utilizado o kit de purificagdo de DNA—MasterPure” (EPICENTRE Technologies,
Madison, Wis.—EPIC-MCD85201), seguindo-se as orientacdes do fabricante.
Resumidamente, foram acrescidos 300ul de tampéao de lise celular com 2ul de
proteinase K (50ug/uL) aos pellets e homogeneizados para re-suspensao. As
amostras foram incubadas a 65°C por 15 minutos e resfriadas em seguida em gelo
para adicao de 2uL de enzima Rnase (5 pg/uL). Para a precipitacdo do DNA total,
foram acrescidos 150uL de reagente de precipitacdo de proteina a 300uL da
amostra lisada, sendo os debris precipitados por centrifugacdo a 10000x rpm. e
descartados. Os sobrenadantes contendo o DNA foram acrescidos a 500uL de
isopropanol até observar-se algum precipitado. Em seguida foram lavados duas
vezes com 150uL de etanol a 70% (gelado), aguardando a secagem por um tempo
aproximado de duas horas. Os DNAs secos foram dissolvidos em 32uL de tampao
Tris-EDTA pH 8,0 (TE) e acondicionados a 4°C por algumas horas. O total de 3ul
da cada amostra de DNA gendmico dissolvido foi submetido a eletroforese em gel
de agarose a 1% por uma hora, para verificar as condicdes de integridade e
pureza. Para tanto, os géis foram corados por dez minutos com brometo de etidio
a 0,5ug/mL (INVITROGEN" - Life Technology do Brasil), e as bandas de DNA
analisadas sob luz ultra violeta (Transiluminador Pharmacia LKB - Macro Vue)
(Figura 3). As amostras de DNA foram conservadas a — 20°C, para utilizagdo
posterior nos ensaios de AP-PCR.
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Figura 3. Gel de agarose a 1% para monitoramento da

integridade das amostras de DNA gen6mico. PM: Peso
molecular de 1Kb; canaletas 1 a 10: amostras de DNA

genbmicos dos isolados de S. mutans dos bebés.

4. 7 Determinacdo do padrdo genético dos isolados clinicos de S.
mutans por AP-PCR (Reacdo em cadeia da polimerase com primer
arbitrario).

Para a determinacao dos padrbes genotipicos das cepas de S. mutans
isoladas foi utilizado o primer arbitrario OPA-02 (5-TGCCGAGCTG-3’) — primer
com melhor poder discriminatério de S. mutans, segundo LI & CAUFIELD (1998).
As reacdes foram processadas em volumes de 50ul contendo aproximadamente
10ng de DNA purificado em uma mistura de: 0,8mM de dNTPs, 3,5mM de MgCls,
1,25U de taq DNA-polimerase, em tampao de Tris-HCI (20mM) e KCI (50mM) em
pH 8.4 (MATTOS-GRANER et al.,, 2001). A mistura reagente foi submetida a
ciclagem térmica em aparelho termociclador GeneAmp PCR System 2400 (Perkin
Elmer) consistindo de desnaturacgéo inicial a 95°C por 2 min., seguida de 45 ciclos
com desnaturacdo a 94°C (30s), anelamento a 36°C (30s) e extensdo a 72°C
(1min), concluindo com extenséo final a 72°C (5 min.).

Os produtos resultantes da amplificacdo por AP-PCR foram
conservados a — 20°C ou analisados no mesmo momento por eletroforese em gel
de agarose a 1%, em tampao Tris-Borato-EDTA em pH 8,0 (TBE 0.5X, 3v/cm por
3 h). Em cada gel, foi incluido um padrao de peso molecular de 250 pb (DNA
ladder; INVITROGEN" " Life Technology do Brasil). Apés o término de cada
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corrida, o gel foi corado com brometo de etidio a 0,5 pL/mL (INVITROGEN" " Life
Technology do Brasil) por dez minutos. As imagens visualizadas por sistema
Image Master (Pharmacia Biotech) foram capturadas digitalizadas pelo LISCAP —
programa computacional (Figura 4) e salvas como “Tagged Image File Format”

(TIFF) para comparagdes visuais e perfis de similaridade.

Figura 4. Image Master VDS (Pharmacia Biotech).

Os ensaios de AP-PCR dos isolados de S. mutans dos bebés das
mesmas creches, das cuidadores e mae-filho(a) foram processadas na mesma
reacao e os produtos resultantes separados no mesmo gel, lado a lado, visando
aumentar a acuracidade das comparacdes visuais. Em todas as baterias de AP-
PCR foi incluido também o DNA genbmico da cepa padrdao S. mutans UA130
(gentilmente cedida pelo Dr. Page A. Caufield, do Departamento de Biologia Oral
da Universidade de Nova lorque, Nova lorque, E.U.A). Como controle negativo, o
DNA genbmico foi substituido por agua Milli-Q esterilizada.

Os perfis de amplificacdo observados foram considerados similares ou
iguais quando a maior parte das bandas eram idénticas (padrdes = 99% das

bandas iguais), ao serem analisadas visualmente por um uUnico examinador
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(A.C.Alves). Qualquer diferenca envolvendo bandas majoritarias foi considerada
discriminatéria. Visando assegurar reprodutibilidade, algumas reagdes de AP-PCR
foram realizadas pelo menos duas vezes de modo independente, utilizando
preparacoes diferentes de DNA. Para os isolados com amplitipos de padrdes
muito semelhantes ou iguais, novas reag¢des de AP-PCR foram realizadas com o
mesmo primer, OPA-02. Reacgbdes adicionais com o primer OPA-03 (5'-
AGTCAGCCAC-3) também foram utilizadas para a confirmacao da similaridade

entre tais amplitipos.

4. 8 Construgdo das matrizes de similaridade e dendrogramas

Para célculo dos indices de similaridade dos amplitipos considerados
visualmente como iguais, ou muito semelhantes entre criangas distintas, foram
construidas matrizes de similaridade dos isolados destas criangcas. Como controle,
todos os bebés destas mesmas creches foram incluidos nestas matrizes. Estas
matrizes foram utilizadas para o calculo do coeficiente Dice de similaridade, sendo
que os padroes de AP-PCR (amplitipos) foram considerados como idénticos
quando o coeficiente Dice foi igual ou superior a 0,95 (LI & CAUFIELD, 1998; LY
et al., 2001). Estes indices de similaridade foram determinados apds analises de
agrupamento dos géis com algoritmo de agrupamento UPGMA (unweight pair-
group method with mathematics average), para construcdo dos dendrogramas.
Assim, as bandas representativas do fragmento do DNA amplificado sao
comparadas e as cepas agrupadas em clusters.

As analises de similaridade foram realizadas com auxilio do software
‘Fingerprinting Il informatix”, TM software, versédo 3.0 da Bio-Rad, pela Dra. Yihong
Li, do Departamento de Ciéncia Basica e Biologia Cranio-Facial da Universidade
de Nova lorque, Nova lorque (E.U.A.).
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4. 9 Analise dos Resultados

Apés a tabulacao dos dados realizou-se estatistica descritiva e analitica.

As comparacdes da distribuicdo de criancas segundo o desenvolvimento
de lesbes de carie, idade, niveis de infeccao por S. mutans, nimero de amplitipos
de S. mutans foram comparadas através do teste de Qui-quadrado (valor corrigido
de Yates) ou teste exato de Fisher. A idade, numero de dentes erupcionados, e
indices de céarie foram comparados entre criancas classificadas segundo os niveis
de S. mutans, através do teste de variancia nao-paramétrico de Kruskal-Wallis ou
de Mann-Whitney. O nivel de significancia adotado foi de 5% (p=0,05).
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5. RESULTADOS

5. 1 Caracteristicas clinicas e microbiologicas das criancas
acompanhadas durante as fases de TO a T18.

Das 160 criancas que iniciaram a pesquisa em T0, 119 bebés entre 23 e
33 meses de idade permaneceram no estudo até T18 (60 meninas e 59 meninos),
havendo uma evasao de 25,6% da amostra. Os dados de prevaléncia de cérie
durante as fases do estudo longitudinal sdo mostrados na Tabela 1. As primeiras
lesbes cavitadas de carie dental foram detectadas precocemente na fase T0. A
prevaléncia de carie aumentou durante o estudo, atingindo maior valor (19,3%) em
T18. A idade média das criangcas com cavidades em T18 foi de 28,3 meses (+2,9).
Estas lesbes estavam presentes tanto na superficie oclusal de molares (47,5%),
quanto nas superficies vestibulares e palatinas de incisivos superiores (52,5%),
envolvendo apenas esmalte ou, esmalte e dentina, entretanto nenhuma lesao
apresentava envolvimento pulpar. As lesdes cavitadas foram mais prevalentes no
grupo de criangas com niveis detectaveis de S. mutans, sendo observadas
especialmente entre T12 e T18, quando o numero de criancas com lesdes de carie
foi significativamente maior entre as criangas com niveis detectaveis de S. mutans
em comparacao aquelas em que S. mutans nao foram detectados (Tabela 1). As
lesbes em estagio inicial, diagnosticadas clinicamente como manchas brancas
ativas, (mba) foram identificadas a partir de TO. A prevaléncia de manchas
brancas em T12 e T18 foram 24,4 e 27,7%, respectivamente. A porcentagem de
criancas livres de carie em T18 foi 63,9% (76 de 119 criancgas).

Em TO, 51 (81,8%) criancas nao apresentavam nenhum dente
irrompido. Niveis detectaveis de S. mutans foram observados em 5,6% (n=9) das
criancas estudadas nesta fase, os quais variaram de 1 a > 100 ufc/drea, sendo
verificados mesmo em bebés edéntulos. Seis das 9 criangas positivas para S.

mutans apresentavam apenas dentes incisivos na cavidade bucal (de 1 a 5

* dois bebés edéntulos apresentaram-se positivos para S. mutans em TO.
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dentes) e uma crianga ja apresentava os quatro primeiros molares deciduos. A
distribuicao das criancas segundo a deteccao de S. mutans e presenca de lesdes
de carie em cada fase do estudo é mostrada na Tabela 1. Observou-se a partir de
T12 que a prevaléncia de carie foi significativamente maior entre criangas com
niveis detectaveis de S. mutans em relacdo as criancas nao detectavelmente
infectadas (Teste de Fischer, p<0,01). Estas diferencas foram pouco afetadas
pelos niumeros de dentes irrompidos e idade uma vez que, em cada fase do
estudo, ndo houve diferenca estatisticamente significante entre as médias de
idade e dentes irrompidos entre criangas infectadas ou nao por S. mutans, exceto
guando os numeros de dentes foram comparados na fase T6. Em T12, 95,2% das
criangcas infectadas apresentaram o0s quatro primeiros molares deciduos
irrompidos na cavidade bucal. Neste momento, a média foi de 15 dentes
irrompidos para as 131 criancas acompanhadas, onde mais de 30% destas
apresentaram-se infectadas por S. mutans. Em T18, 100% da amostra apresentou
0s quatro primeiros molares deciduos completamente irrompidos. Neste momento,
das 48 (40,3%) criancas infectadas, 39 (81,3%) ja contavam com a presenca de
ao menos um segundo molar deciduo.

Com relagcdo a idade inicial da deteccdo de S. mutans, estes
microrganismos foram detectados em criancas a partir de seis a treze meses, na
primeira fase do estudo (T0). Por outro lado, 6 (66,7%) das 9 criancas S. mutans-
positivas em TO ndo demonstraram niveis detectaveis de S. mutans na avaliagéo
subsequente, seis meses apds (T6). A média de idade da deteccéo inicial em TO
foi de 9,6 (+2,2) meses (Tabela 1). Houve um acréscimo consideravel ao
percentual de criangcas com S. mutans detectaveis durante o acompanhamento em
funcdo do aumento da idade. As idades minima e maxima da detecgao inicial de
S. mutans foram de 8 e 32 meses de idade respectivamente durante todo estudo
(n=60). Porém a maior parte dos bebés (n=36; 60%) adquiriu S. mutans entre 17 e
22 meses de idade, correspondendo exatamente as fases T6 e T12
(médiatdp:18,1% 3,3). A idade mediana de detecc¢éo inicial de S. mutans foi de 21

meses. Das 119 criangcas acompanhadas durante os dezoito meses, 63 (52,9%)
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permaneceram com niveis ndo detectaveis de S. mutans até a fase final do estudo
(T18), sendo que trés apresentaram niveis detectaveis em uma unica fase, TO,

porém baixos niveis foram observados (1 a 7 ufc/area).

Tabela 1 - Distribuicdo das criancas examinadas nos periodos T0, T6, T12 e T18
quanto a deteccao de S. mutans, prevaléncia de criangas com cavidades de carie,

idade (meses) e numero de dentes irrompidos.

Niveis salivares NUmero de criancas (%) ldade (meses)?® N ° de dentes

de S. mutans total com cavidades média (+dp) Média (+dp)
de cérie

Fase TO

N&o detectaveis 151 (94,4) - (0) 9,6 (x2,4) 3,5(£3,3)

Detectaveis 9 (5,6) 1 (100,0) 9,6 (£2,2) 3,8 (£ 4,2)

ufc) 160 (100,0) 1(100,0) 9,6 (+2,4) 3,5 (£ 3,4)*

Total

Fase T6

Nao detectaveis 119 (84,4) 1 (50,0) 15,6 (£ 2,7) 9,4 (x4,5)

Detectaveis 22 (15,6) 1(50,0) 17,7 (£ 2,3) 12,5 (£3,8)°

ufc) 141 (100,0) 2 (100,0) 16,0 (+ 2,8) 10,0 (£ 4,5)

Total

Fase T12

N&ao detectaveis 89 (67,9) 1 (6,25) 21,8 (£ 2,9) 14,9 (£ 3,1)

Detectaveis 42 (32,1) 15 (93,75) ¢ 22,6 (+2,7) 16,0 (+ 2,7)

ufc) 131 (100) 16 (100,0) 22,2 (+2,9) 15,3 (+ 3,1)

Total

Fase T18

Nao detectaveis 71 (59,7) 1(4,2) 28,3 (¥2,9) 18,1 (¥2,9)

Detectaveis 48 (40,3) 23 (95,8) ¢ 28,3 (+2,9) 18,6 (+1,8)

ufc) 119 (100,0) 24 (100,0) 28,3 (+3,0) 18,3 (£2,0)

Total

* Média de todas as criancas, incluindo as 51 sem dentes; Para o grupo das 109 criangas com pelo menos 1 dente irrompido: 5,0 (£2,9);

Comparagdes dos idades médias ou nimeros de dentes irrompidos entre criancas com e sem niveis detectdveis de S. mutans:

a Mann-Whitney: p>0,05
b Mann-Whitney: p<0,01

Anilise da distribui¢do de criancas segundo a detecgdo de S. mutans e presenca de lesdes de carie:

¢ Teste de Fisher: p<0,01
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Flutuac6es nos niveis bucais de S. mutans foram observadas entre os
periodos TO e T18. As freqliéncias de criangas com niveis detectaveis de S.
mutans nas fases iniciais do estudo, as quais mantiveram niveis detectaveis de
S. mutans em visitas subseqlentes sdao demonstrados na Tabela 2. As
porcentagens de criangas com altos niveis de S. mutans (= 100 ufc; Figura 5)
aumentaram durante o estudo, sendo observados que 16% das criangas
apresentaram altos niveis de infeccao em T18. A Figura 6 ilustra as variacoes
nos niveis de S. mutans da amostra nas diferentes fases do estudo (de TO a
T18).

