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"Descobri que ao conhecer alguém

com deficiéncia ndo se deve perguntar:

'O que posso fazer por ele?’,

mas estar aberto ao que ele pode ensinar.”

Walcyr Carrasco
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi investigar a colonizacdo e a transmisséo vertical de
EGM em 16 pares mae e filho com Sindrome de Down (SD) com idade até 12
anos. Os isolados caracteristicos destes microrganismos foram identificados
fenotipicamente e as colbnias analisadas através de bacteriocinotipagem. Trés
pares mae-filho albergavam EGM com o mesmo perfil de producdo de
bacteriocinas (Pares 1, 6 e 14). O DNA cromossomal foi digerido com enzima Hae
Il e analisado (Restriction Fragment Length Polymorphism analysis - RFLP) em
gel de agarose pela eletroforese. Os resultados mostraram que nos trés pares
gue compartilhavam o mesmo bacteriocinotipo de Streptococcus mutans, um par
tinha os gendétipos idénticos (Par 6) e em outro, similares (Par 14). Nao foi
possivel extracdo de DNA do isolado da crianga do Par 1.



ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the distribution of mutans streptococci
and vertical transmission in some families with a child with Down Syndrome (DS).
Isolates of mutans streptococci was performed in 16 mother-infant pairs. After
growth, representative colonies were comparated using bacteriocin typing and
chromosomal DNA by Restriction Fragment Length Polymorphism analysis
(RFLP). The DNA was digested with restriction enzyme Hae lll, electrophoresed
on agarose gels and the resulting patterns were compared. Analysis showed that
in 3 families the mothers shared same bacteriocinotypes with their children; one
harbored identical genotypes (Pair 6) and the other, similar genotypes (Pair 14).
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1. Introducéo

A carie é uma doenca bacteriana mediada por multiplos fatores cuja
interacdo em condi¢des criticas e por um determinado periodo de tempo provoca
inicialmente o aparecimento de lesbes no esmalte dentario que evolui até a

destruicado total do dente (Zero, 1999).

Dentre 0s microrganismos cariogénicos os estreptococos do grupo
mutans (EGM), mais especificamente os Streptococcus mutans, possuem papel
relevante, pois sao os iniciadores da carie, sendo transmitidos de uma pessoa

para outra através da saliva (Loesche, 1986).

Tudo indica que a fonte primaria de transmissao de Streptococcus
mutans para as criancas € a mae através do contato intimo e frequente nos
primeiros anos de vida (Long et al., 1993; Slavkin, 1997; de Soet et al., 1998;
Pimenta et al., 2001,). Diversos estudos demonstraram que as cepas isoladas das
criangas sdo idénticas aquelas encontradas na saliva de suas progenitoras
(Berkowitz et al., 1975; Caufield et al., 1982; Berkowitz & Jones, 1985; Caufield,
1985).

A contagem de unidades formadoras de colbnia (ufc) de EGM por
mililitros (mL) de saliva da mae € determinante na colonizacdo das criancas por
estes microrganismos. Quando o0s niveis salivares de EGM da mée sao
superiores a 10° ufc/mL (unidades formadoras de coldnia por mililitros), as
criancas sao colonizadas com maior freqiéncia do que em maes que tem
menores niveis. O desenvolvimento das lesbes cariosas € dependente do
momento em que ocorreu a infeccdo e a precoce colonizacdo esta geralmente
associada com maior prevaléncia de carie dentaria (Berkowitz et al., 1981;
Alaluusa & Renkonen, 1983; Kohler et al., 1988; Caufield et al., 1993;

Straetemans et al.,1998).



O periodo de maior probabilidade de aquisicéo inicial de EGM que
ocorre entre 19 — 31 meses de idade (época de irrupcado dos dentes deciduos),
foi denominado por Caufield (1993) de “Janela de Infectividade”. Nesta época a
necessidade de implementar-se a prevencdo da colonizagdo milionaria de EGM é
muito importante, visto que criangas com experiéncia precoce de carie dentaria,
tem maior susceptibilidade de adquiri-la na idade adulta (Kohler & Jonsson, 1984;
Fujiwara et al., 1993; Karn et al.,1998). A partir da colonizac&do é muito dificil obter
reducdo consideravel na contagem destes microrganismos, a ndo ser que

intervencdes odontoldgicas sejam levadas a efeito (Hofling, 1992).

Isto é particularmente importante quando condicbes adversas de
vida estdo presentes como na Sindrome de Down (SD). Caracteristicas fisicas e
mentais, dieta oferecida, maior nimero de agenesias e retardo de irrupgéo dental,
possiveis diferencas de colonizacdo da microbiota bucal, dificuldade de
higienizacdo (pelos problemas de coordenacdo motora proprios da sindrome)
podem interferir na sua susceptibilidade a carie (Campos, 2001). Segundo
Crespo (1987) o plano de tratamento deve ser ajustado de acordo com as
necessidades dos pacientes com Sindrome de Down, enfatizando a

implementacédo de medidas preventivas desde a mais tenra idade.

A contagem de EGM na saliva e/ou biofilme dentario € um dos
critérios que podem ser usados para determinagdo do risco de cérie de individuos
ou de uma populacao porgue amostras de saliva refletem o nimero de superficies
dentais colonizadas (van Houte & Green, 1974; Bratthall et al., 1996). Azevedo et
al., 1998 ressaltaram que a analise qualitativa e quantitativa de EGM em nivel de
espécie pode servir como parametro para selecionar métodos de prevencéo de

carie dentaria.

As criangas com maiores niveis de colonizagdo por Streptococcus
mutans apresentam maior risco e prevaléncia de carie (Zickert et al., 1983;
Hofling, 1992; Azevedo et al., 1993; Thibodeau & O’Sullivan, 1996). No entanto a

doenca pode desenvolver-se em individuos com niveis ndo detectaveis de EGM



(Loesche & Strafon, 1979) e pacientes carie-inativos sdo também colonizados por
estes microrganismos (Nyvad & Killian, 1990).

A deteccdo ou ndao de EGM nao pode ser tomada como
determinante da atividade cariogénica, mas identificar pacientes suscetiveis ao
desequilibrio do processo de des-remineralizacdo ajuda no planejamento e
execucdo de programas preventivos (Buischi et al.,1987; Powell, 1998; Tanzer,
1999). Em pacientes com multiplas necessidades médicas, educacionais e de
integragcdo como os com SD, uma melhor qualidade de vida pode ser viabilizada
com a determinacao de prioridades no que diz respeito "a promocéo de saude.

Analisando a colonizacdo e os niveis de EGM é possivel estimar o
risco de carie em criangas com SD, respeitando a individualidade do paciente e

considerando os outros fatores que estéo envolvidos na patogénese da doenca.

A evidéncia da transmissdo de EGM é baseada no isolamento de
cepas similares dos individuos de uma mesma familia, particularmente nos pares
mae-filho. A taxa de transmissdo seria dependente do numero de EGM e
freqiéncia de contato com a crianca, bem como dieta e atividade imunoldgica
(Caufield, 1997). O controle da cadeia de transmissao microbiana pela diminui¢cido
das unidades formadoras de col6nias da microbiota cariepatogénica pode protelar
ao maximo a colonizacdo de EGM em novos hospedeiros (Hamada & Slade,
1980).

O aprimoramento dos métodos de tipagem microbiana empregando
as técnicas de biologia molecular, permite uma caracterizacdo acurada dos
isolados, uma vez que se baseia nas informacdes genotipicas, as quais sao
menos variaveis que as fenotipicas (Wolcott, 1991). Esses progressos na
genética microbiana resultaram em técnicas rapidas, sensiveis e especificas, que
permitem uma tipagem e determinacdo da similaridade/identidade das cepas
(Pfaller & Herwaldt, 1997).



Avangcos nas ciéncias da saude (técnicas diagndsticas e
tratamentos), aumento da expectativa de vida, aceitacédo inclusiva da sociedade e
desinstitucionalizacdo de pessoas com Sindrome de Down faz com que o numero
delas seja expressivo na comunidade levando a um aumento da procura de

servigos odontoldgicos.

Como a interacdo parasita-hospedeiro é um fator determinante no
desenvolvimento da carie, o patrimbénio biolégico do individuo deve ser
considerado na andlise da sua patogénese. A questdo que se faz é se a
colonizagéo de EGM seria diferente em pacientes com SD. Por este motivo este
estudo objetivou pesquisar a transmissao intrafamilial destes microrganismos
entre pares de mae-filho com Sindrome de Down oferecendo subsidios para o

entendimento do ecossistema bucal em pacientes trissomicos do 21.



2. Revisao de Literatura

2.1. Estreptococos do grupo mutans.

Os estreptococos bucais sdao denominados de estreptococos
viridans, incluindo quatro grupos: 0s anginosos, mitis, mutans e salivarius. A
classificacdo é baseada na taxonomia e dados genotipicos. Os estreptococos do
grupo mutans (EGM) tém oito espécies e oito sorotipos: Streptococcus cricetus
(a), Streptococcus rattus (b), Streptococcus mutans (c,e,f), Streptococcus ferus
(c), Streptococcus macacae (c), Streptococcus sobrinus (d,g), Streptococcus
downeii (h) e Streptococcus onisratti, sendo que 0s Streptococcus mutans e
Streptococcus sobrinus sdo predominantes entre as populacdes humanas
(Loesche, 1986; Whiley & Beighton, 1998; Zhu et al., 2000).

Os Streptococcus mutans foram descritos por Clark (1924), como
cocos imoéveis, anaerébios facultativos, catalase negativos de forma oval com 0,5
- 2,0 um de didametro em pares ou em cadeia, presentes na dentina de carie
profunda. Estes estreptococos sdo Gram-positivos, fermentam preferencialmente
carboidratos produzindo lactato (Hardie, 1986). No entanto, a relacdo destes
microrganismos com a carie dentaria s6 péde ser comprovada anos depois com
as pesquisas em animais gnobidticos (Fitzgerald & Keyes, 1960; Hamada &
Slade, 1980).

A colonizacdo de EGM ocorre na presenca de superficies ndo
descamativas na cavidade bucal de recém-nascidos (Berkowitz et al, 1975;
Pereira, 2002). A colonizacdo de EGM depende do tamanho e frequéncia do
in6culo bacteriano, aderéncia as superficies dentais e variaveis do hospedeiro
(Korenstein et al., 1995). A producdo de bacteriocinas, chamadas de mutacinas
guando sao produzidas por Streptococcus mutans, interferem no desenvolvimento
de outras bactérias por antagonismo seletivo, tendo um importante papel na

colonizacédo de uma determinada cepa pioneira (Gronroos et al., 1998).



A sintese de polissacarideos intra e extracelulares, producdo de
acidos e aciduridade, aderéncia de Streptococcus mutans na superficie dentaria
e sua agregacao intercelular sédo facilitadas por glucanas insoluveis produzidas
por estes microrganismos (Hamada & Slade, 1980; de Soet et al., 1989; Li &
Caufield, 1995). Os Streptococcus mutans secretam trés tipos de
glicosiltransferase (GTF-1, GTF-SI, GTF-S). O GTF-1 participa na sintese de
glucano insoltuvel a partir sacarose e pode ser usada para a identificacdo de
diferentes cepas através da pesquisa do gene gtfB que codifica esta enzima
(OHO et al., 2000; OKADA et al., 2002).

No6r, 1998 relatou que o emprego de técnicas de biologia molecular
permite uma melhor compreensdo do envolvimento dos EGM no processo
cariogénico. Caufield & Walker, 1989 destacaram a determinacdo do perfil de
DNA pela restricdo enzimatica (Restriction Fragment Length Polymorphism
analysis - RFLP) como um método seguro para pesquisa e analise do DNA
cromossomal de Streptococcus mutans . Tudor et al., 1990 afirmaram em seus
estudos com o DNA de Streptococcus mutans, que a eletroforese em campo
pulsado (Pulsed-field gel electrophoresis - PFGE) € um método acurado para
caracterizar o genoma bacteriano. A ribotipagem permite estabelecer a
complexidade das populacbes de Streptococcus mutans em uma Unica boca,
como também o fato deles permanecem estdveis por varios anos. Okada et al.,
2002 e Yano et al., 2002 observaram que a quantificacdo de Streptococcus
mutans pela reacdo em cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction - PCR)
pode ser usada para avaliar o envolvimento destes microrganismos nos
processos cariogénicos, pois sdo métodos precisos e confidveis. O niumero de
copias do DNA por unidades formadoras de col6nia (ufc) € influenciado pelas
caracteristicas de diferentes espécies (como o resistente envelope das bactérias
Gram-positivas), diversidade de cepas e condicbes de armazenamento das
amostras. O PCR pode detectar DNA de microrganismos vivos ou nao, facilitando
a quantificacdo e identificacdo de Streptococcus mutans mesmo em condicdes
adversas de estocagem, mostrando um desempenho satisfatério quando
comparado a ensaios padrdes de identificacdo de culturas microbianas. Rosa et

al., 2005 constataram que o uso de eletroforese de isoenzimas (Multilocus



enzyme electrophoresis - MLEE) fornece perfis de bandas que permitem a
caracterizacdo em nivel intraespecifico, mostrando-se uma técnica robusta que
pode ser usada para estudos da diversidade clonal de cepas clinicas de

Streptococcus mutans em levantamentos epidemioldgicos.