Tabela 2 — FreqUéncia de criangas com niveis detectaveis de S. mutans (=1 ufc)

em uma ou mais visitas subsequientes a primeira fase de deteccao de S. mutans.

Criancas com =1 ufc de S. N° (%) de criangas com niveis detectaveis de S. mutans
mutans nas diferentes fases nas fases subseqiientes a primeira detecgao
do estudo

Prospectivo T6 T12 T18
TO (n=9) 3(33,4) 3(33,4) 2 (22,2)*
T6 (n=22) - 14 (66,6)** 9 (40,9)°
T12 (n=42) - - 33 (78,6)"

* Uma crianga S. mutans-detectavel nao permaneceu no estudo em T18; ** Trés criangas sairam do estudo em T12; 6 seis
criangas deixaram o estudo da fase T6 para T18; t cinco criangas deixaram o estudo da fase T12 para fase T18.
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Figura 5. Placa Rodac® de bebé mutansmiliondrio

(=100ufc/area), apds 48 horas de incubagao.

100+
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de criangas
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60+
407
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(n=160) (n=141) (n=131) n=119)
@ 0 ufc B 1-20 ufc O 21-99 ufc O >100 ufc

Figura 6. Flutuacdes nos niveis bucais de S. mutans (ufc), durante as fases TO (n=160), T6
(n=141), T12 (n=131) e T18 (h=119) do estudo prospectivo.
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5.2 Fatores soOcio-econdmicos e habitos de aleitamento e

amamentacao

Dos 160 questionarios distribuidos as agentes de saude para serem
entregues as maes nas creches, cem (62,5%) responderam aos mesmos, sendo
os dados tabulados e analisados com auxilio do programa EPI-INFO 6.04. As
familias analisadas nos 100 questionarios apresentavam uma renda familiar média
de 2,7 (+4,8) salarios minimos (variando de 0,3 a 20,8 salarios). O total de 46%
das maes das criangas incluidas no estudo relatou grau de escolaridade inferior ao
22 grau completo, sendo que 48% apresentavam pelo menos o 2° grau completo.
Seis (13,4%) destas apresentavam nivel de escolaridade superior. Seis maes nao
responderam as questdes sobre renda familiar e/ou grau de escolaridade.

As questdes sobre duracao do aleitamento materno foram respondidas
pelas 100 maes. Entre estas, observou-se que 32% das mé&es nunca
amamentaram as criangas ou que a amamentagdo durou no maximo trés meses.
A amamentacdo materna foi realizada dos quatro aos 12 meses nas criangcas em
69% (n=69) dos casos e 6% (n=6) das criancas foram amamentadas por pelo
menos 12 meses. O total de seis maes dentre as nove cujas criancas
apresentaram niveis detectaveis de S. mutans em TO, responderam ao
questionario. Dentre estas nove criancas, a duragdo da amamentagdo materna
variou de 3 a 9 meses (mediana: 4,5 meses). A Tabela 3 mostra a distribuicdo das
18 criancas infectadas por S. mutans entre TO e T6, segundo a duragdo a
amamentacao materna.

Sessenta e duas criangas entre 5 e 20 meses de idade ainda utilizavam
chupeta. A duragéo da utilizagdo de mamadeira noturna variou de 5 a 13 meses.
Um total de 78 (78%) criangas ainda utilizavam a mamadeira noturna na época
das entrevistas (TO a T6). Entre as criangcas que usavam mamadeira noturna
(n=78), 42,8% (n=33) utilizavam bebidas sem sacarose ou apenas leite puro,

enquanto que 57,2% acrescentavam sacarose a mamadeira e/ou componentes
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“espessantes”, como por exemplo, amido de milho, farelos de trigo ou aveia. A
Tabela 4 mostra a relacdo entre o consumo de sacarose em mamadeiras noturnas
e a deteccdo de S. mutans durante as fases TO a T6. A diferenca entre o numero
de criancas com niveis detectaveis de S. mutans nos grupos que utilizavam

sacarose ou ndo na mamadeira noturna foi estatisticamente significante (p<0,05).

Tabela 3 - Distribuicdo das criancas com niveis detectaveis de S.
mutans entre TO e T6 segundo a duragcdo da amamentacdo materna

(n=100).

Niveis detectaveis N 2.(%) de criancas com duracdo da amamentacao materna de:

de S. mutans 0 - 5 meses > 5 meses
Sim (=1ufc) 8 (44,5%) 10 (55,5%)
N&o (0 ufc) 41 (50%) 41 (50%)
Total 49 (49%) 51 (51%)

* Andlise da distribuic@o de criangas segundo a detec¢do de S.mutans e o tempo de amamentacao materna:
2
X" 9,07; p=0,1.

Tabela 4 - Distribuicdo das criancas com niveis detectaveis de S.

mutans entre TO e T6 segundo a presenca de sacarose na mamadeira

noturna.

Niveis detectaveis N 2.(%) de criangas com uso de mamadeira noturna:
de S. mutans sem sacarose com sacarose
Sim (=1ufc) 4 (12,1%) 11 (25,0%)*
Nao (0 ufc) 29 (87,9%) 33 (75,0%)
Total 33 (100,0%) 44 (100,0%)

* Andlise da distribuicdo de criancas segundo a detec¢@o de S.mutans e o uso da sacarose na mamadeira noturna:
X% 5,07; p=0,024.

35



5. 83 Padréo de colonizag&o inicial das criangas por amplitipos de
S. mutans.

Um total de 25 cepas de S. mutans foi isolado durante a fase T0. Na
fase T6, 162 isolados de S. mutans foram obtidos e nas fases T12 e T18, 287 e
345 cepas foram isoladas, respectivamente. A técnica de AP-PCR com primer
OPA-02 foi utilizada para analisar a diversidade genética existente entre os 819
isolados de S. mutans. A Figura 7 ilustra um gel representativo dos ensaios de AP-
PCR para determinagdao dos amplitipos .
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Figura 7. Padroes de AP-PCR obtidos de 16 cepas de S. mutans isolados da cavidade bucal
de bebés. Canaletas 1 e 21: padrdo de peso molecular de 250 pares de bases; Canaleta 2:
cepa S. mutans padrao UA 130; Canaleta 20: controle negativo — dgua milli-Q; Canaletas 3 a

18: exemplificando 16 isolados clinicos de S. mutans dos bebés.

A Tabela 5 mostra 0 numero de criangcas com um ou mais amplitipos
distintos de S. mutans nas quatro fases do estudo TO, T6, T12 e T18. Durante a
identificacdo genotipica dos isolados das criangas, observou-se uma prevaléncia
maior de criangas abrigando um unico amplitipo, em todas as fases do estudo. Na
fase T18, dentre os 48 bebés com S. mutans detectaveis, 75% (n=36)
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apresentavam um unico amplitipo. O nimero de amplitipos por bebés variou entre
um e quatro, ndo sendo observada associagao entre os niveis detectaveis de S.
mutans e a diversidade genotipica dos bebés. O mesmo pbde ser registrado com
relacdo a idade. O re-isolamento de amplitipos identificados inicialmente na
cavidade bucal durante o acompanhamento de seis a dezoito meses € mostrado
na Tabela 6. Observou-se que 87,5% (n=7) dos amplitipos identificados em TO
(n=8) nao foram re-isolados apds 6 meses (T6). Entretanto, um amplitipo isolado
em fase precoce (T0) permaneceu na cavidade bucal até a fase T12, embora nao
tenha sido detectado em T18. Entre as criancas infectadas no baseline, 50, 83,4 e
83,4% nao apresentaram niveis detectaveis de S. mutans em T6, T12 e T18,
respectivamente. Flutuagcdes na colonizacao por amplitipos de S. mutans também
foram observadas entre as fases T6, T12 e T18. Cerca de trinta e oito por cento
(n=12) dos amplitipos isolados de 22 criangas em T6 foram re-isolados apds 6
meses (T12) e 25% (n=8) foram novamente isolados em T18 (Tabela 6). Os oito
amplitipos re-isolados em T12 e T18 foram identificados em 14 criangas que
apresentavam niveis de S. mutans variando de 1 a 100 ufc (mediana = 95
ufc/area). Oito criancas infectadas em T6 pelos outros 24 amplitipos néo re-
isolados em T12, possuiam niveis de S. mutans variando de 1 a 100 ufc em T6
(mediana: 91,5/area) e 4 a 100 ufc em T18 (mediana: 86,5/area). Estes dados
demonstram que amplitipos que infectam criancas em idade precoce (entre 11 a
19 meses de idade) podem persistir por pelo menos um ano na cavidade bucal,
independentemente dos niveis de infecgao inicial (Figura 8).
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Tabela 5 - Diversidade de amplitipos de S. mutans entre as criangas infectadas nas
fases inicial (T0), 6 (T6), 12 (T12) e 18 (T18) meses do estudo prospectivo.

Fases Numero de Numero Numero Numero (%) de criancas
do estudo criangas infectadas de isolados de amplitipos infectadas com:
1 amplitipo®  >1 amplitipo
TO (n=160) g~ @ 25 8 5 (83,4%) 1(16,6%)
T6 (n=141) 22° 162 34 14 (63,6%) 8 (36,4%)
T12 (n=131) 42° 287 62 27 (64,3%) 15 (35,7%)
T18 (n=119) 48 345 62 36 (75,0%) 12 (25,0%)

* cepas de S. mutans de trés criangas ndo foram recuperadas ap6s cultivo. * Trés criangas apresentaram niveis detectdveis de S.
mutans tanto em TO como em T6. ® Quatorze criancas apresentaram niveis detectéveis tanto em T6 como em T12. ¢ Trinta e trés
criangas apresentaram niveis detectaveis tanto em T12 como em T18.

Diferencas estatisticamente significantes com relagio a prevaléncia de amplitipos (1 ou > 1) em TO e T18: % 7,23; p=0,00 e
X?: 7,59; p=0,005, respectivamente.

Tabela 6 - Persisténcia de amplitipos S. mutans isolados nos periodos iniciais entre as 42
criangas que mantiveram niveis detectaveis de S. mutans em pelo menos duas visitas do

estudo prospectivo.

Numero de N°. (%) de amplitipos

amplitipos ~ N&o detectados Re-isolados Na&o detectados Re-isolados Nao detectados Re-isolados

isolados emT6 emT6 emT12 emT12 emT18 emT18

em:

T0 (n=8)* 6 (75%) 2 (25%) 7 (87,5%) 1 (12,5%) 8 (100%) 0 (0%)

T6 (n=32)b - - 20 (62,5%) 12 (37,5%) 24 (75%) 8 (25%)
T12 (n=62) - - - - 32 (51,6%) 30 (48,4%)
Total 6 (75%) 2 (25%) 27 (67,5%) 13 (32,5%) 64 (62,7%) 38 (37,3%)

* Um total de 3 amplitipos foram isolados de 3 criangas (T0) que ndo apresentaram niveis detectdveis de S. mutans em T6 e 5 amplitipos
isolados de 5 criancas (T0) S. mutans-negativas em T12. ® Um total de 7 amplitipos foram isolados de 5 criancas (T6) que nio apresentaram
niveis detectdveis de S. mutans em T12. Outros 6 amplitipos, isolados de 3 criancas (T6) que deixaram o estudo na fase T12, ndo foram
incluidos nesta tabela.
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Figura 8. Gel representativo da andlise de AP-PCR (OPA-02) realizada em vinte e seis isolados de S. mutans
de trés criangas infectadas inicialmente, em T6 ou T12. As linhas continuas separam os isolados das trés
criancas avaliadas e as linhas tracejadas separam as fases do estudo de cada crianca. Letras sobre cada
canaleta indicam as identidades genotipicas. As letras diferentes representam amplitipos distintos. As
primeiras duas criangas, com 13 e 18 meses de idade em T6, apresentaram baixa diversidade genotipica: um
unico amplitipo foi isolado durante todo estudo (A e B). A terceira crianga apresentou dois amplitipos
identificados desde o momento da aquisicdo inicial (16 meses). Os amplitipos das trés criancas foram re-
isolados nas visitas subseqiientes T12 e T18 (A, B, C e D). Um novo amplitipo foi identificado na terceira

criancaem T18 (E).

5. 4 Andlise de vias potenciais de transmissdo de S. mutans

5. 4. 1 Rastreamento de transmissao horizontal de amplitipos de S. mutans_ entre

criancas que freqiientavam as mesmas creches

Os bebés avaliados no presente estudo passam dez horas diarias nas
creches durante cinco dias por semana. Portanto, a populacdo estudada
apresenta potencial de infeccao por fontes nao maternas de transmissao de S.
mutans, uma vez que o contato com as maes no ambiente familiar € menos
duradouro e ha contato prolongado com individuos sem relacao familiar. O
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rastreamento da transmissdo horizontal de S. mutans foi realizado através da
comparacao dos perfis genotipicos de S. mutans (AP-PCR) entre criancas que
freqlientavam a mesma creche. Médias de 5,7, 5,0, 4,7 e 4,3 criancas por creche
freqientavam estas instituicdes nos periodos T0O, T6, T12 e T18, respectivamente.
Em média, as creches apresentavam 0,29 (+0,71), 0,79 (x0,79), 1,5 (¥x1,1) e 1,8
(1,2) criangas infectadas por S. mutans, nas fases T0, T6, T12 e T18,
respectivamente.

Um total de 19 EMEIs apresentaram pelo menos duas criangcas com
niveis detectaveis de S. mutans, para que os amplitipos pudessem ser
comparados. Durante o estudo, foram identificadas 16 criangas que freqlientavam
as mesmas creches compartilhando amplitipos de S. mutans idénticos e/ou muito
semelhantes nas andlises visuais. Em 5 creches, um par de criangas compartilhou
um amplitipo, enquanto que em outras duas, mais criangas compartilhavam
amplitipos. A coincidéncia de amplitipos observada entre as criangcas nas sete
creches foi definida considerando-se coeficiente Dice de similaridade de amplitipos
igual ou maior que 95%. A analise dos dendrogramas de similaridade construidos
mostrou que criangas que compartilham ambientes como as salas das creches,
podem apresentar amplitipos de S. mutans idénticos em até 100% de similaridade
com os dois primers (OPA-02 e OPA-03), o que configura a transmissao
horizontal. Outros dendrogramas de andlise de similaridade entre isolados de
criangcas da mesma creche estdo no apéndice 4.