2.1.1. Colonizacéo de Estreptococos do grupo mutans e carie.

A colonizagao por microrganismos da cavidade bucal em humanos
inicia-se ao nascimento e o0 ecossistema bucal encontra-se em constante
desenvolvimento, estando sujeito a mudancas ao longo da vida do individuo. A
colonizacdo da cavidade bucal da crianca € dependente da erupcdo dos dentes
deciduos (Li & Caufield, 1995), da magnitude e frequéncia de inoculacdo
(Aaltonen & Tenovuo, 1994), dos niveis salivares maternos (Kohler & Bratthall,
1978; Berkowitz et al., 1980; Berkowitz et al., 1981; Kbdhler & Andréen, 1994,
Berkowitz, 1996; Wan et al., 2003) e do estado imunoldgico da crianca, além do
padrdo de consumo de sacarose pela crianca (Kohler & Bratthall, 1978; Caufield
et al., 1993; Mattos-Graner et al., 1998).

Foi realizada a contagem de Streptococcus mutans e lactobacilos na
saliva de 655 criancas suecas de nove a 12 anos de idade. Detectaram EGM em
92,4% das criancas e lactobacilos em 79,0%. A prevaléncia foi elevada e 80% das
criancas tinham 10°ufc/mL ou mais coldnias de Streptococcus mutans e
10,3x10°ufc/mL de lactobacilos. O Streptococcus mutans apresentou correlacdo
positiva com carie incipiente de superficie lisa, todas as demais lesGes cavitadas
e dentes obturados. Nao houve correlacdo entre lactobacilos e carie incipiente de
superficie lisa, mas houve correlacdo positiva entre estes microrganismos e as

lesBes cavitadas e dentes obturados (Klock & Krasse, 1977).

Em amostras de biofilme de molares deciduos e permanentes, de 52
criangas americanas (cinco a 12 anos de idade), investigou-se os niveis de
Streptococcus mutans, Streptococcus sanguis e lactobacilos antes e depois do
desenvolvimento de carie de fissuras oclusais. Foram realizados quatro exames
com seis meses de intervalo e os resultados demonstraram que o Streptococcus
mutans estavam associado a mesma. No entanto, considerou-se que a doenca
pode desenvolver-se em individuos com niveis ndo detectaveis de EGM (Loesche
& Straffon, 1979).



Identificar e monitorar, durante trés anos, a proporcédo de Streptococcus
mutans, lactobacilos, Streptococcus sanguis, Veillonela e Actinomyces no biofilme
de fissuras oclusais de molares foram os objetivos de Loesche et al., 1984 em
estudo com 368 criangcas americanas de sete e oito anos de idade. As criangas
com grande numero de dentes cariados apresentavam maior contagem de
Streptococcus mutans do que as criancas livres de carie. Os outros

microrganismos nao puderam ser associados com o desenvolvimento de carie.

Com o objetivo de determinar a correlacdo de Streptococcus mutans e
prevaléncia de carie, foram analisados 222 escolares de S&o Paulo de 12 e 13
anos. Nao foram encontrados Streptococcus mutans em 16 adolescentes (7,2%),
embora tivessem lesfes, sendo que a prevaléncia de carie foi significantemente
maior nos portadores de alta contagem de colonias (EGM = 100ufc/mL). No
entanto, a deteccdo ou ndo de Streptococcus mutans nao pode ser tomada como

unico determinante da atividade cariogénica (Buischi et al., 1987).

O nivel de Streptococcus mutans na saliva e no biofilme dentario foi
avaliado em 149 criancas de cinco anos de idade. De acordo com o numero de
bactérias foram estabelecidos niveis: baixo — 5x10%ufc/mL (19% das criancas
com ceos = 1,0 + 1,6); moderado — 5x10%ufc/mL (21% das criancas com ceos =
6,2 + 9,1) e alto: > 10°ufc/mL (6% das criancas com ceos = 8,8 + 8,5). N&o foram
detectados Streptococcus mutans em 54% das criangas cujo ceos era de 0,3 *
0,9. Estes resultados mostraram associacdo entre o0 nivel salivar de

Streptococcus mutans e experiéncia de carie (Alaluusa et al.,1989)

O exame microbiologico da saliva de 200 escolares de seis a nove anos
de idade, da regido de Piracicaba, Sao Paulo, foi feito para avaliar a frequiéncia e
valores de Streptococcus mutans e Lactobacillus e seu significado em relacdo a

atividade cariogénica. Sessenta e cinco por cento das criancas analisadas

5 6 . T
apresentou de 10 a 10 ufc/mL de Streptococcus mutans na saliva. Hofling, 1992
considerou que a longa permanéncia de indices altos de EGM numa populacéo,
indica a persisténcia ou mesmo a progressao da incidéncia de céarie porque a

mesma esta associada ‘a estes microrganismos.
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Com o objetivo de determinar-se a contagem de EGM e a prevaléncia
de suas espécies ha saliva, foram estudadas 193 criancas entre trés a 11 anos de
idade em Ribeirdao Preto, Sdo Paulo. Os resultados obtidos foram classificados
em trés categorias de risco a carie, de acordo como o nivel salivar de EGM: 0 a
20ufc/mL (baixo); de 21 a 100ufc/mL (médio) e maiores que 100 ufc/mL (alto
risco). Cinquienta e nove criancas (30%) apresentavam baixo risco; 58 (30%) —
médio risco e 76 (39,4%) — alto risco. EGM foram detectados na saliva de 189
criancas (97,9%). Destas, 89 (47,1%) albergavam Streptococcus mutans e 100
(52,9%) Streptococcus mutans e Streptococcus sobrinus (Azevedo et al., 1993).

A ocorréncia de EGM foi investigada na Tanzania em 100 criangas de
1,0 a 3,5 anos com e sem carie. A prevaléncia de carie para estes grupos era de
12,8% e 1,6%, respectivamente. Todos EGM encontrados foram identificados

como Streptococcus mutans (Matee et al., 1993).

A prevaléncia de Streptococcus mutans e sua colonizacdo foram
investigadas por Dasanayake et al., 1995 em 353 criangas afro-americanas de
cinco a 12 anos de idade. Noventa e dois por cento das criangas tinham niveis
detectaveis de EGM, sendo que 19% tinham 10°ufc/mL de saliva; 33% com 10° —
10° ufc/mL e 48% com 1 — 10° ufc/mL. As criancas que apresentavam maior
namero de colbnias tinham maiores indices de carie em ambas as denticdes.
Encontraram correlacéo positiva entre prevaléncia de EGM e cérie e, entre niveis
de EGM na saliva e frequéncia de consumo de acucar, mas ndo entre a

porcentagem de dentes tratados e EGM.

Avaliando parametros clinicos, salivares e microbiolégicos de 356
criancas brasileiras de seis a oito anos de idade durante dois anos, Gavazzi et
al., 1995 encontraram indice de: ceos = 4,94 ; 2,24 x 10° ufc/mL de Lactobacillus
e 9,67 x 10° ufc/mL de Streptococcus mutans. O incremento de cérie durante o
periodo analisado tinha correlacdo positiva com EGM. Houve uma correlacdo
positiva também, entre a experiéncia passada de carie na denticdo decidua

(ceos) e o incremento de cérie em dentes permanentes (CPOS).
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A associagéo entre niveis salivares de EGM, a prevaléncia, incidéncia e
distribuicdo de carie na denticio decidua foi analisada em 146 criancas
americanas de 3,8 anos de idade média. Os resultados, apos dois anos,
mostraram que criangcas com moderada (1 — 50ufc/mL) e alta (> 50ufc/mL)
contagem de EGM, tinham duas vezes mais carie que as de baixa contagem
(Thibodeau & O’ Sullivan, 1996).

Foi estudada a correlacdo de EGM e manchas brancas ativas nos
dentes de uma amostra de 164 criancas brasileiras de seis a 12 anos que
recebiam assisténcia odontolégica semanal. Os individuos com altos indices de
EGM (2,5x10° ufc/mL) apresentavam freqiiéncia significantemente maior de
manchas brancas que aqueles com niveis ndo detectados ou baixos (Alves &
Medeiros, 1997).

A colonizacéo pelos EGM foi analisada em 149 criancas de oito a 15
meses de idade. Os resultados mostraram colonizagédo em 14% das criancas aos
10 meses (até 50ufc/mL). Na idade de 15 meses, 60% estavam colonizadas e
algumas tinham mais de 50ufc/mL. Karn et al., 1998 enfatizaram a necessidade

de implementar-se a prevencao da colonizacdo de EGM desde o nascimento .

Mattos-Graner et al., 1998 avaliaram a prevaléncia de EGM em 142
criancas de 12 a 31 meses de idade e sua associacdo com a frequéncia e
severidade da carie dental. Ao exame clinico foram observadas lesdes de
manchas brancas e cavitacdes em todas as superficies dentarias. EGM foram
detectados em 114 (80,3%) criangas estudadas, sendo que 31 (21,8%)
apresentavam altos niveis salivares desses microrganismos. Os niveis salivares
de EGM foram dependentes do numero de dentes irrompidos na cavidade bucal.
Observou-se correlagédo entre os niveis salivares de EGM e o niumero de criancas
com cérie dental e também com o nivel desses microrganismos e 0 nimero de
lesbes diagnosticadas, sendo que o coeficiente era maior quando as caries
iniciais (manchas brancas eram levadas em considerac&o). Concluiram que uma
alta contagem de EGM em criancas da faixa etaria do estudo, apresentava uma

associagao positiva com a frequiéncia e severidade da cérie dental.
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Straetemans et al., 1998, estudaram a correlacao entre experiéncia de
carie e colonizacdo de EGM e lactobacilos em criancas caucasianas. Das 30
criancas sem EGM detectavel aos cinco anos de idade, 22 adquiriram EGM aos
11 anos, mas com niveis mais baixos do que o grupo controle. As criangas
colonizadas antes dos cinco anos de idade tinham aos 11 anos, maior nimero de
EGM do que as que foram colonizadas depois dos cinco anos de idade. O estudo
sugere que a colonizacdo de EGM ap0s a primeira janela de infectividade
(Caufield et al.,1993) resulta na reducdo da experiéncia de céarie nas denticdes

decidua e permanente.

Splieth & Bernhardt, 1999 investigando a colonizacdo de fissuras
dentais de 230 criancas de seis a sete anos de idade, encontraram associacao

entre baixa contagem de EGM e baixa incidéncia de cérie.

Angulo et al., 1999 estudando a prevaléncia de carie e sua correlacao
com bactérias em 76 criangcas uruguaias de trés a cinco anos de idade
encontraram EGM em 32 delas (42%), sendo que 6 (8%) com = 10°ufc/ml, e
apenas uma delas com Streptococcus sobrinus. Os niveis de EGM
correlacionavam-se a experiéncia de carie. As 25 criancas com carie tinham ceo
médio de 5,7.

Thibodeau & O’Sullivan,1999 afirmaram que avaliagbes anuais dos
niveis de EGM permitem identificar o risco de carie na denticdo decidua e mista.
Foram examinadas 83 criancas afro-americanas e descendentes de hispanicos
com idade média de 3,8 anos durante seis anos. Em 16 criancas néo foi possivel
detectar EGM; 36 delas tinham moderado risco (1 - 50ufc/mL) e 31, alto risco (>
50ufc/mL). Oitenta por cento das criangcas com trés anos de idade estavam
colonizadas por EGM e foram mais suscetiveis a carie nas dentigcbes decidua e
permanente. Os resultados sugerem que existe uma correlacdo entre colonizacao

precoce de EGM e caries em ambas as dentigdes.

Examinando a associacao entre a contagem de EGM, Lactobacillus,

Actinomyces e Veillonela em 140 criancas sul-africanas de cinco anos de idade,
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Toi et al., 1999 verificaram que mais de 60% delas tinham carie ndo tratada
correlacionando-se positivamente com a contagem de EGM, mas ndo encontrou

relacdo dos indices de ceo e 0s outros microrganismos avaliados.

Twetman et al., 1999 pesquisando 108 criangas suecas indicadas para
tratamento odontolégico sob anestesia geral, encontraram alta contagem de EGM

pré-tratamento correlacionando-se positivamente com a prevaléncia de céarie.

Comparando 172 criancas italianas de seis (84) a oito (88) anos de
idade com o objetivo de analisar os indices de prevaléncia de céarie, contagem de
EGM e lactobacilos, Campus et al., 2000 constataram que a maioria das criancas
tinha carie (75%). A porcentagem dos niveis de EGM e lactobacilos relacionava-
se com os indices de prevaléncia de carie no grupo mais jovem e os indices de

placa eram maiores na faixa etaria mais elevada.

Okada et al.,, 2002 analisaram a colonizacdo de EGM em 77
criancas japonesas em idade pré-escolar (trés a cinco anos de idade) e
encontraram 72,8% colonizadas por Streptococcus mutans e 61,1% por
Streptococcus sobrinus. Dezenove delas (24,7%) albergavam apenas
Streptococcus mutans e dez (13%) apenas Streptococcus sobrinus. A
colonizagdo por ambas as espécies foi detectada em 37 (48,1%) das criancas e
11 (14,3%) eram negativas para ambas as espécies. Os indices de prevaléncia de
carie eram mais altos quando estas duas espécies estavam presentes, quando

comparados com a colonizacdo de apenas Streptococcus mutans .

Okada et al., 2005 em estudo de um ano com 60 pré-escolares (trés
a cinco anos de idade) compararam a incidéncia de céarie com a colonizacao por
EGM. A prevaléncia de Streptococcus mutans e Streptococcus sobrinus
encontrada foi de 61,7% e 56,6%, respectivamente. Em 13 (21,7%) criancas
albergavam apenas Streptococcus mutans, 10 (16,6%) apenas Streptococcus
sobrinus e 24 (40%) eram colonizados por ambas as espécies. Entretanto néo foi
possivel a deteccdo de EGM em 13 (21,7%). Criangas colonizadas por

Streptococcus mutans e Streptococcus sobrinus tinham maiores indices de
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prevaléncia de carie do que as colonizadas apenas por Streptococcus mutans (p
< 0,05%).
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2.2. Sindrome de Down.

A mais frequiente causa genética de retardo mental, foi descrita por
Langdon Down em 1866 (DOWN, 1866). Le Jeune et al. (1959) demonstraram

que a sindrome era resultante da presenca extra do cromossomo 21 .

A Sindrome de Down (SD) €& a anormalidade cromossdmica
autossbmica mais comum, com incidéncia em torno de 1:600 a 1:1000
nascimentos, sendo que 95% dos pacientes tém trissomia do cromossomo 21
(47XX ou 47XY,+21), resultante de nao-disjuncdo meidtica. A possibilidade do
erro meibdtico aumenta com a idade materna. Podem apresentar translocacao
robertsoniana (4%), cujo cariotipo € 46,XX ou 46,XY,-14,+t(14g21q), sendo que o
paciente € trissdmico para o 21q e translocacao rara de 21g21q. Cerca de 1% dos
pacientes tem mosaicismo e o fenoétipo, nesses casos, pode ser mais leve que a
trissomia 21 tipica (Nora & Fraser, 1991; Thompson et al., 1993; Baraitser &
Winter,1996; Desai & Fayetteville,1997; Hattori et al., 2000).

As implicagbes médicas da SD incluem disturbios cardiacos congénitos,
anormalidades de desenvolvimento, tracos dismorficos, tendéncia a doenca de
Alzheimer, maior risco a leucemia e deficiéncias imunoldégicas e enddécrinas
(Hattori et al., 2000).

As alteracdes cranio-faciais e bucodentais séo caracteristicas na SD,
com predominancia de prognatismo mandibular, agenesias dentais, alteragdes na
cronologia de irrupcéo dos dentes, interposicao lingual e dentes mal posicionados
(Brown & Cunningham, 1961; Jensen et al., 1973; Jara et al., 1993; Ondarza et
al., 1995; Ferreira et al., 1998).
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2.2.1. Sindrome de Down, estreptococos do grupo mutans e carie.

Examinando 123 portadores de SD com idades de trés a 30 anos,
institucionalizados, Cohen & Winer (1965) encontraram um menor numero de
superficies cariadas e obturadas do que no grupo controle de pacientes das
mesmas instituicbes ndo sindrémicos, bem como um menor niumero de dentes

permanentes erupcionados nos pacientes com SD.

Wolf (1967) comparou 100 portadores de SD com outros portadores de
deficiéncia mental, todos institucionalizados de dois a 53 anos de idade. O
namero encontrado de féssulas e fissuras nos dentes permanentes dos pacientes
com SD foi menor, o que poderia justificar o namero reduzido de carie de
superficie oclusal. Quarenta e sete por cento dos portadores de SD nao tinham
carie, sendo que 12 criancas (100%) de zero a seis anos e 16 (72,7%) delas com

idade entre sete e doze anos.

Kroll et al. (1970) examinaram 149 pacientes com SD de cinco a 25
anos de idade constatando CPOD=7,5, sendo que no grupo controle (159
pacientes com deficiéncia mental) o valor foi de 6,9. A prevaléncia de carie
encontrada nos pacientes com SD né&o foi diferente dos pacientes do grupo

controle.

Analisando 416 pacientes neozelandeses com SD de cinco a 24
anos de idade, Cutress, 1971 constatou que individuos com SD
institucionalizados, tém menores indices de carie que os que vivem com a familia,
0 mesmo acontecendo com as criangas nao sindrémicas do grupo controle. Foi
constatado também um menor nimero de dentes permanentes erupcionados nos

portadores de SD.

Gullikson, 1973 nao observou diferencas significativas entre os
indices de CPOD e ceo de 202 criancas com deficiéncia mental de trés a dez
anos de idade, dentre as quais 28 com SD. Dentre estas Ultimas, 46% estavam

livres de carie em contraste aos 27% grupo com deficiéncia mental.
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A experiéncia de carie de 212 pacientes com SD (100
institucionalizados) de cinco a 20 anos de idade foi comparada a de seus irmaos
(124) por Orner, 1975. As criangas sindrbmicas apresentaram um terco menos de
lesbes que seus irmaos, cujo indice foi o0 mesmo de criangcas normais. Os
resultados encontrados séo reflexo da expressao da trissomia do cromossomo 21,

gue afetaria a resposta a doenca carie.

Analisando a experiéncia de carie de 55 franceses com SD de sete
a 29 anos institucionalizados, Loiseau & Nardoux, 1976 encontraram uma
prevaléncia trés vezes menor nesses pacientes e dentes permanentes mais
freqientemente tratados que dentes deciduos (3,87 dentes cariados por
individuo). A menor prevaléncia de carie nos individuos com SD estaria associada

a erupcao retardada e diastemas frequentes.

Le Clech et al. (1986) acompanharam 114 criangas trissémicas 21
desde o nascimento até dez anos de idade. Constataram que nenhuma crianga
teve irrupcao dentaria antes de seis meses de idade, sendo que 64% tiveram seu
primeiro dente entre 12 a 18 meses. Na maioria das criancas o primeiro dente a
irrupcionar foi um incisivo (geralmente o inferior), a cronologia de irrupcao e
posicdo dental estavam alteradas. Dezessete por cento dos pacientes tinham
agenesias dentarias, com prevaléncia maior do incisivo lateral inferior. Em 980
dentes examinados somente oito superficies estavam cariadas. Estas

caracteristicas encontradas sao peculiares aos pacientes com SD.

Comparando a experiéncia de carie entre 56 pacientes dinamarqueses
com SD e 232 com retardo mental de seis a 19 anos, Vigild, 1986 encontrou no
total da populacdo estudada, 60% de individuos no grupo de seis a 12 anos e
29% do grupo de 13 a 19 anos, livres de cérie. Os individuos institucionalizados
(51% deles sem experiéncia anterior) tinham menor prevaléncia de carie dos que
viviam com a familia (apenas 13% sem experiéncia anterior). Os pacientes com
SD tinham menor prevaléncia de carie e menos dentes presentes que 0S nao

sindrdmicos. No grupo de faixa etaria mais elevada, 71% das criangas com SD
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institucionalizadas apresentavam-se livres de carie, enquanto apenas 21% das
residentes com a familia ndo tinham experiéncia anterior da doenca. Comparadas
as criancas com retardo mental, as com SD tinham menor indice de carie

independente do lugar em que viviam.

Sanz et al., 1989 investigando 95 pacientes com SD de seis a 21 anos
de idade encontraram indices de CPOD=5,41; CP0OS=8,51; ceo=1,41 e

ceos=1,52. A prevaléncia de carie aumentava com a idade.

Bianchi et al., 1991 encontraram maior prevaléncia de carie em 192
pessoas com SD de trés a 26 anos, sendo que mais da metade dos pacientes
tinham dentes cariados e nao tratados. Os pacientes sindrbmicos tinham mais
dentes perdidos que o grupo controle. Atribui-se & maior quantidade de placa
encontrada nos pacientes com SD como sendo um reflexo do descuido com a

saude bucal.

A prevaléncia de cérie de 32 criancas com SD institucionalizadas (oito a
13 anos de idade) e sua correlacdo com a colonizagdo de Streptococcus mutans
e pH salivar foi estudada por Stabholz et al., 1991. O CPOS (1,2+4,0) encontrado
foi menor que o de criancas ndo sindrémicas (14,5+8.3) e criangcas com retardo
mental (15.6+19,2) do grupo controle. A contagem de Streptococcus mutans foi
menor nos pacientes com SD (37,2ufc/mL), sendo que nos pacientes nao
sindrémicos foi de 48,2ufc/mL e nos com retardo mental de 93,9ufc/mL. Oitenta e
quatro por cento das criangas com SD néo tinham carie. A contagem de EGM
correlacionava-se com o CPOS em todos os grupos. Nao houve correlagéo entre

pH salivar e prevaléncia de cérie.

A prevaléncia de carie em 75 criangas japonesas com SD, de dois a
oito anos de idade, e a correlagdo com anticorpos contra Streptococcus mutans e
Streptococcus mitis foi estudada por Morinushi et al.,1995. Os resultados
mostraram 46,1% dos pacientes livres de carie sendo que 61,4% até cinco anos
de idade n&o tinham experiéncia anterior da doenca. O indice de Severidade de

Cérie (Original Caries Severity Score - OCSS) na denticdo decidua foi de 15,9 e a
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maior freqUiéncia de carie foi na face oclusal seguida das faces interproximais e
de incisivos superiores. Os autores consideraram a severidade de carie em SD
como sendo bipolar: individuos sem carie e os com envolvimento severo. A
correlacdo entre OCSS e titulos de IgM para Streptococcus mutans foi positiva, o
mesmo ndo acontecendo em relagdo a Streptococcus mitis . Nao ficou claro
entretanto, se 0s niveis de anticorpos séo protetores e responsaveis pela reducéo

de cérie nos pacientes com trissomia 21.

Schimidt, 1995 investigando niveis salivares de EGM, capacidade
tampdao e sua correlacdo com a ocorréncia de carie em 97 criangas com SD de
seis a 14 anos de idade, encontrou cinco delas livres de carie. Os resultados
mostraram: 14 criancas com contagem < 10%ufc/mL; 22 igual a 10° — 10° ufc/mL e
56 criangas com EGM = 10°ufc/mL. O maior nimero dos pacientes (15) com
contagem = 10°ufc/mL tinham entre 9 -10 anos de idade, oito delas de 8 - 9 anos
e nove, de 10 -1lanos. A correlacdo de niveis de EGM e escore de carie para
dentes deciduos e permanentes foi significante, mas néo esteve associada a
capacidade tampéo da saliva . Foi observado que a maioria das criangas com SD
tinham de moderado a alto risco de carie.