A observacao dos dendrogramas ilustrados nas Figuras 9 a 12 permite
verificar as distancias genéticas entre cepas representativas de S. mutans
detectadas em cada crianca nas creches, em diversos momentos do estudo. O
padrdao de similaridade obtido entre os diferentes amplitipos detectados nas
criangcas que compartiihavam o mesmo ambiente nas creches foi alto. Em nove
casos foi maior que 95%, dentre os quais, trés deles esteve com 100% de
similaridade. As Figuras 10, 11,12 e 13 ilustram através dos dendrogramas dois
casos de clones similares entre bebés em duas creches, utilizando dois primers.

Em seguida sdo também apresentados os respectivos géis.
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Figura 9. Dendrograma representativo de diferentes amplitipos obtidos com OPA-02 em trés

criancas de uma creche. Os amplitipos de dois bebés, “95” e “97”, foram similares em 100%

(seta) (coeficiente Dice), porém isolados em tempos diferentes do estudo, T12 e TI18,

respectivamente. O amplitipo representativo do bebé “94” ndo foi similar aos de outras

criancas. As demais cepas da crianca “97” foram similares a anterior (> 95%).
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Figura 10. Dendrograma representativo de diferentes amplitipos de S. mutans obtidos com
OPA-03 em criangas de uma creche. Todos os amplitipos de dois bebés, “95” e “97”, foram
similares em 100% (seta) (coeficiente Dice). Foram isolados em tempos diferentes do estudo,

T12 e T18, respectivamente. O amplitipo representativo do bebé “94” ndo foi similar.
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Figura 11. Dendrograma representativo de diferentes amplitipos de S. mutans obtidos com OPA-
02 em criangas de uma creche. Os amplitipos de duas criangas, “24” e “26”, foram similares em
100% (seta) (coeficiente Dice). Foram isolados em um mesmo tempo de coleta (T18). Trés clones

da crianga ‘“24” foram iguais entre eles (100%) e alguns da crianca “26” também (>95%).
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Figura 12. Dendrograma representativo de diferentes amplitipos de S. mutans obtido com OPA-
03 em criangas de uma creche. Os amplitipos de dois bebés, “24” e “26”, foram similares em

100% (seta) (coeficiente Dice). Foram isolados em um tempo unico de coleta (T18).

Na Tabela 7, estdo resumidas as principais caracteristicas das criancas
que compartilharam amplitipos similares nas andlises visuais dos géis de AP-PCR
realizados com dois primers. Os amplitipos compartilhados foram identificados na
mesma fase ou em fases distintas do estudo. A diversidade genotipica ao longo do
estudo caracteriza a amostra, pois alguns clones inicialmente determinados nao
foram re-isolados, enquanto novos clones foram encontrados. Para a crianca “154”
em T18, ndo foram detectados os mesmos amplipos que em T12, adquirindo um
clone novo, que foi diferente da crianca “155”. Em T18, na crianca “53” nao se
identificou dois amplitipos, mas conservou o mais prevalente, sendo este similar
ao da crianca “156” (menos prevalente em T12). Em “156” n&o foi identificado o
amplitipo similar em T18, permanecendo com um diferente do anterior, mas similar
ao amplitipo do bebé “46”. A crianca “26” adquiriu um clone materno em T12. Na
amostragem seguinte (coleta de T18), esta crianga adquiriu um clone de outra da
mesma creche “24”, e mais um clone da mée, ficando agora com dois amplitipos.
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As Figuras 13 e 14 ilustram os perfis de AP-PCR e definicdo dos
amplitipos de dois bebés que conviveram na mesma creche e compartilharam
amplitipos muito semelhantes. A Figura 13-A mostra a analise realizada com o
primer OPA-02 e a 13-B ilustra analise realizada com o primer OPA-03. A Figura
14 representa um caso de dois bebés com amplitipos idénticos detectados entre
os isolados. Por outro lado, outros amplitipos distintos foram observados nos
isolados de ambos os bebés, exemplificando a diversidade de amplitipos entre os
isolados clinicos de S. mutans.

T12 T 18 T12 T1&8
250 phb 95(1) 95(2) 97(1) 97(3) 97(7) 94(1) 250pb | 250k
A A A A A B
B 130

L |

Behi 95 Behe 97 Behi 94

Behé 55 Biehé 97 Biebé 24

Figura 13. Gel representativo da analise de AP-PCR realizada em 12 isolados de trés criangas de 28, 21 e 29
meses de idade com S. mutans detectaveis em T12 e T18, e pertencentes a mesma EMEI. Os nimeros acima
de cada canaleta indicam o numero do isolado de S. mutans. As letras correspondentes indicam o padrao de
AP-PCR (amplitipos). As chaves delimitam as canaletas de isolados de um mesmo bebé. O nimero da crianga
é indicado abaixo. A) Amplitipos determinados com primer OPAO2. Observa-se similaridade dos isolados de
duas criangas da mesma creche (criangas 95 e 97; amplitipo A). A mesma similaridade néo foi observada na
cepa isolada do bebé 94 (amplitipo B), o qual freqlientava a mesma EMEI. O grau de similaridade foi de 100%,

podendo ser confirmada por analise com outro primer arbitrario, OPA-03 (B).
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Figura 14. Gel representativo da andlise de AP-PCR realizada em 15 isolados clinicos de duas criangas de 26 e 24
meses de idade com S. mutans detectaveis ambas em T18, e pertencentes a mesma EMEI. As linhas continuas
separam os isolados das criancas distintas. (A) Similaridade dos amplitipos nos isolados de dois bebés da mesma
creche com o primer OPA-02 (amplitipo C, nos bebés 24 e 26). Outros perfis genotipicos diferentes foram também
observados em ambas (D, E e F). O grau de similaridade em relacdo ao amplitipo C foi de 100%, podendo ser
confirmada por analise com o primer arbitrario, OPA-03 (B). UA: cepa padrdo de S. mutans UA130.
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Tabela 7 - Similaridade genotipica (AP-PCR) de cepas de S. mutans de bebés freqlentadores de sete creches e isolados

durante o estudo longitudinal (TO a T18).

Crianca Creches® Fase de deteccdo Caracteristicas na fase de deteccao Idade (meses) Fase de N° amplitipos /n° amplitipos
inicial
(sexo) inicial de S. mutans N° dentes N° de lesées de coincidéncia isolamento similares (n°. isolados)
em meses irrompidos de carie (cavidade / mba) de amplitipos do amplitipo

95 (m) 21 16 0/0 21 T12 171 (2)

97 (m) 1 29 20 0/0 29 T18 11 (8)

154 (f) 22 14 0/0 22 T12 3/1 (8)

155 (m) 2 19 16 0/0 19 T6 4/1 (5)

118 (f) 24 20 0/3 24 T12/T18 11 (1/8)

120* (m) 3 21 16 0/0 21 T6 2/1 9)

53 () 22 16 4/11 22 T12/T18 3/1 (8/9)

156 (m) 4 21 16 1/0 21 T12 2/1 9)

46 (M) 19 8 0N 19 T12/T18 11 (8/8)

65 (f) 22 17 1/0 22 T12/T18 11 (8/8)

66 (f) 5 24 18 0/0 24 T18 11 (1)

24 (f) 26 16 0/0 26 T18 2/1 (7)

26 (m) 6 18 15 1/2 24 T18 3/1 (8)

81 (f) 8 02 0/0 8 TO/T6 171 (1/3)

842 () 7 22 17 0/4 22 T12/T18 1 (8/6)

85% (f) 22 17 0/4 22 T12/T18 /1 (6/8)

m: masculino, f: feminino * bebés deixaram o estudo na fase seguinte; > bebés gémeos univitelinos.

® Andlise da distribuigio de creches com detecgdo de transmissdo de amplitipos entre bebés (sete creches das dezenove comparadas): X% 1,15; p=0,28.
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5. 4. 2 Freqiiéncia e niveis de infeccao das auxiliares de saude por S.
mutans, diversidade genotipica e rastreamento da transmissao horizontal

de amplitipos de S. mutans entre as auxiliares e as criancas.

Das 91 auxiliares que cuidavam das criancas nas 28 EMEIs durante o
estudo longitudinal, 92,3% (n=84) apresentaram niveis detectaveis de S. mutans.
Foi realizada a identificacao genotipica por AP-PCR de 446 cepas de S. mutans
em 61 cuidadoras de 23 EMEIS que cuidavam dos 67 bebés infectados nas fases
TO a T18. Um total de 100 amplitipos distintos foram isolados, dentre uma média
de 7,5 (7,84£0,96) isolados de S. mutans testados por auxiliar de saude. A analise
de AP-PCR demonstrou uma média de 1,7 (1) amplitipos por auxiliar, sendo que
o numero de amplitipos identificados por auxiliar variou de um a cinco. A Tabela 8
mostra a distribuicdo das cuidadoras (analisadas entre TO e T18), segundo 0s
niveis bucais de S. mutans e nimero médio de amplitipos identificados. O total de
34 auxiliares (51,5%) apresentou altos niveis de S. mutans (=100 ufc) na cavidade

bucal, sugerindo potencial de transmissdo de S. mutans para as criangas.

Tabela 8 - Niveis de infeccdo e diversidade genotipica de S. mutans em 66
auxiliares de saude de 23 EMElIs relacionadas aos 67 bebés S. mutans-positivos

ao longo do estudo.

Niveis bucais de NUmero (%) de Numero de isolados Numero total de
cuidadores

S. mutans (ufc) testados? amplitipos (média; +dp)?

0 ufc 5(7,6%) - -

1-20 ufc 9 (13,6%) 66 12 (1,33 +£0,5)

21-99 ufc 18 (27,3%) 130 25(1,5+£0,62)

>100 ufc 34 (51,5%)* 250 63 (1,9 £ 0,98)

Total 66 (100%) 446 100 (1,7+1,0)

. isolados das cuidadoras com S. mutans > 0. Comparag&o da prevaléncia de cuidadoras com niveis altos (=100 ufc) com
os niveis mais baixos (0 e 1-20ufc): * % 7,23; p=0,01
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A andlise genotipica dos subgrupos de auxiliares e criangas nao revelou
amplitipos coincidentes entre as primeiras e as respectivas criancas. A Figura 15
ilustra a comparagdo de amplitipos de duas delas e duas criangas que
permaneciam juntas em uma mesma EMEI| durante o estudo. Embora as criangas
apresentassem mais de um amplitipo na cavidade bucal, nenhum deles
correspondeu aos amplitipos identificados nas auxiliares. A Figura 16 ilustra a
comparagédo de amplitipos de uma auxiliar e os respectivos amplitipos de duas
criangas da mesma creche, em fase final do estudo (T18) ndo apresentando
similaridade. Mesmo naquelas que apresentaram altos niveis de S. mutans na
cavidade bucal e alta diversidade genotipica dos isolados (5 amplitipos), nao

foram detectados amplitipos coincidentes entre auxiliares e criancgas.
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Figura 15. Gel representativo das andlises de AP-PCR (OPA-02) realizadas em 18 isolados
clinicos representativos de dois subgrupos auxiliar-crianga de duas EMEIs. As cuidadoras e
respectivas criancas (ambas de 18 meses de idade) apresentavam altos niveis de S. mutans
(=100 ufc) em T6. Os diferentes amplitipos séo identificados por letras acima de cada canaleta.
A linha continua separa os amplitipos das cuidadoras e bebés de uma mesma EMEI. A letra A
representa um amplitipo de 8 isolados da primeira auxiliar, sendo comparado ao amplitipo B,
representativo dos isolados de uma crianga da mesma creche. A letra C corresponde a um
amplitipo de 5 isolados de uma auxiliar de outra creche, diferente dos amplitipos D e E,
representativos dos isolados da crianga de creche correspondente. Nao se observou
amplitipos iguais entre as auxiliares e as criangas, mesmo quando esta ultima apresentou dois

amplitipos.
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Figura 16. Gel representativo da analise de AP-PCR realizadas em 18 isolados clinicos de uma
auxiliar e duas criancas de 22 meses de idade com altos niveis de S. mutans (=100 ufc) em
T18, da mesma EMEI. Os diferentes amplitipos sao identificados por letras acima de cada
canaleta. A linha continua separa os amplitipos da auxiliar de salde dos amplitipos dos bebés.
As letras F e G correspondem aos dois amplitipos representativos dos isolados uma crianga,
sendo comparado ao amplitipo H, também representativo dos isolados de outra crianga da
mesma creche. As letras | e J correspondem aos dois amplitipos de 8 isolados de uma
cuidadora da mesma creche, entretanto, diferentes dos amplitipos da crianga.

5. 4. 3 Freqiiéncia e niveis de infeccao por S. mutans em um sub-grupo de
maes: diversidade genotipica e rastreamento da transmissao vertical de
amplitipos de S. mutans entre maes e criancas.

As fontes ndo maternas de infeccao por S. mutans foram investigadas
através da comparacao de amplitipos entre criancas que frequentavam a mesma
creche e, entre criangas e as respectivas cuidadoras. Entretanto, nao foi
identificado nenhum caso de semelhanca de amplitipos entre as criancas e suas
respectivas auxiliares. Como controle, 16 maes de um subgrupo de 17 criancas
foram também estudadas. Este subgrupo constou das maes das criancas que
apresentavam altos niveis de infeccao por S. mutans em todas as fases. Do total
de maes examinadas, 68,8% (n=11) apresentaram altos niveis de S. mutans (=100
ufc). Um total de 125 isolados das 16 mées foi analisado para as comparacdes
(Tabela 9). O total de um a quatro amplitipos foi identificado por mae,
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determinados por AP-PCR, com OPA-02. Dentre as 16 mées cujas criangas foram
estudadas, 50% (n=8), apresentaram coincidéncia de amplitipos com os dos
respectivos filhos.

Tabela 9 - Niveis de infeccao e diversidade genotipica em um subgrupo de 16 maes de
17 criancas com niveis detectaveis de S. mutans, e numero de amplitipos compartilhados
entre mae-filho(a).