Fiorati et al.,, 1999 corroboram estes resultados investigando 25
pacientes SD com idade entre seis e 36 anos, pois 32% dos pacientes tinham alta
prevaléncia, 40% - meédia e 4% - baixa. Seis deles estavam livres de cérie e

tinham entre seis e 15 anos de idade.

Estudando 51 pacientes turcos com SD de seis a 24 nos de idade,
Yarat et al., 1999 ndo encontraram diferenca significativa quanto aos indices de

prevaléncia de carie comparando-os com 0s do grupo controle.

Araujo, 2000 estudando a prevaléncia de céarie em 42 criancas
brasileiras com SD de zero a 60 meses, encontrou 26 delas livres de céarie.
Apenas 15% das criancas examinadas nunca haviam recebido atencéo

odontoldgica.
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Campos, 2001 pesquisando a contagem e prevaléncia de EGM em
40 criancas com SD (faixa etaria de até 12 anos de idade), encontrou 23 (57,5%)
colonizadas por Streptococcus mutans, sendo que seis (15%) albergavam
também Streptococcus sobrinus (com menos de 10° ufc/mL). Dezesseis criancas
apresentam niveis de Streptococcus mutans menores que 10° ufc/mL, seis com
niveis entre 10° - 10° ufc/mL. Apenas uma crianga com cinco anos de idade
apresentou 10° ufc/mL. Dezessete criancas ndo apresentavam niveis detectaveis

de EGM e nenhuma delas estava monocolonizada por Streptococcus sobrinus.

Marinho de Jesus, 2002 examinando 26 crian¢cas com SD com idade
entre 12 e 48 meses (24 de média), encontrou apenas quatro (7,69%) delas com
manchas brancas e cavidades de céarie. Em metade delas ndo foi possivel a
deteccdo de EGM. O nivel de colonizagdo por Streptococcus mutans aumentava

significantemente com a idade das criangas.

Os cuidados dentais de criancas com SD e seus irmdos foram
comparados por Allison & Lawrence, 2004. Através de um estudo cruzado
seccional foram aplicados questionarios em pais pertencentes a Sociedade
Canadense de Sindrome de Down (um para filhos com SD e outro para filhos sem
a sindrome). Foram distribuidos 2327 questionarios; 1221 questionarios para SD
e 950 sem para irmdos sem SD foram devolvidos. A analise pareada para
indicadores de cuidados dentais foi instituida para 938 pares de familias,
estratificados por idade. Os resultados mostraram-se semelhantes quanto ao
comportamento ou experiéncia de cuidados dentais para ambos 0s grupos
analisados, que tinham idades de zero a 18 anos. Dependendo da idade das
criancas com SD quando comparadas aos seus irmaos na mesma faixa etaria,
alguns familiares (0 - 47%) dispensavam cuidados diferenciados as criancas com
trissomia 21. A maior diferenca observada foi quanto a época da primeira

consulta e tratamento odontol6gico, mais cedo em pacientes com SD.

A maioria dos autores considera a prevaléncia de carie nos
pacientes com SD, independente de sua idade, quando comparada a de grupos

controle como sendo menor (Cohen & Winer, 1965; Creighton & Wells, 1966;
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Wolf, 1967; Cutress, 1971; Jensen et al., 1973; Orner, 1975; Loiseau & Nardoux,
1976; Barnett et al., 1986; Le Clech et al., 1986; Vigild, 1986; Shapira et al., 1991,
Stabholz et al.,, 1991; Araujo, 2000). Entretanto diferenca significativa ndo foi
encontrada na prevaléncia de carie pelos seguintes autores: Kroll et al., 1970;
Gullikson, 1973; Steinberg & Zimmerman,1978 e Yarat et al.,, 1999. Apenas
Bianchi et al., 1991 constataram uma prevaléncia maior, sendo que Morinushi et
al., 1995 consideraram a severidade de céarie em individuos com SD como sendo

bipolar: individuos sem cérie e os com envolvimento severo.

Apesar de Borea et al.,1990 e Bianchi et al.,1991 encontrarem
correlacdo entre a higiene bucal e carie nos pacientes com SD, Brown &
Cunningham,1961 e Bigeard et al., 1990 concordaram que este fato ndo é
relevante em relacdo a prevaléncia da carie nos mesmos. A integridade dos
tecidos bucais, no entanto, depende da correta higienizacao da boca que contribui
para o controle do biofilme dentario. Os pacientes com trissomia 21 apresentam e
déficit intelectual e dificuldades motoras o que dificulta a instituicdo de adequados

hébitos de higienizagao.

A dentichio de pacientes com trissomia 21 completa-se
posteriormente a de criangca ndo sindrdmicas. A decidua por volta do terceiro e
quarto ano de vida (Crespo, 1987) podendo chegar até o quinto ano, incompleta
(Jara et al., 1993). A primeira “Janela de infectividade” que em criancas nao
sindrdmicas acontece dos 19 - 31 meses de idade (Caufield, 1991), poderia entéo
acontecer mais tarde em pacientes trissémicos 21, de acordo com a irrup¢ao de

dentes.

As auséncias dentéarias e conseqiientes espacamentos e 0s atrasos
de irrupcdo (menor tempo de exposicdo aos fatores cariepatogénicos) seriam
responsaveis pelo menor indice de prevaléncia de cérie nos pacientes com SD
em relagdo aos grupos controle, porque um menor numero de dentes e
superficies dentarias estariam sendo contabilizados nesta populacéo (Creighton &
Wells, 1966; Orner, 1975; Loiseau & Nardoux, 1976; Barnett et al., 1986; Vigild,
1986; Chan, 1994).
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Fatores genéticos poderiam ser responsaveis pela menor
prevaléncia de lesbes cariosas nos pacientes com SD, refletindo a expressao da
trissomia do cromossomo 21 que afetaria a resposta a carie (Orner,1975; Shapira
et al.,1991). A saliva de pacientes com SD apresenta altos niveis de pH, sddio,
calcio, bicarbonato e fosforo (Winer et al.,1965; Winer & Feller,1972).
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2.3. Transmissao intrafamilial de estreptococos do grupo mutans.

Keyes, 1960 comprovou a natureza infecciosa e transmissivel da
carie quando analisou a prole de hamsters em diversos experimentos em que a
transferéncia de Streptococcus mutans foi estabelecida a partir do contato de

animais livres de carie e animais infectados.

Com o objetivo de estudar a possibilidade de contaminacdo entre
individuos de um mesmo grupo, Jordan et al., 1972 pesquisaram através da
producdo de dextrano e reacdo com anti-soro para estreptococos do grupo f,
ocorréncia de Streptococcus mutans em 26 familias, através da determinacéo de
cepas resistentes a estreptomicina. Encontraram apenas uma mae e seus trés
filhos (com idade de dois, quatro e sete anos de idade) que albergavam as

mesmas cepas. Nao foi observado o mesmo em relagdo ao pai das criangas.

Berkowitz & Jordan, 1975 comparando a producéo de bacteriocinas
de Streptococcus mutans em pares mae-filho, encontraram significante
similaridade entre as espécies estudadas, sugerindo a transferéncia materna

destes microrganismos.

Berkowitz et al., 1975 constataram nove pares mae-filhno com o
mesmo sorotipo (c) de Streptococcus mutans quando avaliou a colonizagcéo de

138 criancas de trés semanas a 14 meses de idade.

Kohler & Bratthal, 1978 pesquisando a relagdo entre a contagem de
Streptococcus mutans de 36 criancas (idade entre quatro e cinco anos) e seus
pais, encontraram correlacdo quantitativa positiva entre as maes e seus filhos. O
nivel de Streptococcus mutans correlacionava-se também com a experiéncia de
carie das criangas. Associaram 0 risco de carie menor aos cinco anos de idade

quando a contagem de Streptococcus mutans por ufc/mL era inferior a 10°.
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Berkowitz et al., 1981 pesquisaram 156 criancas (oito a 18 meses) e
suas méaes. Foi detectado Streptococcus mutans em 38 criancas. A colonizacéo
de Streptococcus mutans das maes de criangas colonizadas por estes
microrganismos foi em média de 1,16 x 10° ufc/mL de saliva. Nas maes das 118
criangcas em que nao foram detectados Streptococcus mutans, 0s niveis salivares
de Streptococcus mutans eram de 2,03 x 10° ufc/mL. A frequiéncia de infeccéo
das criancas foi maior quando a mae albergava mais de 10° ufc/mL na saliva e o
risco de infeccao de seus filhos foi de nove vezes maior quando esta contagem
era maior ou igual a 10° ufc/mL. A implantacdo de Streptococcus mutans das
criangas foi dependente do tamanho do inéculo bacteriano.

Rogers, 1981 avaliou a colonizagdo de Streptococcus mutans em
32 familias pela bacteriocinotipagem. O Streptococcus mutans foi isolado em 143
individuos de um total de 165 membros destas familias. Os isolados de 28 (88%)
familias apresentaram um Unico padrdo de bacteriocinas em dois membros no
minimo, sendo sempre em um dos pais. Em 15 (50%) familias observou-se
apenas um tipo de Streptococcus mutans, sendo que em dez familias todos os
individuos albergavam a mesma cepa. Em 12 (40%) familias foram encontrados
mais de um tipo de Streptococcus mutans, no entanto nenhum individuo
apresentou isolados com mais de um padrdo de bacteriocinas. Este estudo
demonstrou a transmisséao intrafamilial de algumas espécies, sendo que as maes
(quatro familias) ndo eram a uUnica fonte de infeccdo (transferéncia paterna em
trés). Em 30% das familias, todos os membros albergavam a mesma espécie de

Streptococcus mutans . Em uma, a fonte de Streptococcus mutans foi externa.

Van Houte et al., 1981 estudaram 85 criancas sem carie e 67 com
experiéncia de carie com idade entre cinco e oito anos e seus pais. Os
Streptococcus mutans foram encontrados em 59% das 85 criangas livres de carie
e em todas as que tinham cérie. Foram detectados Streptococcus mutans em
62% das maes de criancas e em todos os pais de criangas livres de carie. O nivel
de colonizacao de Streptococcus mutans nas maes foi semelhante ao encontrado
nos filhos, sendo inferior aos niveis encontrados nos pais. Todas as mées de

criangas com experiéncia de carie tinham Streptococcus mutans. Nao havia
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correlacdo entre o nivel de Streptococcus mutans encontrado nos pais e nos
filhos. Os resultados mostraram uma correlacdo positiva entre o nivel de
Streptococcus mutans encontrado nas maes e criangas com carie, sendo que o
mesmo ndo foi encontrado em criancas livres de céarie. O envolvimento de
Streptococcus mutans no desenvolvimento de cérie péde ser comprovado, bem
como a transmissdo intrafamilial, sendo que a mée era a fonte principal de

Streptococcus mutans para os filhos.

Kohler et al., 1983 pesquisando a transmisséo de Streptococcus
mutans entre maes e bebés, verificaram que a reducdo do numero destes
microrganismos nas maes modificava a colonizacao inicial nos bebés. Os
resultados mostraram que 11% das criangas de mées participantes do programa
de prevencdo foram contaminadas com Streptococcus mutans e 45% no grupo
controle, sendo que a porcentagem dos bebés infectados aumentava com a
idade. Quando ficavam mais velhas as criancas eram expostas a outras fontes de
Streptococcus mutans e mudancgas de habitos, além de terem maior nUmero de
dentes, o que aumentava as chances de contaminacdo por Streptococcus

mutans.

Davey & Rogers, 1984 estudaram a transmissdo intrafamilial de
Streptococcus mutans em dez familias (46 membros). As colonias de EGM tipicas
foram submetidas a analise de producdo de bacteriocinas. Os resultados
mostraram que 43 individuos (95%) albergavam Streptococcus mutans, sendo
que 23 (55%) deles apresentavam mais de um tipo de bactéria. Em trés criancas
com idade inferior a quatro anos, ndo foi detectada colonizagdo por EGM.
Similaridade de produgédo de bacteriocinas s6 foi encontrada em individuos
relacionados. Na familia A foram identificadas quatro bacteriocinas, sendo que as
criancas albergavam cepas iguais as de suas mées e o pai albergava tipos
diferentes. Na familia B um dos filhos apresentava cepa diferente dos pais. Na
familia C, dois filhos eram colonizados por cepas de Streptococcus mutans
diferentes entre si e comuns ao restante da familia, sendo que o pai tinha cepa
idéntica a da esposa. Na familia D, trés tipos de Streptococcus mutans foram

detectados na mée, sendo que o filho mais velho apresentava trés tipos, trés
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outros filhos albergavam dois tipos de Streptococcus mutans e uma crianca
apenas um unico tipo. Na familia E, os dois filhos sem carie estavam colonizados
por uma cepa de Streptococcus mutans com bacteriocinotipo idéntico ao da mae,
sendo uma crianga apresentava dois outros tipos ndo encontrados nos membros
de sua familia. Na familia F, dois bacteriocinotipos foram detectados, sendo que a
mae albergava um tipo dos encontrados em seus dois filhos. Na familia G, a mae
tinha baixo nivel de contagem de Streptococcus mutans apesar de albergar
guatro bacteriocinotipos, sendo um tipo isolado em seu esposo e em um de seus
filhos. A mée da familia H apresentava dois bacteriocinotipos, sendo cada um
detectado em um de seus dois filhos e o pai uma outra cepa diferente. Os dois
filhos da familia | estavam colonizados por uma das quatro cepas da mée, sendo
gue o pai apresentava um tipo diferente de Streptococcus mutans . Na familia J a
mae tinha colonizacdo por trés cepas, as quais foram isoladas na crianga mais
nova. O pai também tinha trés cepas, sendo uma semelhante a da esposa. O filho
mais velho tinha uma cepa idéntica a do pai e um outro tipo diferente. A
diversidade de bacteriocinotipos dessas familias, mostrando coincidéncia da
colonizacédo entre mées e seus filhos, sugere serem elas a principal fonte de
aquisicdo de Streptococcus mutans para sua prole. No entanto devem ser
considerados fatores como tamanho do indculo bacteriano e frequéncia de

contato entre os individuos na transmissédo de Streptococcus mutans .

Berkowitz & Jones, 1985 pesquisando a colonizacdo de
Streptococcus mutans em 20 pares mae-filho (idades de dez a 16 meses), através
da producao de bacteriocinas com 15 cepas indicadoras, encontraram 314 cepas
de Streptococcus mutans, sendo que 175 das mées e 139 de seus filhos. Todas
as cepas de Streptococcus mutans inibiram no minimo uma bactéria indicadora,
sendo determinado 41 bacteriocinotipos. Catorze maes albergavam varios tipos,
enquanto 13 criangas estavam colonizadas por um uUnico bacteriocinotipo. A
maioria das cepas de Streptococcus mutans nos pares méae-filho apresentou um
padrdo de producdo de bacteriocina idéntico. As maes sdo responsaveis pela
colonizacéo inicial de seus filhos desde a mais tenra idade, como sugerem o0s

resultados deste estudo.
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Caufield et al., 1988 analisaram a colonizacdo de Streptococcus
mutans em 288 pares méae-filho, encontrando o biotipo | (sorotipo c/f) em 555
individuos e o biotipo V (sorotipo e) em sete. O biotipo IV (sorotipo d/g) foi
detectado em 14 individuos. Plasmidios foram detectados em isolados de
Streptococcus mutans de 19 individuos. Doze pares mae-filho apresentavam no
minimo um dos membros que albergavam uma cepa de plasmidio. Através da
bacteriocinotipagem e digestdo de restricdo plasmidial das 19 cepas de
Streptococcus mutans foi possivel classifica-los em dois grupos plasmidiais: | e Il.
Quatro dos sete pares mae-filho albergavam plasmidio do grupo | e os outros, o
do grupo Il. Nesta pesquisa foi possivel determinar um perfil idéntico entre os
pares mae-filho quanto ao grupo plasmidial, confirmando a fonte primaria de

infeccéo de Streptococcus mutans para seus filhos.

Caufield & Walker, 1989 estudaram cepas de isolados de
Streptococcus mutans de trés pares mae-flho e de dois pais, através de
determinacao do perfil de restricdo enziméatica (enzima Hae IlI) do DNA. No caso
I, a crianca foi colonizada no décimo primeiro més, no caso I, no vigésimo més e
no caso trés também no décimo primeiro més, um pouco mais tarde que o caso I.
A mael/caso | albergava Streptococcus mutans com trés padrbes de restricao,
sendo que seu filho apresentou um padrado idéntico ao seu. No caso Il, o par mae-
filho apresentou dois padrdes idénticos, mostrando que a crianca foi colonizada
pelas cepas maternas. A mée/caso lll apresentava dois padrdes, enquanto seu
filho tinha apenas um deles. Nos trés casos foi verificado que as cepas de
Streptococcus mutans isoladas nas criangcas apresentavam o mesmo perfil de
restricdo plasmidial das cepas de suas maes e diferentes das cepas paternas. O
acompanhamento de trés anos mostrou a estabilidade do perfil plasmidial dos
isolados de Streptococcus mutans em um dos pares mae-filho. A transmissao
vertical mae-filho ficou demonstrada, bem como uma grande heterogeneidade de
cepas de Streptococcus mutans das maes. Entretanto apenas alguns tipos de

Streptococcus mutans foram transferidos para os filhos.

Kulkarni et al., 1989 trabalhando com o DNA de 396 isolados de

EGM para estudar da transmissao microbiana e a variedade de cepas albergadas



28

por membros de cinco familias, separaram em trés grupos: grupo | (16 cepas
padréo), grupo Il (58 cepas de 14 individuos) e grupo Il (322 cepas dos membros
de cinco familias). Os padrdes determinados para as cepas do grupo Il foram
anicos para cada individuo, enquanto observaram uma similaridade das cepas
isoladas de cada familia. Nas familias 1 e 2, verificaram discreta evidéncia de
transmissao intrafamilial. Nas familias 3, 4 e 5, os padrbes sugeriam transmissao
intrafamilial e extrafamilial. Nessas familias em que foram encontradas em dois ou
mais membros a mesma cepa , o isolado identificado constituia a maior proporcao
da populagcdo de EGM da mée e do filho, mas ndo do pai. Nenhuma crianca
apresentou cepas idénticas a de seus irmaos, mesmo entre gémeos idénticos
apenas na familia 4 o casal apresentava a mesma cepa. Ficou evidente neste
estudo a importancia da mae como decisiva na transmissao de EGM para seus
filhos.

Dasanayake et al., 1993 quantificaram o nivel de EGM e incidéncia
de carie em 48 pares de mée-filho durante os trés primeiros anos de vida das
criancas. Foram separados dois grupos de mées, sendo feita aplicacdo de um
composto fluorado em apenas um deles, quando do irrompimento dos dentes de
seus filhos. Neste referido grupo, houve consideravel reducdo nas contagens de
microrganismos. No entanto a avaliacdo apds trés anos, ndo mostrou diferenca
significativa na colonizacdo de EGM e experiéncia de cérie entre as criancas dos
dois grupos avaliados. Este estudo sugere que as aplicacbes de produtos com
fluoretos nas maes por ocasido do irrompimento dos dentes de seus filhos, ndo
influenciariam na incidéncia, periodo de colonizacdo de EGM e na experiéncia de

carie das criangas.

Aaltonen & Tenovuo, 1994 selecionaram 327 criancas com sete
meses de idade e as dividiram em dois grupos baseando-se na frequéncia de
estreito contato salivar entre méae e filho. Cinco a sete anos depois, 0s bebés (55)
gue tiveram acompanhamento regular do desenvolvimento da denticdo, foram
examinados quanto a prevaléncia de carie e colonizacdo de EGM e lactobacilos.
As 21 criangas que tinham maior contato com suas maes (grupo F) tiveram menor

contagem de EGM na saliva do que as 34 (grupo R), que tinham menor contato.
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Apenas 19% das criancas do grupo F comparado a 56% das do grupo R tiveram
experiéncia de carie nos molares e/ou caninos deciduos (p < 0,01). Uma
propor¢cao significativa de criancas do grupo F (57%), comparadas ao grupo R
(27%, p < 0,05), tiveram alto consumo de bebidas e alimentos agucarados (relato
em diario dietético de dois dias). O grupo F e o grupo R néo tiveram diferenca
significativa com relagdo a outras criangas quanto a fatores de risco carie e
demais fatores estudados, como idade, género, estagio do desenvolvimento
dental, tratamento odontolégico ou aspectos sociais. Ndo houve também
diferenca entre os dois grupos quanto a experiéncia de caries, niveis de EGM
salivares ou contagem de lactobacilos, idade e grau de instrucdo de suas maes,
nem quanto ao aleitamento natural. A frequente transferéncia salivar materna
para a boca de seus bebés antes do irrompimento de dentes foi negativamente
associada com a colonizacao bucal por EGM e com carie na denticdo decidua. Os
mecanismos de protecdo imunoldgica (imunoglobulinas G - IgG, contra
Streptococcus mutans) podem ser responsaveis pelos resultados apresentados

neste estudo, aumentando a resisténcia das criangas.

Medidas preventivas para reduzir o nivel de colonizagdo de mées
objetivando melhores condi¢cdes de saude bucal de seus filhos foram instituidas
até a idade de trés anos dos mesmos. Este grupo de pessoas foi reexaminado
quando as criangas completaram sete anos de idade para avaliar a eficacia da
instituicdo desta abordagem precoce. As maes do grupo controle apresentaram
altos niveis salivares de EGM e lactobacilos quando comparadas as maes-teste
(p < 0,05). O nivel médio de contagem de EGM foi 0,6 x 10° ufc/mL de saliva das
maes-teste e 1,3 x 10° ufc/mL de saliva maes-controle. Streptococcus mutans
foram detectados em todas as mées, com excecdo de uma que sO albergava
Streptococcus sobrinus. O Streptococcus sobrinus foi isolado em 18 (54,5%)
maes-controle e em sete de suas criangas. Sete (28%) maes-teste e em apenas
uma de suas criangas. A contagem de lactobacilos foi dez vezes maior nas méaes-
controle do que nas mées-teste (80 x 10° e 7 x 10° ufc/mL de saliva,
respectivamente). Significativamente mais criancas de maes do grupo controle
carreavam EGM (31 (95%) contra 12 (46%) das criangcas do grupo teste) (p <

0,01). As criancas das maes-teste tiveram contagens menores de EGM e
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lactobacilos (p < 0,05) e, ndo tiveram experiéncia de carie (23%). No entanto,
apenas 9% das criancas-controle eram livres de caries (p < 0,01). Estes
resultados encontrados por Koéhler & Andreén, 1994, evidenciam que a reducao
da colonizacdo de EGM em maées durante o irrompimento dos dentes de seus
filhos influencia a colonizacao destes microrganismos e a experiéncia de carie em

criangas.

Li & Caufield, 1995 através de genotipagem isolaram Streptococcus
mutans em 34 pares de mae-filho e alguns pais, observando identidade de cepas
em 71% dos pares avaliados. As cepas de Streptococcus mutans encontradas
nas meninas apresentaram uma homologia de 88% com as isoladas nas maes e
as dos meninos de 53%. Os meninos colonizados com gendtipos homélogos com
os de suas maes apresentaram experiéncia de carie 13 vezes maior quando
comparados as meninas. Ndo foi observada similaridade entre as cepas de
Streptococcus mutans isolados dos pares pai-filho ou mae-pai, sugerindo que as
maes sao a principal fonte de contaminagdo destes microrganismos para seus
filhos. Foi identificada ainda, uma segunda "Janela de Infeccao" por volta dos seis
anos de idade dessas criangas, sendo que a mae ainda representou a principal

fonte de contaminacéo.

Azevedo et al., 1998 avaliando a prevaléncia de EGM em amostras
de saliva de 50 criancas e suas maes, detectaram colonizacdo presente em 47
(94%) criancas e em 50 (100%) maes. Streptococcus mutans e Streptococcus
sobrinus foram detectados em 15 (30%) criancas e em 24 (48%) maes, que
tinham niveis de EGM correspondentes a 1,28 x 10° e 3,57 x 10° ufc/mL,
respectivamente. Trinta e um (62%) pares méae-bebés albergavam as mesmas
espécies de EGM. As idades das criancas variavam de trés a 12 anos, sendo que
22 (44%) tinham idade menor ou igual a sete anos e 28 (56%), maior que sete
anos. Considerou-se que as criancas de idades variadas tiveram a oportunidade
de contatarem-se com diferentes tipos de pessoas por um longo periodo de
tempo, ndo podendo ser a mae apontada como a Unica e/ou principal fonte dos
microrganismos presentes na cavidade bucal de seus filhos. Ressaltaram ainda

que a analise qualitativa e quantitativa de EGM, em nivel de espécie, podera
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servir como critério para selecionar medidas de prevencao, tornando mais viavel a

relacdo custo versus eficiéncia dos tratamentos preventivos.