Niveisde N° de N°deisolados testados N°. de mdes  Pares mde-filho(a)  N°. de amplitipos

S. mutans  maes (n°. de amplitipos com >1 com amplitipos coincidentes em
identificados) amplitipo(%) coincidentes (%) pares maes-filho(a)
1-20 ufc 2 13 (2) - (0%) 1 (12,5%)* 1
21-99 ufc 3 24 (6) 2 (22,2%) - (0%) -
2100 ufc 11 88 (26) 7 (77,8%) 7 (87,5%) 7
Total 16 125 (34) 9 (100%) 8 (100%) 8

* amplitipo materno coincidente com amplitipos dos filhos gémeos

A tabela 10 apresenta a distribuicdo dos amplitipos e fases de detecg¢ao dos
mMesmos nas criancas e suas respectivas maes.
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Tabela 10 - Distribuicdo dos amplitipos de S. mutans isolados da cavidade bucal de um

subgrupo de 16 maes e seus respectivos filhos(as), durante as diferentes fases do estudo.

Ndmero da crianca Amplitipo da crianga ** Amplitipo da mae “¢

(género) T6 (idade)1 le (idade)1 TlS(idade)l Tl 8

Casos com transmissdo mde-crianga

26 (m) - A A, B, C A, B
78 (f) - D,E® D D,F, G
84/85% (f) - H * H H
105 (f) - LJ® J J
108 (f) K,L" M,N K,O M
115 (m) - p !® Q P,R,S,T
24 (f) - - 7, W@ WY, D, E”
144 (m) - AV, B, C”® A’ B”C” A”
Casos sem transmissdo mde-crianga
31 (m) - U,v® U,V X,Y,Z
49 (m) - w @b W A
61 (m) B B B’ C
65 (f) - D, E ® D’ F,G,H
117 (m) r,r® r r K’
122 (f) - L % L M, N’
145 (m) 0% 0O o’ P, Q. R’
156 (m) - ™,U0 @Y ™ V), X
Total de amplitipos 6 23 23 33
detectados
Total de amplitipos 0 7° 7P 9
coincidentes

* irmdos gémeos. (f): feminino;(m): masculino

" média de idade (em meses) de aquisigdo inicial de S. mutans pelos 17 bebés: 21,2 (+3,4).

* as letras maidsculas indicam amplitipos detectados nos individuos. Os amplitipos indicados pelas mesmas letras
apresentam-se idénticos.

€ as médias do nimero de amplitipos recuperados nas maes e filhos foram 2,0 (£1,30) e 1,28 (+0,61).

P Andlise da distribuicdo de amplitipos detectados nas mies e os transmitidos 2s criancas: X*: 1,03; p>0,05
(ndo significante).
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A Figura 17 ilustra um exemplo onde nao foi possivel observar
similaridade entre as cepas de S. mutans isoladas da cavidade bucal da mae com
as do seu filho. Neste caso, a crianga apresentou um unico amplitipo durante todo
estudo (T6 a T18), entretanto tal amplitipo nao foi similar ao materno. A Figura 18
ilustra um caso de concordancia de amplitipos detectados na crianga e respectiva
mae, onde a crianca apresentou uma maior diversidade durante 0 momento inicial

da aquisicao de S. mutans, representada pelos dois amplitipos identificados.

it L b b b e | L Lot o b ey il B

Figura 17. Gel representativo das andlises de AP-PCR (OPA-02) realizadas em 10 isolados
clinicos de uma crianca com altos niveis de S. mutans (=100 ufc) em T6, T12 e T18 e dos 8
isolados da mae. Em T6, a crianca apresentava 13 meses de idade. Os diferentes amplitipos
sdo identificados por letras acima de cada canaleta. A linha continua separa os isolados da
crianga dos isolados materno. As linhas pontilhadas separam os isolados obtidos da crianga
nas diferentes fases do estudo. A letra K representa um anico amplitipo identificado em todos
0s momentos, sendo comparado ao amplitipo L, de origem materna, porém nao similar.
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Mae 105

Figura 18. Gel representativo das analises de AP-PCR (OPA-02) realizadas em 8 isolados
clinicos de uma mae do sub grupo e 7 isolados representativos do filho de 30 meses de idade,
em T12 e T18. Os diferentes amplitipos sédo identificados por letras acima de cada canaleta. A
linha continua separa os isolados dos bebés dos isolados maternos, e as pontilhadas separam
os dois momentos do estudo, onde o bebé foi positivo para S. mutans, com dois amplitipos
detectados. A letra M representa um Unico amplitipo originado dos isolados da mae, similar ao
identificado na crian¢ca em dois momentos (T12 e T18). Um outro amplitipo N foi identificado em
T12.
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6. DISCUSSAO

6. 1 Caracteristicas clinicas e comportamentais dos bebés avaliados

No Brasil, o Projeto Saude Bucal (2003) mostrou que 27% das criancas
entre 18 e 36 meses e, aproximadamente 60% das criancas de cinco anos de
idade apresentavam pelo menos um dente deciduo cariado (ceo =1). Em média,
uma crianca brasileira apresenta pelo menos um dente cariado em torno dos trés
anos de idade e trés dentes cariados na idade de cinco anos. As diferencas
regionais sao perceptiveis em todas as idades, e as condi¢cdes de saude bucal sdo
piores nas regides Norte e Nordeste do Brasil, quando comparado as regides Sul
e Sudeste (Projeto SB Brasil 2003, Ministério da Saude, 2004).

Como o esperado, as criancas acompanhadas por 18 meses neste
estudo apresentaram aumento nos percentuais de lesées cariosas; cavidades e
manchas brancas ativas com a idade, sendo que ao atingirem a faixa etaria de 23
a 30 meses de idade a prevaléncia de cavidades de carie foi de 19,3%. Apos 12
(T12) e 18 (T18) meses de acompanhamento, foram observadas diferengas
significativas quanto a prevaléncia de lesdes cavitadas quando comparados 0s
grupos de criangas com niveis detectaveis de S. mutans (35,7 e 47,9%,
respectivamente) e sem niveis detectaveis de S. mutans (1,1 e 1,4,
respectivamente) (Tabela 1). Véarios estudos na literatura apontam associacédo
positiva entre indices/prevaléncia de cérie e presenga de S. mutans na cavidade
bucal (KOHLER et al., 1988; CAUFIELD et al., 1993; ALALUUSUA et al., 1996;
MATTOS-GRANER et al., 1998). As lesdes de carie (mba e cavidade) aumentam
em fungdo do aumento da idade e do numero de dentes erupcionados,
provavelmente devido ao numero crescente de superficies dentarias expostas e a
continuidade dos habitos deletérios, como em outros estudos ja citados (LEITE &
RIBEIRO, 2000; BARROS et al., 2001; ROSEMBLATT & ZAZAR, 2004).

A prevaléncia de carie, incluindo as lesdes de manchas brancas ativas,
ao final do estudo (T18) quando as criangas atingiram 23 a 30 meses de idade, foi
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de 36,1%, apesar da cidade de Piracicaba possuir agua fluoretada desde 1971.
Este percentual encontrado foi menor que as prevaléncias observadas por
BONECKER et al. (1997), em Diadema (Sao Paulo) e BARROS et al. (2001), em
Salvador (Bahia). A primeira amostra envolveu criangas de 1 a 59 meses e o
segundo estudo, criancas de 0 a 30 meses. As prevaléncias observadas foram
66,5% e 55,3%, respectivamente. No estudo de ROSEMBLATT & ZAZAR (2004),
onde apenas as lesdes cavitadas foram computadas, em uma populacdo de
criangas de 12 a 36 meses de baixa renda na cidade de Recife, os autores
encontraram uma prevaléncia de 28,4%. A prevaléncia de cérie em criancas de 18
a 36 meses de idade em diversas regides do Brasil é, portanto superior ao
relatado em outros paises como citado por SERWINT et al. (1993) reportando que
20% de 110 criangas mexicano-americanas apresentaram carie de mamadeira.
Por outro lado, prevaléncias muito menores (1 a 12%) que as encontradas no
Brasil ja foram citadas em outros paises, como a Suécia (WENDT et al., 1991;
O’SULLIVAN & THIBODEAU, 1996).

A prevaléncia de céarie em estudo anterior em populagéo de creches de
Piracicaba e com as mesmas caracteristicas deste estudo, especialmente a alta
ingestao de sacarose, MATTOS-GRANER et al. (1996) observaram 34,8% entre
zero e 36 meses de idade, incluindo lesées de mba e cavitadas, semelhante ao
detectado no presente estudo. No estudo anterior, as superficies mais acometidas
por lesdes de carie foram as oclusais dos molares (56,6%). Muitas lesdes iniciais
de manchas brancas (32,4%) foram também detectadas nas superficies
vestibulares de incisivos e caninos (MATTOS-GRANER et al., 1996). Este perfil &
caracteristico da carie de acometimento precoce (RIBEIRO & RIBEIRO, 2004). As
manchas brancas decorrentes da desmineralizacdo do esmalte s&o sinais
precoces e clinicamente identificaveis da doenca instalada e, quando nao tratadas,
podem evoluir as lesdes cavitadas num periodo de seis a doze meses
(WEINSTEIN et al., 1992; RIBEIRO & RIBEIRO, 2004).

Estudos incluindo manchas brancas ativas (WEINSTEIN et al., 1992)

demonstraram a instalacao precoce da doenca e a importancia do diagnéstico e
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atencdo em seus estagios iniciais, evitando o desenvolvimento de lesdes mais
severas em idade avancada. Neste estudo, optou-se pela inclusdo da mba visto
tratar-se de lesdo caracteristica na faixa etaria de 10-20 meses e, por permitir uma
avaliacao da atividade de carie e a implantacdo de medidas educativas e curativas
em idade e estagio precoce da lesdo. A alta freqiéncia das lesdes incipientes ao
final do estudo (27,7%) na populacao avaliada reforca a importancia da inclusao
da mba nos estudos em bebés.

O uso prolongado da mamadeira noturna foi relatado por 78% das 100
maes que responderam aos questionarios. Cinquienta e sete por cento das maes
acrescentavam acucar refinado a mamadeira e/ou componentes “espessantes”,
como amido de milho, farelo de trigo ou aveia. Este habito dietético caseiro,
somado as refeicbes na creche, caracteriza o quadro de dieta com alta
concentracao de sacarose, 0 que pode favorecer a colonizacdo precoce por S.
mutans e o desenvolvimento da doenca carie.

Existe ainda uma grande dificuldade para conseguir a colaboracédo dos
pais ou responsaveis na realizacdo de manobras preventivas no ambito
doméstico. O comparecimento ao CEPAE foi estimulado pela pesquisadora
durante todo acompanhamento, através de avisos, telefonemas e orientacdo as
diretoras e agentes de saude das creches. Entretanto, nem todas as mées das
criangas compareceram as palestras ou mesmo para o tratamento de adequagéao
do meio bucal quando da presencga de cavidades abertas nos dentes deciduos.

Neste estudo, foi acompanhada uma coorte de 160 criangas
institucionalizadas em creches publicas da cidade de Piracicaba, inicialmente com
5-13 meses de idade. Foi possivel observar no baseline (TO) um bebé de treze
meses de idade, e ja infectado com altos niveis de S. mutans (=100 ufc),
apresentando ainda duas lesbes cavitadas nos primeiros molares deciduos e
quatro lesdes de mba nos incisivos superiores. Esta crianga fazia uso da
mamadeira noturna com alto teor de sacarose e “espessantes”, além da dieta
cariogénica na creche. Considerando 0 objetivo principal da pesquisa, de
comparar amplitipos de S. mutans entre os bebés atendidos nas mesmas creches
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e entre estes e as auxiliares de saude, e apesar do tipo de estudo prospectivo,
optou-se por manter esta criangca no acompanhamento, ja que fazia parte de uma
creche onde existiam seis bebés inicialmente no estudo. Desta forma, este bebé
foi o responsavel pela alta prevaléncia de carie (11%) no grupo de criangcas com S.
mutans detectavel no momento inicial do estudo (T0) (Tabela 1).

Um total de 41 criancas deixou o estudo (19 em T6, 10 em T12 e 12 em
T18), pois mudaram de creche, de municipio ou permaneceram um longo tempo
sem freqlentar a creche por problemas de saude. Este percentual (25,6%), foi
inferior ao predito, sendo que a amostra final constou de 119 criancas. As médias
de idade das criangas que sairam do estudo ndo diferiram estatisticamente das
médias de idade das criangas que permaneceram nas etapas consecutivas. Das
41 criangas que deixaram o estudo, apenas uma apresentava lesées de carie,
sendo cinco cavitadas e duas mbas. Esta crianga saiu antes da ultima avaliacao
(T18) e nunca compareceu juntamente com a mae as palestras promovidas pelo
CEPAE, tampouco ao atendimento clinico, conforme orientacdo. Sendo assim, a
crianga permaneceu em atividade de carie até o momento em que saiu do estudo,
apresentando alto consumo de sacarose por meio de mamadeira noturna. As
lesbes de mba progrediram para lesdes cavitadas ativas em dentina, tanto em
molares quanto nos dentes anteriores, em fungcédo do tempo e do grande acumulo
de biofilme pela auséncia de higiene bucal. Este quadro foi compativel com os
altos niveis salivares de S. mutans observados entre as fases T0O a T12 do estudo.

6. 2 Infeccao e colonizacao dos bebés por S. mutans

A boca de um bebé edéntulo apresenta superficies mucosas expostas ao
fluxo de saliva. S. mutans podem ser detectados em amostras de mucosa ou
saliva de individuos edéntulos (GIBBONS, 1984). Alguns demonstraram que estes
microrganismos se aderem a obturadores acrilicos de fenda palatina
(BERKOWITZ et al., 1975a). Entretanto, a maioria dos estudos indica que S.
mutans sao detectados a partir da erupcado dos dentes (Berkowitz et al., 1975b;
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CAUFIELD et al., 1993, Smith et al., 1993). Por outro lado, diversos relatos
posteriores mostraram a deteccdo de S. mutans em criancas edéntulas. Wan et
al., (2001a) confirmaram a presenca da infeccdo por S. mutans em um terco de
uma amostra de 188 bebés de trés meses de idade dentre as quais, 55%
(103/188) apresentavam nddulos de Bohn. Foi utilizada a técnica de cultivo em
agar TYCSB (extrato de levedura com triptona adicionado de cisteina, sacarose e
bacitracina). Os ndédulos de Bohn sao alteragdes benignas, micro-ceratocistos ou
inclusGes cisticas, encontradas nos lactantes, que propiciam um local de
aderéncia de microrganismos, uma vez que sao recobertos por epitélio com baixa
taxa de descamacado celular. A analise de risco neste trabalho indicou que a
presenga destes nddulos aumentou em sete vezes a chance da colonizagao por S.
mutans neste grupo (n=103).