De Soet et al.,, 1998 analisaram a colonizagdo de Streptococcus
mutans de 21 pares mae-flho com labio fissurado. A técnica empregada foi a
reacdo em cadeia de polimerase (PCR) com primers randdmicos. As criancas
apresentaram quantidades menores de morfotipos e genoétipos do que suas maes.
O mesmo padrédo de PCR foi encontrado em 38% dos pares mae-filho, sugerindo
que Streptococcus mutans foi transmitido da mée para a criangca em apenas um
terco da amostra estudada. Foi constatada também uma alta contagem de

Streptococcus mutans de méaes e filhos (niveis maiores que 10 ufc/mL de saliva).

Emanuelsson et al., 1998 analisaram a similaridade intrafamilial de
Streptococcus mutans através de sorotipagem e caracterizacdo pelo perfil do
DNA das cepas entre membros de familias suicas (25 criancas de trés anos, suas
maes e 18 pais). Encontraram cinco criangas com cepas de EGM com genaétipos
diferentes de seus pais e seis com gendtipos idénticos aos de suas maes.
Nenhuma das criangas apresentou colonizacdo com genotipos paternos, apesar
dos mesmos apresentarem altos niveis de EGM. Nao foi observada identidade de
cepas em 11 casais. Os resultados sugerem que as criangas adquirem EGM

preferencialmente de suas mées, de alguma fonte externa, mas nédo de seus pais.

Emanuelsson & Wang, 1998 investigaram a distribuicdo de
Streptococcus mutans em 18 familias chinesas (mée, pai e Unico filho), cujas
criangas tinham trés anos de idade. Streptococcus mutans foi isolado do biofilme
dentéario de todos os membros de 11 familias, sendo o sorotipados e genotipados.
Em quatro familias, as maes e seus filhos albergavam cepas de Streptococcus
mutans com mesmo genotipo; em trés, os pais apresentavam o mesmo genotipo
dos encontrados nos filhos. Apenas um casal apresentava a mesma cepa de
Streptococcus mutans. Em duas familias, a colonizacdo de Streptococcus mutans
era a mesma em todos os individuos. Em uma familia os individuos apresentavam

cepas diferentes deste microrganismo entre si. O padrdao de similaridade
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intrafamilial das cepas de Streptococcus mutans foi diferente do encontrado em

familias ocidentais.

A presenca de EGM em 19 pares maes e filhos (de 18 meses a trés
anos de idade) foi pesquisada por Gronroos et al., 1998. A transmissao entre mée
e filho ocorreu em nove pares. Nao foi detectada a presenca de EGM em seis
criancas. As 145 cepas de EGM isoladas foram submetidas a analise de producao
de mutacinas, sorotipadas e ribotipadas. As cepas de EGM das mées foram
caracterizadas em 37 ribotipos. Os isolados de um mesmo individuo tinham
ribotipos idénticos, com mesma producao de mutacinas. A producao de mutacinas
pelas cepas de EGM era estavel, sendo este fator de viruléncia importante para a

colonizacgéo e estabelecimento de SM em criangas de pouca idade.

Van Loveren et al., 1999 investigaram a similaridade entre cepas de
pares de dez pares de maes e filhos, cujas criancas adquiriram EGM entre a
idade de cinco e onze anos de idade. Foram isoladas 30 cepas de EGM da saliva
dos participantes da pesquisa. Cada isolado foi testado quanto a sua producao de
bacteriocina usando 21 cepas indicadoras. Em oito pares, o perfil de producéo de
bacteriocinas era idéntico na mae e na crianca. Nao foi encontrada similaridade
entre as familias. O estudo demonstrou que as criancas que adquiriram EGM
posteriormente a idade cinco anos apresentavam similaridade com a colonizacdo

materna, indicando transmisséo intrafamilial das cepas.

A comparacéo de cepas de EGM foi analisada em isolados de 11
familias com 32 membros (mae, pai e crianca) por Emanuelsson & Thornqvist,
2000, em duas ocasioes diferentes. O perfil do DNA dos EGM encontrado
mostrou similaridade dos gendétipos de cepas de oito méaes, cinco pais e sete
criangas nos dois periodos de estudo. Em ambas as andlises, trés maes, cinco
pais e duas criangas mostraram duas cepas de EGM similares. Seis maes
apresentaram EGM diferentes nas duas ocasides. Dois pais albergavam cepas
ndo observadas na primeira analise. Uma crianca foi colonizada por uma cepa
diferente das identificadas e outra com dois novos tipos. Em trés maes, seis pais

e duas criancas as linhagens de EGM isoladas na primeira amostragem né&o
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foram detectadas. As cepas de EGM apresentaram estabilidade na microbiota
bucal dos individuos analisados neste periodo, sendo que foi demonstrado que
pode haver mudancas da populacdo microbiana com perda e aquisicdo de novos

genotipos.

Li et al., 2000 correlacionaram a fidelidade de transmissédo de EGM
com a amamentacdo em 48 familias chinesas (48 maes, 42 pais e 50 criancas
com dois e trés anos de idade). As amostras foram obtidas em dois periodos
diferentes com intervalo de seis meses. As colbnias foram identificadas e
submetidas a genotipagem. As amostras de DNA foram submetidas ao PCR
utilizando-se primers randémicos. A prevaléncia de EGM nos pais foi de 87,5% e
nas maes de 68,2%. Nas criangas de dois anos de idade a prevaléncia de EGM
foi de 56,3% e nas de trés anos de 83,3%. Observaram uma associacao positiva
entre a prevaléncia de EGM com a idade das criangas e o numero de lesdes de
carie. Sessenta e seis por cento das criancas albergavam EGM e destas 46%
tinham experiéncia de cérie. Foi constatado que entre as 38 criangas colonizadas
por EGM, 17 (44,7%) apresentavam cepas com genotipos idénticos aos isolados
de suas maes. Destas, 88,2% foram amamentadas e 11,8% n&o amamentadas.
Os resultados mostraram maior fidelidade de cepas de EGM nos pares mae-filho,
guando o periodo de aleitamento materno era superior a hove meses, havendo

um aumento do nimero de lesdes de carie nestes bebés.

Van Loveren et al., 2000 compararam isolados de EGM de maes,
pais e filhos cujas criangcas adquiriram Streptococcus mutans entre cinco e 11
anos de idade. Doze familias foram analisadas e entre as 12 crian¢as, suas maes
e oito pais, 30 isolados de EGM foram identificados a partir de atividade de
bacteriocinas com 21 indicadores. Em sete das 12 maes, perfis similares aos dos
filhos foram encontrados. Nos pais apenas em dois casos havia esta identidade e
nestas duas familias, todos os membros albergavam a mesma cepa de EGM.
Quatro casais tinham a mesma similaridade de producédo de bacteriocinas. Os
resultados sugerem que mesmo que ocorra uma aquisicao tardia de EGM, existe
similaridade entre os isolados de criangas e seus pais e maes, comprovando a

transmisséo intrafamilial destes microrganismos.
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Emanuelsson & Thorngvist, 2001 com o objetivo de estudar a época
de colonizacéo de criangas nédo colonizadas por EGM até a idade de trés anos e
guando os EGM eram idénticos aos dos pais, analisaram 13 criancas sendo que
dez durante cinco anos e trés delas durante dois anos. Amostras do biofilme de
primeiros molares foram coletadas quando estes dentes estavam presentes. Em
dez criancas ainda néo foi possivel detectar Streptococcus mutans no periodo
analisado O DNA dos Streptococcus mutans das outras trés criancas foi
analisado, sendo 0 mesmo em uma garota e sua mae e entre um menino e seu
pai. No outro menino, ndo havia similaridade com nenhum dos progenitores.
Nenhum dos treze casais analisados mostrou identidade de genoétipos de EGM.
Os resultados mostraram que as criancas podem continuar sem colonizacao de

EGM quando nao foram infectadas até os trés anos de idade.

Dos 76 isolados de EGM de 35 criancas brasileiras de escolas
maternais, 45 diferentes fingerprints formam identificados e analisados através de
analise cromossomial por Mattos-Graner et al., 2001. Vinte e nove por cento das
criangas carreavam mais de um genatipo. A variedade de genoétipos encontrados
sugere transmissao horizontal de EGM em criangas que passam longo tempo

com outros individuos que néo seus familiares.

Pimenta et al., 2001, pesquisaram através de bacteriocinotipagem e
determinacao do perfil do DNA, a transmissao de EGM em isolados da saliva de
93 pessoas de seis familias brasileiras constituidas de no minimo trés geracdes.
Os EGM foram detectados em 80 individuos (86%) com contagens de 3,0 x 10° a
1,6 x 10° ufc/mL de saliva. Streptococcus mutans estava presente em 78 (97,5%)
dos individuos e 51(63,7%) eram monocolonizados. Streptococcus sobrinus
ocorreu em 29 (36,3%) individuos, sendo dois (2,5%) monocolonizados. Vinte e
sete (33,8%) eram colonizados por ambos 0s microrganismos. Foi comprovada a

transmisséao intrafamilial de EGM entre membros de uma mesma familia.

Para estabelecer a prevaléncia e conhecer a colonizacdo de
Streptococcus mutans, Thorild et al., 2002 analisaram 200 crian¢as (100 com 18

meses de idade, 100 com trés anos de idade) e suas maes. As maes foram
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guestionadas quanto a historia médica, habitos de higiene e dieta. Os resultados
mostraram 50% das maes com alto nivel de Streptococcus mutans, sendo que a
prevaléncia em seus filhos de 18 meses de idade foi de 30% e os com trés anos
de idade foi de 42%. Houve uma significante correlagdo entre o alto nivel de
Streptococcus mutans entre criangas e suas mées (p < 0,01), sendo que estes
niveis reportavam ao consumo diario de alimentos agucarados facilitando a
infeccdo por Streptococcus mutans. A prevaléncia de carie relacionava-se
positivamente com o nivel de colonizacdo de SM (p < 0,01). A comprovada

transmissao vertical € dependente da dieta e habitos familiares.

Para explorar a homologia intrafamilial e estabilidade longitudinal de
colonizacéo de criangas por EGM, Kdhler et al., 2003 trabalharam com fingerprint
gendmico (restricdo de endonuclease Hind lll, eletroforese, Southern blotting e
hibridizagcado/quimioluminescéncia) de 254 isolados de EGM (192 de
Streptococcus mutans e 62 de Streptococcus sobrinus) coletadas em 16 familias
(16 pares mae-filho, sete pais e quatro irmaos). Quatorze pares mae-filho
apresentaram a mesma homologia de pelo menos um ribotipo pesquisado (no
maximo de quatro). Seis pais tinham um ribotipo em comum com seus filhos. Dez
criancas de 13 acompanhadas longitudinalmente apresentaram persisténcia de
pelo menos um ribotipo até os 16 anos de idade. O estudo sugere a transmissao
intrafamilial de EGM e que a colonizacdo precoce mostra uma persisténcia das

cepas até o adulto jovem.

Li et al.,, 2003 revisaram os trabalhos relevantes publicados na
literatura especializada, durante 15 anos, sobre a colonizacdo de EGM e a
transmissdo maternal destes microrganismos. Constatou-se a necessidade de
incluir-se nas pesquisas, além de afro-americanos, 0os brancos e minorias étnicas
para maior generalizacdo dos dados neste tipo de pesquisa na populacao norte

americana.

Spolidorio et al., 2003 trabalharam com a analise de amplificacédo
randomizada polimérfica do DNA para diferenciar clones de EGM em 22 familias

brasileiras (pais, mées, recém-nascidos e criancas de até 18 meses de idade).
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Noventa e sete por cento de 410 isolados, foram identificados como cepas de
Streptococcus mutans, tendo sido utilizado um mesmo primer (OPA-13) e perfil de
banda reproduzivel para a amplificacdo dos espécimes. Os resultados
demonstraram que trés bebés (13,7%) tinham o mesmo gendtipo do pai, 12 maes
(54,5%) carreavam o mesmo genotipo de seus filhos. Sete criancas (31,8%)
albergavam cepas de Streptococcus mutans similares a de seus irmaos.
Observou-se também um polimorfismo da espécie de Streptococcus mutans.
Comentaram que a distribuicdo de EGM difere de familia para familia e que
mesmo que a progenitora seja o0 principal reservatorio destes microrganismos

transmitidos para seus filhos, outras fontes devem ser consideradas.

Um estudo longitudinal para estabelecer a média de idade de inicio
de colonizacdo de Streptococcus mutans foi realizado com 111 criangas
acompanhadas desde os seis até 24 meses de idade. Wan et al., 2003
encontraram um incremento na colonizacdo de Streptococcus mutans com a
idade e irrompimento dental, sendo que aos 24 meses, 84% das criangas
albergavam esta bactéria (p < 0,01). Neste estudo um grande nimero de maes
com criancgas colonizadas por Streptococcus mutans mostrou baixa freqiiéncia de
escovacao dental, alto indice de placa bacteriana e expressiva ingesta cotidiana
de lanchinhos e alimentos acucarados quando comparadas as maes do grupo
controle cujos filhos ndo eram infectados por EGM. Observaram também que a
colonizagdo por EGM associa-se positivamente a contatos proximos, intimos e
constantes entre criancas e adultos como compartilhar comidas e utensilios
domésticos e dormir com a mae, pois estes habitos facilitam a transmissdo dos

microrganismos atraves da saliva.

Zanata et al., 2003 em estudo longitudinal com 81 primigestas de
baixo nivel socioeconémico, avaliaram o efeito de medidas preventivas, educacao
em saude e intervencdo odontologica na condi¢do bucal de seus filhos aos dois
anos de idade da crianca, a prevaléncia de carie foi observada. O numero de
superficies cariadas (incluindo éareas desmineralizadas) foi mais alto entre
criancgas do grupo controle quando comparadas ao grupo experimental (6,3 x 3,2).

O incremento de céarie nas maes foi fator decisivo na experiéncia de carie dos
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filhos, suportando a evidéncia da associacdo entre a prevaléncia de carie em
bebés e fatores ligados a mae, como saude bucal, habitos e comportamentos
familiares. As necessidades preementes de gestantes carentes sdo maiores que

a preocupacao com a saude bucal.

A deteccédo de Streptococcus mutans e Streptococcus sobrinus na
saliva e biofilme dentéario foi estudada por Amoroso et al., 2004 em 20 familias
com criancas em idade escolar, através de identificacao fenotipica (Gram e testes
bioquimicos) e reacdo em cadeia da polimerase (PCR), utlizada para
amplificacdo do gene da glicosiltransferase. Nos exames com PCR do biofilme
dentario, Streptococcus mutans foi encontrado em vinte individuos (90,9%) e ndo
foi detectado em apenas duas pessoas (9,0%), que apresentaram Streptococcus
sobrinus . Streptococcus mutans foi encontrado na saliva de vinte pessoas
(90,9%) e Streptococcus sobrinus na saliva de trés (13,6%). O estudo sugere que
o PCR pode ser utilizado em estudos de transmissao intrafamilial de EGM. A
especificidade do PCR para Streptococcus mutans no biofilme dentario foi de
66,67% e a sensibilidade de 100% e para amostras de saliva a sensibilidade foi
de 95% e a especificidade de 50%. A especificidade para deteccdo de
Streptococcus sobrinus para amostras de saliva foi de 95% e de biofilme dentario
foi de 100%, enquanto que a sensibilidade para amostras de saliva foi de 100% e
de biofilme dentario 50%. O exame odontoldgico das criangas constatou um ceo
(indice de prevaléncia de dentes deciduos cariados, extraidos e obturados) igual
a 2,5. O CPOD (dentes permanentes cariados perdidos e obturados) dos adultos
foi de 19,08. A correlagédo entre o numero de ufc/mL de EGM na saliva de mées e
filhos foi significante para o grupo de criangcas que apresentaram cérie e nao foi
significante para o grupo de criancas sem carie. Foi detectado colonizacdo por

Streptococcus mutans em 100% das criangcas sem carie.

Guimaraes et al., 2004 questionaram a correlacdo entre a atividade
de céarie de 51 criancas (dois meses a cinco anos de idade) e de suas maes
relacionados a niveis de Streptococcus mutans. Observaram nao haver evidéncia
de que o nivel de Streptococcus mutans presente na cavidade bucal das criancas

tivesse relacdo com sua idade e que ndo ocorreu associagado entre atividade de
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carie e aumento do numero destes microrganismos. No entanto havia evidéncia

de associacao entre atividade de céarie nas maes e seus filhos.

Um estudo longitudinal de 20 meses sobre transmisséo, diversidade
e estabilidade de gendtipos de Streptococcus mutans e Streptococcus sobrinus
foi delineado por Klein et al., 2004 com 16 pares de mae-filho. O CPOD das mées
era de 10,4 £ 6,3. As criancas ficavam em creches durante dez horas, cinco dias
por semana e pertenciam a baixo nivel socioecondémico. Foi realizado o PCR para
caracterizar 968 isolados de Streptococcus mutans e 111 isolados de
Streptococcus sobrinus. Na analise da primeira colonizacéo por EGM observou-se
gue as criancas albergavam de uma a quatro cepas de Streptococcus mutans e
apenas um genotipo de Streptococcus sobrinus. O exame bimensal mostrou que
a maioria dos gendtipos adquiridos da mae persistia, mas outros também eram
adquiridos, mostrando a transmisséo vertical e o constante desenvolvimento da

microbiota bucal na infancia.

Lindquist & Emilson, 2004 estudando a colonizagdo de
Streptococcus mutans e Streptococcus sobrinus e sua relacdo com a prevaléncia
de carie em criancas cujas maes albergavam ambas as espécies, demonstraram
que a maioria das criancas (10/15) adquiriu EGM durante o periodo do estudo
(sete anos). No entanto apenas quatro delas tinham Streptococcus mutans e
Streptococcus sobrinus apesar das todas as maes terem ambos 0s genaotipos.
Em duas criancas, Streptococcus sobrinus foi detectado posteriormente a
Streptococcus mutans. Num total de 26 gendtipos analisados, nove eram
idénticos aos das méaes. Novas cepas foram notadas em criancas, mas também
em suas maes. A incidéncia de cérie foi baixa enquanto durou o estudo, sendo

gue oito criancas nao tiveram a carie.

Li et al., 2005 comentam que 0s eventos perinatais (peso do bebé,
tipo de aleitamento e de parto), idade, escolaridade e, saude da mae na gravidez
e ainda, nivel socioeconémico familiar, influenciam a aquisicdo e colonizacdo de
EGM.Em 156 pares de mae primigesta e filho, 55 criangas foram colonizadas por

Streptococcus mutans. Dos 50 pares que completaram este estudo longitudinal de
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quatro anos, 37 (88,9%) das criancgas tinham o mesmo genotipo de Streptococcus
mutans da mae, com 100% de fidelidade de uma mesma cepa. As nascidas de
parto cesarea eram infectadas por Streptococcus mutans 11,7 meses mais cedo

gue as de parto normal.

Barone et al., 2005 investigaram a possivel similaridade entre as
cepas de EGM de cinco criancas com SD com idade média de dez anos e suas
maes, usando analise do perfil do DNA. Os isolados foram genotipados através
da PCR com os primers OPA 02 e OPA 03. Todos os individuos da amostra (12)
apresentavam Streptococcus mutans e nenhum Streptococcus sobrinus, sendo
gue estes resultados apds seis meses, repetiram-se. No par controle (mée e
crianga sem SD), a criangca adquiriu um genotipo idéntico a uma das cepas de sua
progenitora. Os resultados mostraram as cinco criancas SD carreando EGM
diferentes de suas maes. Ap0Os seis meses, novas amostras foram coletadas de
todos os participantes, mostrando que as crian¢gas SD estavam colonizadas por
novas cepas. Os resultados mostraram uma mudanga maior na microbiota de
criancas SD quando comparadas a criangca do grupo controle. Esta foi a Unica
pesquisa recuperada na literatura em que a transmissdo de EGM em pares de

maes e filhos com SD foi investigada.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo geral

3.1.1. Isolamento, contagem, tipagem fenotipica e genotipica de estreptococos
do grupo mutans (EGM) da saliva de criangcas com Sindrome de Down (SD) e

suas maes.

3.2. Objetivos especificos

3.2.1 Isolamento, identificacdo de EGM em criangcas com Sindrome de Down

e de suas méaes

3.2.2. Contagem de EGM da saliva de criangcas com Sindrome de Down e de suas
maes

3.2.3. Determinar a producédo de bacteriocinas pelas cepas de EGM

3.2.4. Tipagem de cepas de EGM através da caracterizacdo do DNA bacteriano
pela determinacado do perfil de restricdo enzimatica (Hae Ill)

3.2.5. Determinar a prevaléncia de cérie das criangas com Sindrome de Down e

de suas mées (indices ceo e CPOD, respectivamente)
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4. Metodologia

O estudo foi submetido ao Conselho Regional de Medicina de Goias
segundo os principios de Bioética e normas da resolucédo n. 196/96 para pesquisa
em seres humanos do Ministério da Saude — Conselho Nacional de Saude,1996.
O consentimento esclarecido e informado foi usado antes de qualquer
procedimento da pesquisa (Anexo 1).

4.1. Coleta, isolamento e identificagc&do dos estreptococos do grupo mutans

Amostras de saliva de 16 (dezesseis) criancas com Sindrome de
Down por trissomia simples do cromossamo 21 de ambos 0s géneros com até 12
anos de idade, dentes irrompidos e de suas maes, que nao estivessem fazendo
uso de medicacdo antimicrobiana ha um més foram selecionadas na Clinica do
Projeto de Extensdo GEPETO (Grupo de Estudo em Pacientes Especiais e
Tratamento Odontoldgico) da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal
de Goias. As amostras de saliva ndo estimulada foram coletadas por Unico
examinador responsavel, com espétulas de madeira previamente autoclavadas e,
semeadas em meio seletivo SB 20 (Davey & Rogers, 1984), pela técnica de
impressao preconizada por Kdlher & Bratthall (1979). As placas de agar SB20

foram incubadas em microaerofilia a 37°C durante 72 horas.

As colbnias com caracteristicas macroscopicas de estreptococos do
grupo mutans (EGM), desenvolvidas numa &rea de 1,50 cm?, foram contadas por
Gnico avaliador, com o auxilio de um estereomicroscopio sob luz refletida, sendo
entdo transferidas para caldo tioglicolato e submetidas a identificacdo
bioquimica, segundo Beighton et al.,1991, modificado por Ito et al., 1993 e
identificacdo fenotipica. As coldnias foram armazenadas em leite desnatado a
10,0% e posterior caracterizacdo genotipica. As cepas identificadas como
estreptococos do grupo mutans foram caracterizadas pela antimicrobianotipagem,
producdo de bacteriocinas e a caracterizacdo pela determinacdo do perfil de

restricdo enziméatica (Hae lII).
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A contagem de unidades formadoras de colonia por mL (ufc/mL) de
saliva de EGM foi estimada comparando-se a média do numero de colénias na
espatula com os critérios segundo Kohler & Bratthal (1979). A contagem de
colénias de zero a 20 unidades expressa ufc/mL de saliva <10° ; de 21-100
colénias expressa entre 10°-10° ufc/mL de saliva e nimero =100 refere-se a =10°

ufc/mL de saliva.
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4.2. Bacteriocinotipagem

As colbnias de estreptococos do grupo mutans (EGM) foram
avaliadas quanto a producéo de bacteriocinas (mutacinas) utilizando a técnica do
antagonismo posposto (Azevedo et al., 1985). Os estreptococos foram cultivados
em caldo tioglicolato de sddio a 37°C por 24 horas. A cultura foi transferida com o
inoculador de Steers (Steers et al., 1959) e aplicadas em placas com agar infusado
de cérebro e coracdo. As placas foram mantidas a temperatura ambiente para
secagem dos indculos, seguida por incubagcdo em microaerofilia a 37°C por 48

horas.

As cepas utilizadas como indicadoras (Micrococcus luteus 4391,
Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus), previamente selecionadas para a
deteccdo da producéo de bacteriocinas, foram semeadas em caldo tioglicolato de
sodio e incubadas a 37°C por 24 horas. Os in6culos correspondentes as peliculas
indicadoras foram preparados utilizando-se caldo infusdo de cérebro coracao(BHI)
suplementado com 1,0% de &gar, com uma concentracdo final de 10° a 10’
ufc/mL, cuidadosamente vertido sobre a superficie das placas de BHI semeadas
com as cepas teste. Apos a solidificacdo a temperatura ambiente, as placas foram
reincubadas em microaerofilia a 37°C por 24 horas, e posteriormente observado a
zona de inibicado da cepa indicadora ao redor dos pontos de inoculacao das cepas
teste.