Outros autores detectaram S. mutans em criangas de 2-6 meses de
idade, antes da irrupcao dentaria (EDWARDSSON & MEJARE, 1978; MILGRON
et al., 2000; TANNER at al.,, 2002a). Além disso, bebés com 12 meses ja
apresentam carie dental, o que sugere o estabelecimento mais precoce de S.
mutans. Existe um consideravel interesse em determinar a época de colonizacao
bucal por S. mutans em criangcas ja que estudos indicam que as intervencdes
antes do estabelecimento destes microrganismos sao mais efetivas, sendo muito
dificil a reversdao de quadros severos de infeccdo por estes microrganismos
(KOHLER et al., 1988). Sabe-se ainda que o estabelecimento precoce de S.
mutans esta relacionado ao maior risco de carie durante a infancia (KOHLER et
al., 1988; MATTOS-GRANER et al., 1988; WAN et al., 2001a).

O dorso da lingua parece também representar um importante
reservatério de microrganismos potencialmente patogénicos (MILGRON et al.,
2000; TANNER et al., 2002a). TANNER et al. (2002a), usando sondas de DNA,
relataram que S. mutans estiveram presentes em 55% das amostras de placa
dental e 70% das amostras de raspados de lingua de 57 criangcas entre seis e
dezoito meses de idade. KREULEN et al. (1997) anteriormente, observaram tipos
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clonais presentes na lingua, sendo estes relacionados aos encontrados na saliva e
no biofilme dental de criancas em fase pré-escolar e com carie de mamadeira.

No presente trabalho também foram detectados S. mutans em duas
criancas edéntulas de 10 e 11 meses de idade (com 4 e 8 ufc/area). Entretanto, S.
mutans foram novamente detectados apenas em uma destas criancas seis meses
depois, na fase T6, e em baixissimos niveis (4 ufc). Isto sugere que estas criancas
estavam expostas a estes microrganismos, porém nao ainda colonizadas. Por
outro lado, as recentes técnicas moleculares utilizadas para amostragens salivares
em outros estudos (TANNER et al., 2002a, b), apresentam maior sensibilidade na
deteccdo microbiana que as técnicas de cultura.

WAN et al. (2001b) descreveram que criancas edéntulas com niveis
detectaves de S. mutans normalmente pertenciam a familias com habitos que
favoreciam a transmissdo de microrganismos tais quais os contatos freqientes
com a saliva de adultos, através da partilha de alimentos e utensilios.

A proliferacdo de S. mutans na cavidade bucal sofre influéncia de
propriedades bacterianas e fatores bioldégicos do hospedeiro, envolvendo saliva,
erupgéo dentéria e imunidade, além da composi¢do da dieta e de outros fatores
ambientais. Estes fatores, bem relacionados aos habitos e estilo de vida, podem
variar entre familias e populagdes. Nesta populagdo, as criancas ficavam dez
horas por dia nos bergarios das creches, com amplo e freqiiente contato umas
com as outras, e com as cuidadoras. Estas instituicbes sdo consideradas
ambientes propicios a propagacao de diversos agentes infecciosos, inclusive S.
mutans (RAITIO et al., 1995; MATTOS-GRANER et al,, 2001a; TANNER et al.,
2002b; TEDJOSASONGKO & KOZAI, 2002). Assim, exposicao as novas fontes de
microrganismos, com aumento de contatos sociais fora da familia na populagéao
estudada, poderia contribuir para a transmissao de S. mutans por fontes nao
maternas ou nao-familiares.

A anadlise prospectiva da populagdo estudada revelou que niveis
detectaveis de S. mutans podem ser observados a partir dos primeiros 6 meses de

idade (5,6% das criancas entre 5 a 13 meses) e que a prevaléncia de S. mutans
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aumentou durante os primeiros 6 meses de acompanhamento (15,6% das 141
criangcas acompanhadas), atingindo uma prevaléncia de infec¢do de 32,1% em um
ano, quando as criancas apresentaram idade entre 17 e 25 meses. Finalmente, ao
término do estudo, 40,3% das 119 criancas apresentaram-se com S. mutans
detectaveis (Tabela 1).

A ocorréncia de detecgao de S. mutans aumentou rapidamente entre 11
a 19 meses de idade (Figura 6) e/ou apdés a erupcao de a0 menos um primeiro
molar deciduo, conforme se pode observar em T6, quando 86,4% das criancas do
grupo S. mutans detectavel, ja apresentava pelo menos um molar erupcionado. Os
molares apresentam superficies maiores e fissuras favorecendo a colonizagéao por
S. mutans, quando comparadas as lisas. As variagcbes minima e maxima da
aquisicao inicial de S. mutans esteve entre 8 e 32 meses de idade durante todo
estudo (n=60), porém a maior parte dos bebés (n=36; 60%) adquiriu S. mutans
entre 17 e 22 meses de idade, correspondendo exatamente as fases T6 e T12
(médiatdp:18,1% 3,3). A idade mediana de aquisicao inicial de S. mutans foi de 21
meses (n=60). O primeiro quartil esteve em 19 meses e o terceiro quartil em 24
meses. Das 119 criancas acompanhadas durante dezoito meses, 63
permaneceram com niveis ndo detectaveis de S. mutans. Estes resultados
indicam que a infeccdo na populacao brasileira aqui representada ocorre de forma
um pouco mais precoce do que em outras populagdes estudadas anteriormente,
onde as variagdes estiveram entre 19-31 meses de idade, com mediana de 26
meses (CAUFIELD et al., 1993) ou na idade média de 24 meses, numa populacao
de criancas atendidas em creches (TEDJOSASONGKO & KOZAI, 2002). Os
resultados desta pesquisa demonstram uma menor prevaléncia de S. mutans
quando comparados com estudos realizados na mesma populacéao ha cerca de 10
anos (MATTOS-GRANER et al., 1998), mas sdo compativeis com dados de uma
amostra de dezesseis criancas de estudo mais recente realizado na mesma
populacao (KLEIN et al., 2004).

Uma vez os S. mutans tenham sido detectados pelo cultivo, estes

microrganismos estiveram presentes em amostras subseqlientes e usualmente
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em numeros iguais ou mais altos, salvo as exce¢des do inicio do estudo (de TO
para T6). Uma razao seria o favorecimento do estabelecimento de S. mutans com
o aumento de superficies dentarias . Outro fator que poderia favorecer a
proliferacdo de S. mutans com a idade seriam as mudangas de habitos dietéticos
com a inclusdo de alimentacdo sdlida associada a freqlente ingestdo de
sacarose. WAN et al. (2001b) relataram que as criancgas infectadas por S. mutans
consumiam o dobro da sacarose das criangas ndo infectadas, principalmente
através de liquidos ricos em sacarose oferecidos durante a noite. No presente
estudo, pode-se observar que 25% do grupo de criancas utilizando mamadeira
noturna com sacarose foram positivas para S. mutans entre TO e T6, enquanto
que as que utilizavam mamadeira sem o carboidrato, apenas 12,1%
demonstraram niveis detectaveis para S. mutans nestas fases (Tabela 4). Foi
observada uma associacao significativa entre a utilizacdo de mamadeira noturna
com agucar e a deteccdo precoce de S. mutans.

A sacarose facilita a aderéncia de S. mutans, pois a partir dela, S.
mutans produzem polissacarideos extracelulares insolUveis em agua, essenciais
para o seu acumulo nas superficies dentarias (MATTOS-GRANER et al., 2000).
Entretanto, outros fatores podem interferir no estabelecimento de S. mutans, como
por exemplo, fatores imunolégicos (NOGUEIRA et al., 2005, SMITH et al., 1998).
Estudos anteriores demonstram que ocorrem grandes flutuagcdées nos niveis de S.
mutans durante os primeiros 3 anos de idade (SMITH et al., 1993, MATTOS-
GRANER et al., 2001a). No presente estudo, também verificamos que algumas
criancas com niveis detectaveis de S. mutans nao demonstraram infeccao por
estes microrganismos em visitas subsequlentes. Estes casos consistiram de seis
criancas de TO para T6; cinco criancas de T6 para T12 e quatro criancas de T12
para T18. Os resultados refletem provavelmente a afirmacédo de que a microbiota
da criancga € instavel nos primeiros anos, especialmente em termos de ecologia de
S. mutans e diferente da microbiota estavel e persistente dos adultos (REDMO
EMANUELSSON et al, 1998; ESIN et al, 2005). Além disto, a prépria
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sensibilidade do método de cultivo pode estar relacionada, em parte a estas
flutuacoes (DASANAYAKE et al., 1995).

Os niveis encontrados também variaram, entretanto normalmente
concentracbes salivares de S. mutans mais altas foram observadas no
acompanhamento. Especialmente, o nivel mais alto, 2100 ufc, esteve presente em
16% das criancas avaliadas em T18 (Figura 6). Sabe-se que uma vez
estabelecidos em altos niveis na cavidade bucal, ha um alto risco de
desenvolvimento de lesdes de carie em idades subsequientes (ALALUUSUA et al.,
1996; MATTOS-GRANER et al., 2001a). Criangas colonizadas por S. mutans em
estagios precoces apresentam maior risco de desenvolver lesbes de carie.
Aproximadamente, 90% dos bebés precocemente colonizados em torno dos dois
anos desenvolveram lesGes aos quatro anos de idade, no estudo Sueco de
KOHLER et al. (1988), e apresentaram dez vezes mais superficies cariadas que
aqueles que nao estiveram colonizados naquela idade. Estas observacdes
reforcam a importdncia da prevencao na colonizacdo precoce por S. mutans,
justificando esforcos para selecionar criangcas em risco microbiolégico em idade
precoce e para identificacdo de fontes de transmissdo destes microrganismos.
Neste estudo, como ja citado, ap6s 12 e 18 meses foram observadas diferencas
significativas quanto a prevaléncia de lesdes cavitadas quando comparados 0s
grupos de criancas com niveis detectaveis de S. mutans e sem niveis detectaveis
de S. mutans. Estas diferencas foram significativas, conforme se pode observar na
Tabela 1.

Fatores socio-econémicos como relatados por ROSEMBLATT &
ZARZAR (2004) influenciam a saude bucal. WAN et al. (2001b) mostraram um
comportamento negativo frente a saude bucal dos bebés do grupo infectado, cujas
maes possuiam um status de saude bucal deficiente com acumulo de placa,
calculo, escovando menos freqientemente os dentes e possuindo baixo poder
aquisitivo. A populacdo das creches é de nivel sécio-econémico desprivilegiado.
De acordo com os cem questionarios respondidos, a renda familiar média é de 2,7
salarios minimos e o total de 46% das maes das criancas relatou grau de
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escolaridade inferior ao 2° grau completo. Apesar de durante o estudo nédo terem
sido realizados exames clinicos nas 16 méaes do subgrupo, os niveis salivares de
S. mutans foram altos em 68,8% (n=11) delas, sugerindo a presenca de fatores de

risco para saude bucal infantil dentro do ambiente familiar (Tabela 9).

6.3 Padrao de colonizacao dos bebés por amplitipos de S. mutans.

Neste estudo, os bebés apresentaram grande diversidade clonal de S.
mutans ao longo das coletas, porém em cada coleta foi determinado um Unico
clone na maior parte dos bebés (Tabelas 5 e 6). O numero de gendétipos
identificados foi independente dos niveis de S. mutans detectados na saliva. A
diversidade clonal variou de um a quatro amplitipos, porém apenas uma crianca
apresentou quatro amplitipos distintos. Este bebé saiu do estudo em T12, ndo
podendo ser acompanhado. Cerca de trinta e oito por cento (n=12) dos amplitipos
isolados de 22 criancas em T6 foram re-isolados ap6s 6 meses (T12) e 25% (n=8)
foram novamente isolados em T18 (Tabela 6), porém 75% (n=24) nao puderam
ser re-isolados de T6 para T18. Alguns bebés também adquiriram novos clones,
conforme os exemplos ilustrados na Figura 8. Entre um total de 26 criangcas com
niveis detectaveis de S. mutans antes dos 21 meses de idade, cinco (23,8%)
bebés que adquiriram um unico clone de S. mutans antes dos 21 meses de idade,
em T6, permaneceram com este mesmo amplitipo até T18, ou seja, os clones
identificados em idade precoce mostraram “estabilidade” na cavidade bucal.
Outros cinco bebés que apresentaram trés amplitipos entre T6 € T12, mas néo os
conservaram até o final do estudo, foi identificado apenas um clone distinto do
inicial, no acompanhamento. Apenas um destes bebés permaneceu com os trés
amplitipos identificados em T12, apds seis meses. Na literatura, observam-se
varios estudos demonstrando diversidade genotipica de isolados de S. mutans
entre criancas da faixa etaria de 5 a 36 meses e que variaram de um a cinco
genotipos diferentes por crianca (KULKARNI et al., 1989; CAUFIELD & WALKER,
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1989; ALALUUSUA et al., 1996; KREULEN et al., 1997; REDMO EMANUELSSON
et al, 1998; KOZAI et al., 1999, GRONROOS & ALALUUSUA, 2000; MATTOS-
GRANER et al., 2001a; TEDJOSASONGKO & KOZAI, 2002; KLEIN et al., 2004).
Segundo CAUFIELD & WALKER (1989), uma vez estabelecidas, as espécies
bacterianas tendem a persistir na cavidade bucal. Os autores observaram a
conservacao de cepas em par mae-bebés até apdés trés anos de
acompanhamento. Tem sido mostrado que amplitipos de S. mutans tém um grau
de consisténcia em criangas de trés a oito anos de idade, indicando a persisténcia
ou “estabilidade” das cepas na cavidade bucal dos mesmos (REDMO
EMANUELSSON & THORNQVIST, 2000). Por outro lado, ha variagdes nas idades
das criancas estudadas e o numero de amplitipos identificados parece nao estar
relacionado com a idade ou niveis de infeccdo. Os numeros de cepas isoladas nos
estudos sao divergentes, variando de um a 45 isolados (LI & CAUFIELD, 1995;
GRONROOS & ALALUUSUA, 2000; TEDJOSASONGKO & KOZAI, 2002; REDMO
EMANUELSSON et al., 2003; KLEIN et al., 2004; NAPIMOGA et al., 2004; ESIN et
al., 2005). KLEIN et al., (2004) observaram em estudo longitudinal em 16 bebés
brasileiros que nem todos os amplitipos observados em nichos da cavidade bucal,
como rodetes gengivais, dorso de lingua e biofilme dental, estiveram presentes na
saliva dos mesmos. Assim, dentro dos 8 a 10 isolados por criangca no presente
trabalho, alguns amplitipos podem nao ter sido encontrados em funcao dos baixos
niveis na saliva, sendo indetectaveis pelo método de cultivo utilizado. Ou ainda,
este resultado possa refletir a colonizacao transitéria comum a alguns amplitipos,
com capacidade de colonizacdo e sobrevivéncia diversificadas, relacionados a
variagdes nos seus fatores de viruléncia ou acdo de fatores de defesa do
hospedeiro (KOHLER et al, 1990; MATTOS-GRANER et al., 2000; MATTOS-
GRANER et al., 2001b; GRONROOS & ALALUUSUA, 2000; NAPIMOGA et al.,
2004; NOGUEIRA et al., 2005).

Estudos como o de Alaluusua et al. (1996) tém relacionado a carie de
mamadeira caracteristica nos bebés com alta ingestao de sacarose com a maior

diversidade clonal de S. mutans. Entretanto, KREULEN et al., (1997) observaram
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em uma amostra de bebés com cérie de mamadeira, de um centro de atendimento
de Amsterda, que criangas com carie severa normalmente apresentam um unico
tipo clonal. Os autores discutem sobre a selegcdo de um clone Unico mais viavel e
virulento quando do desequilibrio da microbiota bucal, possivelmente devido ao
estresse ambiental causado pelos baixos pHs do biofilme. No nosso estudo, das
23 criancas com lesbes cariosas cavitadas presentes aos dezoito meses de
acompanhamento, 20 (87%) chegaram ao final com clone unico. Isso ocorreu ou
desde o inicio do estudo (55%; 11 criancas), ou mantiveram apenas o clone mais
prevalente nas amostragens subseqlentes, quando dois ou trés foram
identificados em idade precoce (45%; 9 criancas). Ainda destas 23 criancas,
apenas uma crianga demonstrou variacdo do amplitipo isolado e outra se
apresentou com niveis detectaveis de S. mutans apenas na ultima fase do estudo.
NAPIMOGA et al., (2004), ainda buscando correlacionar diversidade genética e a
atividade de carie em adultos jovens, utilizaram a técnica de AP-PCR com dois
primers. Os resultados destes autores aplicaram-se aos de REDMO
EMANUELSSON et al., (2003), em pesquisa anterior com adultos de 25 anos;
ambos observaram alta diversidade clonal em individuos carie-ativos, quando
comparados aos individuos livres de carie. Outras pesquisas com isolados clinicos
devem ser realizadas buscando avaliar se condicbes severas de carie dental sao

capazes ou nao de selecionar clones mais virulentos.

6. 4 Vias potenciais de transmissdo de S. mutans: similaridade clonal

Na populagédo deste estudo, muitas fontes potenciais de infeccdo de S.
mutans estavam presentes. As criancas atendidas em creches publicas ndo
apresentam contato em tempo integral com os familiares, especialmente com a
mae. O potencial de infeccao por fontes ndo maternas de transmissao existe pelo
contato prolongado com outras criangas, que muitas vezes compartilham
brinquedos, mordedores e até mesmo chupetas durante as atividades diarias. O
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rastreamento da transmissado horizontal de S. mutans foi realizado através da
comparacao dos perfis genotipicos de S. mutans (AP-PCR) entre criancas que
freqientavam a mesma creche e das mesmas criangas com as cuidadoras nas
respectivas salas da creche. Como controle, foi selecionado um subgrupo de
criangas com altos niveis de S. mutans em determinada fase do estudo, para se
averiguar a fidelidade de transmisséo vertical, mae-crianga.

Ha diversas evidéncias de que as maes sao as principais fontes de
infeccdo de S. mutans (BERKOWITZ et al., 1975; CAUFIELD et al., 1993; LI &
CAUFIELD, 1995). Recentemente, um estudo longitudinal com 16 pares mae-bebé
dentro da populagédo das EMEIs confirmaram este resultado, encontrando 81,25%
de similaridade entre amplitipos maternos e dos bebés. Este mesmo estudo
indicou, entretanto, que diversos amplitipos nao identificados nas maes, foram
capazes de serem identificados colonizando a cavidade bucal das criangcas em
idade precoce, sugerindo fontes alternativas de infecgao (KLEIN et al., 2004). O
padrdo de coincidéncia de genétipos de maes e criangas parece diferir entre
criangas que permanecem em casa das criangas que permanecem nas creches.
LI et al. (2000) observaram que um menor niumero de criangas de creches (44,7%)
apresentam os mesmos amplitipos que as maes nas creches na China, quando
comparadas com criancas que sao mantidas no ambiente doméstico (LI &
CAUFIELD, 1995). No estudo, LI et al. (2000) enfatizam o tempo de 8 horas por
dia, cinco vezes por semana, que as criangas ficavam nas creches, enquanto as
maes trabalhavam fora do ambiente doméstico. Criancas que freqientam creches
estdo mais expostas a infecgdes cruzadas e a maior diversidade de clones de
diversas bactérias que colonizam o trato respiratério como Haemophilus
influenzae, Moraxella catarrhalis e Streptococcus pneumoniae (Yano et al., 1999).
Esta seria a possivel explicacdo a maior diversidade de gendtipos identificada nas
populacdes atendidas em creches. No entanto, poucos estudos procuram rastrear
vias nao-familiares de infeccao.

A despeito dos altos niveis bucais de S. mutans identificados em 68,8%

das 16 maes avaliadas, a coincidéncia entre genoétipos maternos e dos bebés
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neste estudo foi de apenas 50% (oito casos) (Tabelas 9 e 10). Estes resultados
sdo muito semelhantes aos encontrados em estudo realizado em creches por LI
et al. (2000), no qual verificaram-se que apenas 44,7% das criangas de creches S.
mutans-positivas apresentavam os mesmos genoétipos das maes. Este mesmo
grupo de pesquisadores havia descrito uma coincidéncia de genétipos em 71%
dos pares de maes-filhos em uma populagdo de criangas que permanecia no
ambiente familiar (CAUFIELD et al., 1995). Por outro lado, KLEIN et al. (2004)
verificaram em uma amostra de 16 pares mae-filhos que cerca de 81% das
criancas albergavam o mesmo amplitipo identificado nas maes (KLEIN et al,
2004). Diferencas na forma de recrutamento da amostra populacional podem ter
contribuido para esta diferenca. Estudos indicam que maes que amamentam seus
filhos tém mais chances de transmitir genétipos de S. mutans mesmo em
populacdes de creches (LI et al., 2003). No presente estudo, verificamos que 25%
das maes apresentaram um unico amplitipo, sendo ele transmitido ao bebé, e este
abrigando um ou mais amplitipos. Por outro lado, algumas maes que
apresentavam muitos amplitipos, nenhum deles pbéde ser detectado no bebé,
mesmo ele abrigando mais que um clone (Tabela 10; Figuras 17 e 18). A média de
clones detectados nas maes foi de 2,0 (x1,3), enquanto a média de clones na
cavidade bucal das criancas deste subgrupo foi de 1,3 (x0,68). O numero de
clones compartiihados entre maes e filhos foi de apenas nove na amostra
avaliada, enquanto foram identificados 33 genoétipos nos perfis de AP-PCRs
maternos.

Curiosamente, na crianca “61” (Figura 17), que adquiriu S. mutans
precocemente (T6; 13 meses) e manteve altos niveis (=100 ufc) em todas as
coletas, um Uunico gendtipo foi detectado ao longo do acompanhamento.
Entretanto, o mesmo nao teve origem materna. Esta crianga apresentou muitas
lesbes de mba (18) e cavidades ativas (4) durante o estudo, em funcdo da
provavel viruléncia desta cepa colonizadora. A freqiiéncia na ingestao de agucar
refinado na mamadeira durante a noite pode ter influenciado na selecao deste
clone no biofilme dental do bebé. Nao foi possivel identificar a origem deste
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amplitipo, pois nesta creche havia poucas criangas e nenhuma delas apresentou-
se com niveis detectaveis de S. mutans. Tampouco houve coincidéncia com os
tipos clonais das auxiliares de saude, apesar do contato intimo e freqlente. Ao
contrario, o bebé “105” (Figura 18) que nao apresentou lesdes cariosas ao final do
estudo apesar dos altos niveis de S. mutans detectados, adquiriu dois clones,
sendo um de origem materna (Figura 18) e o outro cuja origem nao foi
determinada. Um segundo bebé nesta mesma creche — “108”, apresentou dois
clones, sendo um parecido ao do bebé anterior, diferindo por duas bandas. O
outro clone era similar ao da méae e prevaleceu como unico em T18. Esta crianca
também ndo apresentou lesdes de carie, apesar da colonizagdo precoce aos
dezenove meses, em T6.

Examinando-se fingerprintings de DNA de S. mutans em individuos n&o
relacionados, autores descrevem que nunca dois isolados foram identificados
como genotipicamente iguais, a menos que os individuos estejam inter-
relacionados mostrando padrdes exatamente idénticos (CAUFIELD, 1997).
Portanto, uma “coincidéncia” genotipica reporta a transmissao de cepas entre
individuos: mae-filho, cbnjuges e irmaos (KULKARNI et al, 1989; REDMO
EMANUELSSON et al., 1998; KOZAI et al., 1999). Dentre estes clones, alguns
seriam mais aptos a se adaptar as condicdes ambientais presentes do que outros
e, este fato explicaria por um lado porque alguns genoétipos se estabelecem na
cavidade bucal, enquanto outros sao transitorios e, porque a experiéncia de carie
entre individuos infectados por S. mutans seria diferente.

A deteccdo de outras espécies de bactérias, inclusive periodonto
patdgenos fastidiosos, como P. gingivalis e B. forsythus, em bebés edéntulos foi
possivel em funcdo das técnicas atuais com sondas de DNA e Checkerboad
(KONONEN et al., 1994; TANNER et al., 2002b; YANG et al., 2002). Além disso,
foi determinada a similaridade da microbiota bucal infantil e a do seu primeiro
“cuidador”, incluindo as maes (TANNER et al, 2002b; YANG et al., 2002). No
estudo transversal, encontrou-se forte correlacdo entre as espécies presentes nos

bebés com as espécies encontradas nos adultos (TANNER et al,, 2002b). Por

68



outro lado, o método da sonda de DNA nao revela a transmissdo das cepas
especificas. LI & CAUFIELD (1998) demonstraram que a técnica de AP-PCR pode
determinar ambos, homogeneidade e heterogeneidade (similaridade e
dissimilaridade) entre amplitipos de S. mutans nos pares mae-bebé. Muitos
estudos mostram a fidelidade de transmissdao de gendtipos das maes para 0s
filhos (CAUFIELD & WALKER, 1989; KULKARNI et al., 1989; CAUFIELD et al.,
1993; LI & CAUFIELD, 1995; LI & CAUFIELD, 1998). No presente estudo, a
reprodutibilidade da técnica de AP-PCR foi obtida executando alguns
experimentos com no minimo duas preparagdes diferentes de DNA, em dias
diferentes. Padrdes idénticos de amplitipos para cada cepa testada foram obtidos
(dados nao mostrados). O primer arbitrario OPA-02 foi escolhido nesta pesquisa
por ja ter sido demonstrado como o mais eficiente na diferenciacao de gendétipo de
S. mutans entre um total de 40 primers arbitrarios distintos, testados e
comparados com padrdes genéticos gerados por técnicas de restricdo de DNA
cromossomal (“gold standard”) (Li & CAUFIELD., 1998).

Dentre as 28 creches incluidas neste estudo, ndo foi possivel fazer a
comparacao da similaridade das cepas crianca-crianca em todas creches, em
funcéo das perdas de acompanhamento da(s) crianca(s) e/ou da ndo aquisi¢ao de
S. mutans pelas mesmas presentes nas creches, durante o tempo de
acompanhamento (TO a T18). Apesar do numero relativamente pequeno de
criancas infectadas em cada creche durante o periodo de acompanhamento, foi
possivel identificar ao final do estudo, dezenove criancas representantes de oito
creches que partilhavam amplitipos similares com o primer OPA-02. Apds este
screening inicial, as cepas similares e outras representativas dos bebés destas
creches passaram por novos testes com o mesmo primer, e finalmente com outro
primer (OPA-03), visando a confirmagdo dos resultados. Todas as cepas
consideradas similares com OPA-02 foram também similares ou idénticas com
OPA-03. Entretanto, OPA-03 falhou em discriminar cepas distintas de S. mutans
em muitos casos (dados ndao mostrados), conforme citado por BARONE et al.

(2005), em estudo com criangas portadoras da sindrome de Down. Os diversos
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isolados de S. mutans comparados variaram entre creches e fases do estudo
(Tabela 7; Figuras 13 e 14).

No presente estudo, as analises de similaridade dos amplitipos
identificaram amplitipos que apresentavam entre 95 a 100% de similaridade com
primer OPA0O2 sendo, portanto, considerados como o mesmo amplitipo. Assim,
neste estudo longitudinal, diversas criancas compartilharam amplitipos dentro das
creches, sugerindo transmissdo horizontal crianga-crianga (Tabela 7). Alguns
apresentaram indices de coincidéncia em torno de 100%, sendo idénticos (Figuras
9,10 e 11,12). As analises de similaridade foram altamente consistentes com as
analises visuais realizadas em géis comparativos, onde os produtos dos
amplitipos eram separados lado-a-lado. Entretanto, trés amplitipos detectados
como muito similares nas analises visuais dos géis de AP-PCR, com ambos
primers, nao foram considerados representativos da transmissdo clonal entre
bebés, por apresentarem coeficientes de similaridade Dice inferiores a 95%
(dados ndo mostrados). A analise destas cepas através da técnica “gold standard”
de andlise do padrao de restricao do DNA cromossomal sera, portanto necessaria
para esclarecer este resultado.

Péde-se encontrar amplitipos compartiihados desde TO até T18.
Criangas em idade precoce e apenas com o0s incisivos inferiores erupcionados
dividiram perfis similares com criancas gémeas, em idade mais avangada. Os
niveis de infecgdo por S. mutans na cavidade bucal, nimero de isolados, género e
até a época de aquisicao nao influenciaram na determinacéo da transmissao entre
0s bebés. As criancas “81”, “95” e “66” apresentaram baixos niveis de infec¢ao (1
a 3 ufc) determinados pela técnica de cultivo utilizada na pesquisa. Entretanto,
apesar do pequeno numero de isolados, os mesmos foram identificados como
similares aos de outros bebés (“85”, “97” e “65”, respectivamente), indicando
transmissao entre eles (Tabela 7). Para a criangca “81”, além dos baixos niveis
salivares de S. mutans, a frequéncia de deteccao de S. mutans nao foi continua, o
que pode demonstrar a presenca da espécie de modo transitério. Entretanto, foi

um clone originado provavelmente de crianga “85”, que apresentou niveis mais
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altos e lesbes de carie, apesar deste clone ter sido detectado na criangca somente
em T12 e T18. Um fato curioso foi que este bebé apresentou-se infectado por S.
mutans no baseline (1 ufc), porém a cepa néo foi recuperada, ndo sendo portanto,
determinado o amplitipo do isolado. Esta crianca era irma gémea da crianca “84”,
e compartilhava este mesmo genétipo, adquirido em época similar (T12; 22 meses
de idade), o qual foi detectado como de origem materna. Interessantemente, estas
meninas gémeas apresentaram padroes idénticos das lesées de céarie durante o
acompanhamento. A crianca “26” parece ter adquirido em T18 um clone da colega
“24”, pois esta ultima partilhava o mesmo gendtipo com a mae. Este estudo é
compativel com o relato de um Unico caso de similaridade entre dois bebés,
através de AP-PCR na mesma populacdo, em creches publicas de Piracicaba
(MATTOS-GRANER et al, 2001). Naquele estudo, havia um baixo numero de
criancas de mesmas creches analisadas. Portanto, tornava-se necessario
investigar a hipotese de transmissao horizontal de S. mutans nesta populacdo em
maiores detalhes.

Em 2002, TEDJOSASONGKO & KOZAI relataram a existéncia de seis
criancas de creches no Japao compartilhando amplitipos de S. mutans. Por outro
lado, estes autores relataram nao terem encontrado homologia entre os clones
dos bebés e dos “cuidadores” das creches, apesar do tempo de permanéncia de
dez horas nas creches. Nesta pesquisa com a populacao brasileira, a comparacao
dos amplitipos de S. mutans dos bebés em todos os momentos de deteccdo com
os amplitipos das auxiliares de saude, determinados em momento Unico, foi
realizada através de andlise visual. Contrariando a hip6tese de que a partilha de
gendtipos entre criangas poderia ocorrer através de uma fonte comum de
transmissao (no caso, as cuidadoras), ndo foram observadas similaridades entre
os amplitipos entre criangas e auxiliares de saude (Figuras 15 e 16), apesar dos
altos niveis salivares (51,5%) e da diversidade genotipica encontrada nas
cuidadoras (Tabela 8). Todas as auxiliares de saude presentes nas creches
durante os 18 meses da pesquisa foram avaliadas com relacdo aos niveis de S.

mutans na saliva, porém apenas aquelas presentes em creches com criangas com
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niveis detectaveis de S. mutans tiveram a identificacdo genotipica realizada para
comparacao. O contato das cuidadoras com as criangas é frequiente e intimo
durante lanches, almoco, durante o banho e troca de fraldas. Entretanto, este
contato varia entre creches e entre os bebés presentes. Um fato a ser citado que
pode ter influenciado nos resultados foi o rodizio de algumas cuidadoras entre
salas dentro da creche, uma vez por ano. Isso ocorre como rotina ha alguns anos,
devido a inadaptacdo da auxiliar aquela faixa etaria ou, por necessidade em
funcdo do aumento do numero de alunos. Assim sendo, em algumas ocasides o
contato da auxiliar com determinada crianca foi interrompido, talvez antes do
momento da aquisicao de S. mutans.

O sucesso da colonizagdo por S. mutans, provavelmente, requer
exposicdes repetidas e habitos que facilitem transferéncia de saliva de adultos
para criangas ou, entre elas mesmas, tais como partilhar comida e utensilios e,
habitos envolvendo contactos salivares durante os periodos que dormem ou
brincam juntas. O contato salivar pode ocorrer de forma indireta através de objetos
colheres, chupetas, mordedores e brinquedos.

Além da frequéncia do contato salivar, outros fatores podem favorecer a
transmissao de S. mutans como a dieta. Até mesmo em bebés desdentados a alta
exposicado a sacarose, especialmente contida nas chupetas adocadas esteve
significativamente correlacionada a colonizacdo por S. mutans (WAN et al.,
2001b). Em acréscimo, a importancia da higienizacdo regular na prevencao da
infeccdo por S. mutans em bebés ja foi demonstrada (WAN et al.,, 2001b). Nas
creches, além do consumo regular de sacarose presente em mingaus, sucos,
“papinhas” e chas, a higiene através da limpeza dos dentes e/ou rodetes gengivais
raramente fazia parte da rotina dos bebés antes dos dois anos de idade. WAN et
al. (2001b) observaram que um alto percentual de criangas nao infectadas por S.
mutans (96%) tinham suas chupetas regularmente desinfetadas com solugao de
hipoclorito de sddio a 0,01%, quando comparadas as criancas infectadas (24%).

Novos amplitipos de S. mutans foram detectados nas criangas ap6s a

deteccdo inicial e, ao final do estudo. Algumas de origem materna (Tabela 10),
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outras originadas da prépria creche, com os coleguinhas de sala (Tabela 7). A
transferéncia de clones entre bebés aqui pesquisados contou com uma dificuldade
inerente que foi o baixo nimero de criancas na faixa etaria estudada, por creche.
Dentre as 28 creches municipais de Piracicaba, apenas dezesseis delas
apresentavam quatro ou mais criangcas no bercario ao inicio do estudo. Algumas
delas sairam mesmo antes de estarem infectadas.

A freqiéncia de contato com individuos infectados e os niveis de
infeccdo dos potenciais agentes transmissores ndo sao os Unicos fatores que
influenciam na transmissdo e estabelecimento de S. mutans na cavidade bucal.
Ha indicios de que alguns clones de S. mutans podem ser colonizadores mais
agressivos do que outros (GRONROOQOS et al.,, 1998; MATTOS-GRANER et al.,
2000; MATTOS-GRANER et al., 2001b; MATTOS-GRANER et al., 2001c). Além
disto, fatores do hospedeiro que influenciariam no estabelecimento de S. mutans
parecem ser muito importantes. Analisando um subgrupo de criancas desta
populacédo quanto aos padrbes de especificidade de IgA salivar a S. mutans nos
momentos iniciais do estudo (TO a T6), NOGUEIRA et al. (2005) observaram
padrées intensos de resposta do anticorpo IgA a antigenos especificos deste
microrganismo, envolvidos na viruléncia. Comparando o subgrupo de criancas
infectadas com pares nao infectadas, os autores observaram que, criangas nao
infectadas apresentavam altos niveis de imunoglobulina IgA especifica ao
antigeno GbpB (Glucan binding protein B), enquanto estes anticorpos eram
pobremente detectados em criangas infectadas.

Nao saberiamos relatar qual o grau de estabilidade das populacdes de
S. mutans ou até do genoma de S. mutans. Polimorfismos determinados em
alguns gendétipos podem ocorrer, sugerindo rearranjos genéticos, delecdes e
inser¢cdes em uma frequéncia ainda ndo determinada. Através de muitas geragdes
de um clone em patrticular, mutacées podem ocorrer em qualquer momento, desde
mutacoes silenciosas até grandes alteragdes como aquisicoes em blocos de um
plasmideo ou transposons. No genoma da cepa S. mutans UA159, foram

detectados transposons e elementos de insercdo (IS), semelhantes a outras
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espécies relacionadas, como Streptococcus agalactiae e Enterococcus faecalis
(AJDIC et al., 2002). Assim, diversas modificacdes gendbmicas podem ocorrer
através da troca horizontal de material genético, ocorréncia de mutagbes e
alterac6es mediadas por elementos méveis. A grande diversidade de S. mutans
encontrada em idade precoce neste estudo, associada com os dados de partilha
de amplitipos entre criangas da mesma creche enfatizam a necessidade de se
considerar fontes ndo maternas de infeccdo no estudo, e planejamento de
métodos de controle de infeccdo por S. mutans. Estudos neste campo sao
importantes, uma vez que as criangas mantidas em creche representam grande
parte das criangas de baixo nivel so6cio-econdmico e de maior risco ao
desenvolvimento da doenga cérie. Diversas caracteristicas previamente descritas
em populacdes destas EMEIs (MATTOS-GRANER et al., 2001a,b; KLEIN et al.,
2004) poderiam ainda contribuir para maior possibilidade de transmissdo néo-
materna e/ou nao familiar. Os pequenos periodos de convivio materno incluindo-
se 0s menores periodos de amamentagado, consumo freqlente de sacarose nas
refeicdes fornecidas nas creches e o contato prolongado entre criancas infectadas
através da partilha de chupetas e brinquedos levados a boca sao alguns

exemplos.
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7. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir que, na populagéao
estudada:

1. S. mutans sao detectados a partir do primeiro ano de vida, sendo que amplitipos

“estaveis” sdo detectados a partir dos onze meses de idade;

2. As criangas apresentam S. mutans em niveis detectaveis na cavidade bucal a
partir de 8 a 32 meses de idade, sendo a idade mediana de aquisi¢ao inicial de S.
mutans de 21 meses de idade;

3. Amplitipos de S. mutans identificados durante as fases iniciais de colonizacao
bucal podem ser re-isolados em até um ano ap6s sua deteccéo inicial, indicando o
estabelecimento na cavidade bucal em idade precoce;

4. Bebés da mesma creche podem compartilhar amplitipos de S. mutans, os quais
sao re-isolados com o aumento da idade, indicando transmissao horizontal de S.
mutans entre criancas que mantém contatos freqlientes durante as fases iniciais

de colonizagao bucal;

5. Nao ha transmissdao de amplitipos de S. mutans entre criancas e respectivas
cuidadoras das creches, a despeito dos altos niveis de infeccao por S. mutans
destas ultimas;

6. Cerca de 50% das criancas infectadas por S. mutans apresentam clones de S.

mutans nao identificados em suas maes, indicando freqliente ocorréncia de

transmissao de S. mutans por fontes ndo-maternas.
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Termo de informacao e consentimento para a participacao
em pesquisa clinica

Titulo:
Anadlise da resposta imunoldgica de criancas durante colonizacao por Streptococcus mutans

e dos fatores genético-moleculares envolvidos na formacdo do biofilme dental por estes
microrganismos.

Pesquisadores:

Renata de Oliveira Mattos-Graner
Alessandra Castro Alves

Maria do Rosario de O. Latorre
Ruchele Dias Nogueira

Daniel J. Smith

Este termo contém as informagdes sobre a pesquisa na qual vocé podera participar.
Por favor, leia-o atentamente. Qualquer divida que tiver, esclareca-a com a pesquisadora
responsavel, a qual estard a sua inteira disposi¢cdo. Vocé deve decidir se deseja ou ndo
participar desta pesquisa apds entender todos os aspectos descritos a seguir, de modo que
possa tomar uma decis@o consciente.
1) Objetivo:
Esta pesquisa tem como objetivo avaliar o potencial de resposta imunoldgica de criancas
entre 6 ¢ 24 meses de idade contra uma bactéria que causa a cdrie dental, denominada
Streptococcus mutans. Pretende-se também identificar possiveis fatores bacterianos
relacionados com a capacidade destes microrganismos de se estabelecer na boca.
2) Justificativas:
A cérie dental € uma doenga infecciosa, cujo tratamento sintomdtico restaurador ¢é
extremamente caro. A maior parte dos recursos publicos e privados ainda é aplicada em
procedimentos curativo-restauradores e pouca énfase é dada ao avanco de estratégias
preventivas de controle desta doenca. Streptococcus mutans sdo as principais bactérias
envolvidos no desenvolvimento da carie dental. Busca-se com este estudo compreender a
participacdo de alguns destes fatores na capacidade destas bactérias de se acumularem nas
superficies dos dentes. Procura-se também avaliar a capacidade de defesa das criangas
contra estas bactérias durante os processos de infec¢do. Assim, teremos maiores dados para
o desenvolvimento de estratégias de controle de infeccdo que possam ser aplicados em
programas de sadde publica.
3)Descricao da pesquisa:
Participardo deste trabalho 200 criancas com idade inicial de 6 meses, as quais serao
acompanhadas até atingirem 24 meses de idade e as atendentes das criangas nas creches. As
criancas serdao submetidas ao exame bucal por um odontopediatra quando sera feita a coleta
de saliva com uma pipeta plastica descartavel e esterilizada. As atendentes das criangas ndo
serdo examinadas e somente terdo coletadas amostras bucais para deteccdo dos niveis de
bactérias Streptococcus mutans. Estas amostras bucais para cultura bacteriana serdo
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coletadas com uma espatula de madeira esterilizada, a qual serd introduzida na boca e
girada até que umedecida com saliva. Este material serd utilizado nesta pesquisa ou em
pesquisas futuras relacionadas. As maes das criancas participantes também serdo
entrevistadas para a obtenc¢do de informacdes adicionais sobre seus(uas) filhos(as). Serdo
coletadas amostras de saliva das agentes de saide, responsaveis pelas criangas nas creches.
A saliva serd coletada utilizando uma espatula de madeira esterilizada, a qual serd
introduzida na boca do voluntdrio e girada até ficar umedecida com saliva, tal qual
realizado na crianga, conforme foi mencionado acima.

4) Desconfortos, riscos e beneficios esperados:

As criancas que participarem da pesquisa serdo examinadas apds escovagdo dental apenas
com espelho intrabucal apds a secagem com gaze dos dentes eventualmente presentes. A
saliva para estudo microbioldgico serd coletada com uma espatula de madeira esterilizada e
descartavel, a qual serd introduzida na boca até que umedecida com saliva, procedimento
este que causa minimo desconforto. Nao existem riscos adicionais. As atendentes das
creches somente serdo submetidas a0 mesmo exame microbiolégico com espdtulas de
madeira. As maes serdo entrevistadas nos dias que comparecerem para as reunides de rotina
das creches-escolas publicas em entrevistas com as proprias agentes de satide destas
instituicdes. Os beneficios serdo os conhecimentos gerados por esta pesquisa € 0O
diagnodstico precoce de possiveis problemas bucais, o qual serd transmitido as maes e
agentes de saudde.

5) Alternativas:

Nao existem métodos alternativos para a obtencao das informagdes necessarias.

6) Exclusoes:

Serdo excluidas das pesquisas, as criancas com problemas de sadde geral ou sob
antibioticoterapia até duas semanas antes do dia do exame.

7) Compensacao:

Nao ha previsdo de indenizacdo ou ressarcimento, pois ndo existirio gastos ou riscos
relacionados exclusivamente com a pesquisa.

8) Confidencialidade dos registros:

Vocé terd direito a privacidade, visto que todas as informagdes obtidas dos prontudrios
clinicos e laboratoriais permanecerdo confidenciais nos ambitos possiveis da lei,
assegurando a protecdo da sua imagem. Serdo respeitados seus valores culturais, sociais,
morais, religiosos e éticos. A menos que a revelacdo seja exigida por acdo legal ou
regulatdria, todos os esforgos serdo feitos para protegé-lo, de ser identificado pessoalmente.
Como participante desta pesquisa, voceé terd acesso aos resultados obtidos e permitird o
acesso dos mesmos aos pesquisadores envolvidos e aos membros da comissdo de ética
responsavel. Os resultados deste trabalho poderdo ser apresentados em congressos ou
publicados em revistas cientificas, porém sua identidade nao sera divulgada.

9) Direito de participar, recusar ou sair:

Sua participacao € voluntdria e voc€ poderd recusar-se a participar ou mesmo interrromper
sua participacdo a qualquer momento, sem penalidades ou perdas de seus beneficios aos
quais de outra forma tenha direito. Os pesquisadores terdo o direito de desliga-lo do estudo
a qualquer momento, se julgarem necessdrio. Ao participar, vocé concorda em cooperar
com a pesquisa, ndo abrindo mao de seus direitos legais ao assinar o termo de
consentimento informado.
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10) Contatos:

Quaisquer dividas poderdo ser esclarecidas com o pesquisador responsédvel, Dra. Renata de
O. Mattos-Graner (019) 3412 5287 e Profa. Sueli Aparecida de Aratjo Pereira, responsavel
pelo projeto junto ao Setor de Saude Escolar da Secretaria da Educacdo do municipio de
Piracicaba pelo telefone (19) 3435 5555.

CONSENTIMENTO DO PACIENTE

Tendo compreendido o termo de informacdo e consentimento para a participagdo da
pesquisa clinica entitulada "Andlise da resposta imunolégica de criancas durante
colonizacdo por Streptococcus mutans e dos fatores genético-moleculares envolvidos
na formac¢ao do biofilme dental por estes microrganismos", concordo em participar
deste estudo. Sei que minha participacao € voluntdria e que posso interrompé-la a qualquer
momento sem penalidades. Autorizo a utilizacdo dos dados obtidos pelos pesquisadores
envolvidos para a publicacdo em revistas cientificas e apresentacdo em congressos.

Recebi uma cépia do termo de consentimento.

(Nao assine este termo caso nao tenha tido oportunidade de esclarecer suas dividas ou
nao tenha recebido respostas satisfatorias a todas elas).

Piracicaba, de de

Assinatura do voluntario

RG:
Dra. Renata de O. Mattos-Graner Profa. Sueli Aparecida de Araijo Pereira
Pesquisadora responsével Coordenadora do Programa de Educacdo e Saude
RG. 19626648-8 Prefeitura de Piracicaba, SP

RG.6.612.768
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APENDICE 2:

QUESTIONARIO

Creche: Data: N°. ficha:
Nome da crianca: Data nasc.:
Nome da mae: Data nasc.:

1) Grau de instrucdo da mae:
0. ( ) sem instrucéao
1. () primeiro grau completo
2. ( ) primeiro grau incompleto
3. ( ) segundo grau completo
4. ( ) segundo grau incompleto
5. ( ) superior

2) Renda familiar: reais

) Perfil racial: Vocé se considera
) branco

) negro

) mulato
) amarelo
) indio

) outros

4) Qual o peso do seu (ua) filho (a) quando nasceu ?

5) Amamenta ou amamentou seu filho? ( )sim ( ) nao

6) Até que idade seu(ua) filho(a) mamou no peito ?

7) Quantas vezes por dia seu filho é (foi) amamentado ?

) Durante a noite, vocé amamenta ou amamentava seu(ua) filho(a)
.( ) nunca
. () antes da hora de dormir

8
1
2
3. ( ) varias vezes durante a noite. Quantas vezes por noite?

9) Seu(ua) filho(a) toma mamadeira durante o dia ? ( )sim ( )nao

10) Se nao toma, até que idade (meses) tomou mamadeira durante o dia ?
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11) Se ainda toma mamadeira, quantas vezes por dia?

12) Qual a receita da mamadeira que seu filho toma durante o dia ?

13) Seu(ua) filho(a) toma mamadeira a noite ? ( )sim () nao

14)Qual receita de mamadeira vocé oferece ao seu(ua) filho (a) a noite ???

15) A noite, seu(ua) filho(a) toma mamadeira:
a. ( ) no colo, antes de dormir
b. ( ) dorme com a mamadeira na cama
c. () acorda varias vezes a noite para receber a mamadeira que vocé
oferece.
Quantas vezes por noite ?
Qual a duragcao das mamadas ?

16) Quando o seu filho (a) comegou a comer comida salgada ?

17) O que o seu(ua) filho(a) comeu ontem desde a hora que saiu da creche até hoje
de manha quando voltou ?

18) Seu(ua) filho(a) tem algum problema se saude? ( ) ndo ( ) sim. Se sim, qual?

19) Seu(ua) filho(a) esta tomando algum medicamento? () ndo ( ) sim. Se sim,
qual?

eu(ua) filho(a) apresenta alguns dos seguintes problemas saude?
asma
pneumonia

20) Seu
()
)
) outros problemas respiratorios. Quais?
)
)
)
)

Inflamacao / dor de garganta (faringite)
Inflamagéo do ouvido (otite)

febre reumatica

desnutricao

0)S
1.
2. (
3. (
4.
5.
6. (
[
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8. ( ) Doencas de infancia (sarampo, catapora, rubéola)
9. ( )outros: .

21) Seu filho esta tomando algum antibiético ? Qual ? H4 quanto tempo ? e
quantas vezes por dia ?

22) Quais os medicamentos que seu(ua) filho(a) tomou? Por que ?

23) Qual a freqiiéncia de alguns desses sintomas para seu (ua) filho (a)?

1. Nariz escorrendo ( ) nunca ( ) algumas vezes ( ) muito freqlente ( ) todo
tempo

2. Tosse ( )nunca ( ) algumas vezes ( ) muito freqiente ( ) todo
tempo

3. Nariz entupido/respira pela boca ( ) nunca ( ) algumas vezes ( ) muito
frequente ( ) todo tempo

4. Garganta inflamada ( ) nunca ( ) algumas vezes ( ) muito freqlente () todo
tempo

24) Seu(ua) filho(a) chupa chupeta ?

1.( )né&o

2.( )atoda hora

3.( ) asvezes. mais ou menos. Quantas vezes ao dia?
4. ( ) sb para dormir

25) Seu(ua) filho(a) costuma morder ou chupar algum objeto além da chupeta?

1.( ) néo

2.( ) sim. Qual objeto ?
com que frequéncia ?
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APENDICE 3:

Nome: N° Ficha: Nasc.: [/ / ;
Creche: Sexo: (F) (M); Cor: (B) (N) (P) (A)

Data do 19 Exame: / / . Idade: meses
Estitomdomedicamnto(onwmﬂﬂﬁms4smms)?( )sim( )ndo

Qual ? Por que ? Chupeta na creche: (S) (N)

55 54 53 52 51 61 62 63 64 65

85 84 83 82 81 71 72 73 74 73

Daa do 2¢ Exame: / / . Idade: meses. t_ ) ndo realizou
Estd tomando medicamento (ou tomou nas tiltimas 4 semanas) ?( )sim( )ndo
Qual ? Por que ? Chupeta na creche: (S) (N)

35 54 53 52 51 61 62 63 64 65

85 84 83 82 81 71 72 - 73 74 75

Data do 3° Exame: f / . Idade: meses. () ndo realizou

Esta tomando medicamento (ou tomou nas Gltimas 4 semanas) ?( )sim( )ndo

Qual ? Por que ? Chupeta na creche: (S) (N)
55 54 53 52 51 61 62 63 64 65

85 84 83 82 81 71 72 73 74 73

Datadod*Exame: _ /  / ldade: __meses. ( )ndorealizou
Est&tomandumdicamemo(outomoumsﬁlﬁnus4mms)?( )sim( )ndo
Qual ? Por que ? Chupeta na creche: (S) (N)

55 54 53 52 51 61 62 63 64 65

85 84 83 82 81 71 72 73 74 75
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APENDICE 4:
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Dendrograma representativo de diferentes amplitipos de S. mutans com OPA-02 em criangas
de uma creche. Os amplitipos de dois bebés, “65” e “66”, foram similares em > 95% (seta),
isolados em mesmo tempo do estudo T18. Os demais amplitipos representativos dos demais

bebés nido foram similares (“149” e “150”).
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Dendrograma representativo de diferentes amplitipos de S. mutans com OPA-03 em criangas
de uma creche. Os amplitipos de dois bebés, “65” e “66”, foram similares em 100% (seta),

1solados em mesmo tempo do estudo T18.
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B B M opa022 152 T8 OPAL2
- B M opad218 154 Tig OPAT
i B | M opal2-19 154 Tig OPAL
1 M opad220 154 T18 OPATL
I B i1 | Mop217 168 12 OPAT

Dendrograma representativo de diferentes amplitipos de S. mutans com OPA-02 em criancas de
uma creche. Os amplitipos de dois bebés, “155” e “154”, foram similares em > 95% (seta), isolados
em tempos diferentes do estudo (T6 e T12). Os demais amplitipos representativos dos demais bebés

nao foram similares (“152” e “168”).
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M:HII:I-N:: B = M50 bp

s | Rl | | Wlopats-12 155 Tiz CPADE
—L | BIE N | [ Mlopam-13 155 T2 Lk
| i | | | R 152 T o PADE

| | | | | Slopad3-10 152 Té 0P AT

| T| H | ] | Nlopai3-13 154 Tiz CRADG

| EE 1 | | Wlopaii-16 54 Tiz CRARE

| WiE | | | Mlopais-14 Tiz oRAD3

| le | \[ | :1 | Alopals-1r Qs Tiz DPADE

| nil | I | ez @GD T2 @ pAD:

| Wil 71817 | ] WlopanE-1 55 Tiz 0RAD3

|-|: | BIE w1 R0 0 WlopanE-1a 151 TIZ OPAD3
L | T I 3 1] Nlopa0G-0 154 Tiz o PADS

Dendrograma representativo de diferentes amplitipos de S. mutans com OPA-03 em criangas de

uma creche. Os amplitipos de dois bebés, “155” e “154”, foram similares em 100% (seta).

Dice (0pt1.00%) (Tl 10%-1.0%6)(H> 0% S 00%) P.0%-100.0%]

M250-6p M250_bp
£ 8.8 .82.5.9.F

S AN 0 1 | ELopal2-6 el TI2 OPAM

|-I | |i| | |I |i|lf| H]_ \| | || Elopa-l5s 5 18 OPAT

. EL opa2-7 53 T12 OPA2

P 0 il e N EL opat2-8 5 12 OPAL2

e 1 [[] | EL opal2-10 T12 OPAD2

R Lgl 4 |[ | EL opal2-11 T12 OPAT

D' N i EL opa2-16 T18 OPAD2

| 1 | [ I T EL opal2-17 T18 OPAD2

1 || Iy Wil q ELopaz-t4 (B T8 OPA2

B | [T i EL opat2-1 2 T8 OPAL2

] | ST T R ELopalz-2 2 6 OPAL2

| B KR I | | ELopa2 4 % 12 oPAD2

| AL NN | Elops@-13 4 718 OPAD2

| L ] i | |  ELopms £ 12 OPAD2

[ | LR LI | | ELopal2-3 4 12 OPAD

E | B [N W[ EL opal2-9 T12 OPADR

| F | T | ELopam-12 T18 OPAD2

Dendrograma representativo de diferentes amplitipos de S. mutans com OPA-02 em criangas de
uma creche. Os amplitipos de dois bebés, “156” e “46”, foram similares em > 95% (seta), isolados
em tempos diferentes do estudo (T12 e T18). E ainda, os clones “156” (T12 e T18) e “53” (T18)

foram similares em > 95%.
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Dice (Opt1.00°%) (Tol 10%-1.0%63(H> 0% 5 00%) 0.0%-100.0%]

Mz80-bp M250-bp
g g 2 E
. B ELopad3s 53 12 OPA
4|—E | | EL apal3-10 OPAL
L EL apa3-13 OPAT
| | EL opa03-14 OPA®D
I | EL opall3-15 OPATG
I | EL opal3-11 OPATG
i | EL opad3-12 OPATR
| | ELopanzs G T18 OPATD
A4 | | ELopaz7  GD TI8 OP A
| | EL opada-1 T2 OPAL
| | EL opal3-2 T2 OPATD
| | ELopana4 G T OPATG
| | EL opal3-3 12 OPATG
R | | EL opall3-8 T2 OPAT
| | EL opal3-3 53 Ti2 OPAT

Dendrograma representativo de diferentes amplitipos de S. mutans com OPA-03 em criangas de
uma creche. Os amplitipos dos bebés: “156” e “46” e “53” foram similares e agrupados em 100% e

> 95% (seta), isolados nos tempos T12 e T18.

Dice (Opt100%) (Td 1.0%:1.00 (H=1.0% 5-0.0%) [0.0%100.0%
M2S0-bp M250-bp

[ 6
r70
g
a0
—100

b Il NI PA opad24 T6 OPAQ2
4[ | |[ | | P opan2- 111G TI8 OPAD2
"} | ' PA opan?s GD T18 OPAQZ
4[ | | PA cpal2-0 T18 OPAQ2
1) PA pa02-6 T18  OPAD2

A4 | | Ph opald-7 Ti8 OPAD2

j (1} PA cpa02-5 T6 OPAD2

| i | PA opad2-10 85 T18 OPAQZ

PApad21 80 TO OPAD2

4‘ | PApa022 80 0 OPAD2

- || | PAopal23 81 T6 OPAQZ

Dendrograma representativo de diferentes amplitipos de S. mutans com OPA-02 em criancas de
uma creche. Os amplitipos dos bebés: “81” (T6) e “85” (T18); “84” (T18) e “85” (T18); “84” (T18)

e “81” (T6) foram similares e agrupados em similaridade > 95% (seta).
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ANEXO 1:

-Iw#m\r COMITE DE ETICA EM PESQUISA

o QQ UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
\.s! _..bﬁc_._u»,UmDmOUOz,_.O_.OQH.pUm_unbﬂHﬁbmb

UNICAMP CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto de pesquisa intitulado “Andlise da resposta imunoldgica de criancas durante
colonizagdo por Streptococcus mutans e dos fatores genético-moleculares envolvidos na formacso do. biofiime dental por estes microrganismos”, sob o

protocolo n° 110/2002, da Pesquisadora Responsavel Renata de Oliveira Mattos-Graner, est de acordo com a Resolugio 196/96
do Conselho Nacional de Satide/MS, de 10/10/96, tendo sido aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa — FOP. :

Piracicaba, 26 de novembro de 2002

We certify that the research project with title ___p,zw_,\m_m of the immune response of children during
Streptococcus mutans colonization and of the molecular-genetic mechanisms involved in the biofiim formation by these microorganisms”, protocol n®

110/2002, by Researcher responsibility by Renata de Oliveira Mattos-Gr: @rll€er; is in agreement with the Resolution 196/96 from

National Committee of Health/Health Department (BR) and was approved by the Ethical Committee in Research at the Piracicaba Dentistry School/UNICAMP
(State University of Campinas).

Piracicaba, SP, Brazil, November 26 2002

—

it [ ﬂ ch.ih t nb.u e
®rof. Dr. Pedro Lpiz Rosalen of. Or. Antonjo-Bento Alves de Moraes i

mmn_.mﬂao . nooam:mnoq
CEP/FOP/UNICAMP \ CEP/FOP/UNICAMP
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