Para a interpretacdo da producéo de bacteriocinas foi utilizado um
sistema de transformacao, preconizado por Farmer Il (1970), Azevedo (1988) e
van Loveren et al. (2000), apresentado na Tabela 1. Assim, em funcédo do
comportamento dos EGM frente as cepas indicadoras tém-se padronizado um
cadigo. O sinal positivo (+) indica a producdo de bacteriocina para a bactéria
indicadora. O sinal negativo (-) indica a nédo producdo de bacteriocina pela
bactéria teste. Por exemplo, quando a cepa teste ndo produzir bacteriocina frente
a qualquer das trés cepas o digito que identificard a mesma sera zero, e assim

por diante.
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Tabela 1. Sistema de confirmagcdo de producdo de bacteriocinas contra trés

bactérias indicadoras

o Bactéria indicadora o Bactéria indicadora
Cédigo Cadigo
1 2 3 1 2 3
0 - - - 4 - + +
1 + - - 5 - - +
2 + + - 6 + - +
3 + + + 7 - + -

Legenda: - bactéria ndo produtora de bacteriocina contra a bactéria indicadora
+ bactéria produtora de bacteriocina contra a bactéria indicadora

Desta maneira, cada isolado de EGM teste recebera um cédigo de
acordo com sua producdo de bacteriocina. A coincidéncia do codigo implica que
0S microrganismos apresentaram o mesmo comportamento frente "as bactérias

indicadoras, sendo pertencentes ao mesmo grupo de producao de bacteriocinas.

4.3. Determinacdo do perfil de restricAo enzimética: caracterizacéo
genotipica dos Streptococcus mutans

4.3.1. Extracao do DNA total

Apés a identificacdo fenotipica, alguns estreptococos do grupo
mutans isolados de individuos com perfil de producdo de bacteriocinas similar,
foram submetidos a determinacédo do perfil de restricdo enzimatica. O DNA total
foi extraido de acordo com a técnica descrita por Caufield & Walker, 1989 e
Emanuelsson, Li & Bratthall, 1998.

Os EGM foram cultivados em 5,0mL de caldo infuséo de cérebro e
coracdo a 37°C por 24 horas. Adicionou-se ao cultivo 0,25g de glicina sendo
incubado a 37°C por 45 minutos. A cultura foi transferida para microtubos, tipo
eppendorf, de 1,5mL, e centrifugada a 15000g por um minuto. O precipitado foi
lavado com tampé&o Tris-HCI 0,1 mol/L e ressuspendido em 150,0uL de tampéo
de lise (glicose 50mmol/L; Tris-HClI 10mmol/L; EDTA 10mmol/L; pH 8,0) e
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homogeneizado suavemente em vortex. Foram adicionados 141,0uL de tampéao
de lise contendo 10,0 mg/mL de lisozima e homogeneizado suavemente por

agitacao manual.

Para acelerar o processo de lise celular, foram adicionados 9,0uL de
cloreto de soédio 5mmol/L (concentragdo final de 0,1mol/L) e 150,0uL de
dodecilsulfato de sédio (SDS) a 10,0% e homogeneizado por agitacdo manual
branda. Apos 10 minutos de incubacéo a temperatura ambiente, foi adicionado
450,0uL de fenol-cloroférmio (1:1, v/v) e o tubo agitado em vortex. A mistura foi,
entdo, centrifugada a 15000g por trés minutos, o sobrenadante retirado e
novamente submetido a uma extragdo com cloroférmio, sendo o tubo agitado em
vortex e centrifugado a 15000g por 3 minutos. O sobrenadante foi

cuidadosamente removido e adicionado de 900,0uL de etanol 95,0% gelado.

O material foi incubado a —70°C por 20 minutos ou a —20°C por 2
horas e posteriormente centrifugado a 15000g por dez minutos. O sobrenadante
era descartado e o precipitado ressuspenso em 250,0uL de tampéao de lavagem
(Tris-HCI 0,1mol/L; acetato de sédio 0,1 mol/L; pH 7,0) e novamente adicionado
de 500,0uL de etanol gelado. A suspenséo era incubada a —70°C por 20 minutos
e depois centrifugada a 15000g durante dez minutos. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado solubilizado em 100,0uL de &gua deionizada

bidestilada e estocado a 4°C até ser utilizado para a digestdo enzimatica.

4.3.2. Digestao do DNA total

A digestdo do DNA total dos estreptococos do grupo mutans foi
realizada com a enzima de restricdo Hae Ill, segundo as instru¢cdes do fabricante.
Para tanto, foram utilizados 20,0uL do DNA total; 1,5uL da enzima; 3,0uL de

tampéo e 5,5uL de dgua deionizada bidestilada.
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4.3.3. Determinacao do perfil de restricdo enziméatica

A eletroforese foi realizada em gel de agarose a 0,8%, em tampao
TBE (Tris 89,0mmol/L; EDTA 25,0mmol/L; acido bérico 89,0 mmol/L; pH 8,6),
sendo realizada a 40 volts por 4 horas a temperatura ambiente. O gel foi

visualizado sob luz ultravioleta, fotografado e os perfis de restricdo analisados.

4.4. Determinacdo do indice de prevaléncia de cérie de criancas com

Sindrome de Down e de suas maes

Os exames clinicos para determinacdo da prevaléncia de carie de
criangas com Sindrome de Down e de suas méaes foram realizados por um Unico
examinador previamente treinado e calibrado. As mées e criangas com Sindrome
de Down foram examinadas no ambulatério de Pés-graduacédo da Faculdade de
Odontologia da Universidade Federal de Goias. Todos os pacientes foram
atendidos no Programa de Extensdo GEPETO (Grupo de Estudo de Pacientes
Especiais e Tratamento Odontoldgico). Apdés anamnese, realizacdo de profilaxia
profissional, secagem e sob iluminacdo do refletor do equipo odontologico, foi
feito o exame clinico, tomando-se o dente como unidade de estudo conforme
metodologia preconizada pela OMS (1997), ndo sendo consideradas manchas
brancas. A experiéncia de carie foi obtida através da soma de dentes cariados,
perdidos e obturados (CPO-D) nas méaes e dentes deciduos cariados, com

extracdo indicada ou obturados (ceo) para as criancas.
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5. Resultados

Na Tabela 2 encontram-se descritos o0s niveis de unidades
formadoras de col6nia por mililitro (ufc/mL) de maes e filhos com Sindrome de
Down; a idade das criancas e de suas mées ao nascimento dos infantes e o perfil
de producédo de bacteriocinas (mutacinas) identificado nos isolados. Os numerais
expressam o comportamento frente as bactérias indicadoras, conforme o sistema
de transformacdo descrito anteriormente. Os isolados foram considerados
similares quando apresentam um perfil de bacteriocinas muito semelhante. A
coincidéncia do perfil de producdo de bacteriocina entre os individuos do par
implica que as bactérias apresentaram um perfil de producdo muito semelhante,
tendo provavelmente o mesmo genotipo. Apenas trés pares de mae-crianca com
SD apresentaram esta similaridade fenotipica (Pares 1, 6 e 14, identificados (na

cor vermelha, na Tabela 2).

A colonizacédo de EGM, a prevaléncia de carie de maes e filhos com
SD (CPOD e ceo, respectivamente), o nivel de Streptococcus mutans e
Streptococcus sobrinus e o género também estdo dispostos nesta Tabela 2. Os
resultados mostram um CPOD alto nas mées e ceo baixo nos filhos. Uma méae
(Par 9) EGM-negativo tinha alto CPOD (25), mas todos os dentes tratados e sua
filha sem experiéncia de carie aos dois anos de idade, contrastando com uma
contagem de 10° ufc/mL de Streptococcus mutans. As outras duas maes EGM-
negativo tinham dois meninos com cinco anos de idade, sendo que um era
também EGM negativo (Par 15) e o outro com contagem milionaria (10°%) de
Streptococcus mutans (Par 16). No entanto apenas o garoto EGM-negativo (Par
15) tinha ceo mais baixo (4), quando comparado ao outro milionario-mutans com
ceo=17 (Par 16).

Das cinco criangcas EGM-negativo (Pares 3, 7, 11, 13 e 15), trés
(Pares 3, 7 e 11) nao tinham experiéncia de cérie, sendo que a menina do Par 7
nao tem glandulas salivares e sua méae tinha CPOD = 16. A menina EGM negativo

do Par 13 tinha alto indice de carie (ceo=13). As maes dos pares 3, 7, 11 e 13 tém
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colonizacdo de Streptococcus mutans abaixo de 10° ufc/mL e alta prevaléncia de
carie (CPOD =17, 16, 12 e 19, respectivamente).

Das criangas com Sindrome de Down avaliadas, sete criangas eram
do género masculino e nove do género feminino, sendo que quatro meninos e
seis meninas ndo tinham experiéncia de céarie. Duas das criancas do género
masculino eram EGM-negativo e sem carie. Duas meninas sem experiéncia de
carie apresentavam niveis menores que 10° ufc/mL sendo colonizadas por
Streptococcus mutans e Streptococcus sobrinus. As outras albergavam apenas
Streptococcus mutans, sendo duas meninas com 3,1 x 10°ufc/mL e uma com
10°ufc/mL.
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Tabela 2. Distribuicdo dos 16 pares mae-filho com Sindrome de Down de acordo com a idade,

contagem de

colbnias de

EGM

(Streptococcus

bacteriocinotipagem dos isolados, prevaléncia de céarie (ceo e CPOD) e género.

mutans e Streptococcus sobrinus),

PARES | Nome Idade EGM C(?J?é?rgﬁ;n Bacteriocina | ceo/CPOD
S mutans 6,0x10° 1
* y
. D.A.D.M. 40 anos S. sobrinus | 10° 3 17
G.MS. & 8anose | S mutans 10* 1 4
1 més S. sobrinus | 7,5x10? 2
S mutans 5,0x10° 2
* ]
DR.J. 42an0s* | o < ohrinus 7,0x10° 3 26
2 V.RS.Q 3anose | S mutans 1,7x10° 0 0
6 meses | S.sobrinus | 3,5x10° 0
3 M.R.Q. 20 anos* | S mutans 8,8x10° 1 17
AP.Q.J 12 anos | Negativo 0
D.M.A. 33 anos* | S mutans 3,7x103 6 22
4 V.AV. & 2anose | S mutans 10° 1 0
8 meses | S. sobrinus | 5,0x10° 4
M.B.C.R.C. 39 anos* | S mutans 10° 2 23
5 G.C.RB.C.& 2 anose | g o ione 102 5 0
1 més
I.A.C. 24 anos* | S mutans 1,5x10° 2 9
2
6 S mutans 10 2
LN.C. 2 1l0meses | g sobrinus 5,0x107 0 0
V.M.F.B. 33 anos* | S mutans 1,5x102 4 16
7 L.T.B. ¢ 3 anos e Negativo 0
6 meses
8 E.P.S. 31 anos* | S mutans 10° 6 21
J.B.P. Q 2anos | Smutans | 3,1x10° 2 0
9 C.AA 25 anos* | Negativo 25
.G.AP.Q 2anos | Smutans | 10° 1 0
L.M.N.S. 28 anos* | S mutans 10° 1 18
10 G.M.S. @ 6 anos e 6
6 meses S mutans 10 2 4
11 I.R.A.O. 40 anos* | S mutans 3,1x103 0 12
AA0O.J 10 meses | Negativo 0
12 A.G.A.C. 17 anos* | S mutans 2,5x103 4 20
LLG.? 11 anos | S mutans 3,0x10° 5 0
W.V.S.S.C. 40 anos* | S mutans 1,6x103 1 19
13 I.C.S.C. ¢ 3anose Negativo 13
9 meses
D.S.L. 56 anos (avo) 6
14 16 anos*(mée) S mutans 10 1 27
B.E.O. ¢ 12 anos | S mutans 3,4x10° 1 4
M.M.A. 37 anos* | Negativo 14
15 V.G.M.A. & 5anos e Negativo 4
6 meses
V.C.S.A. 23 anos* | Negativo 22
16 RLSA. & 5anos e S mutans 10° 5 17
6 meses
Legenda: *: idade da mée ao nascimento da crian¢a; & : género masculino ; @: género

feminino; ceo: indice de carie em dentes deciduos, onde "c" = cariado; "e" = extracao indicada e
"0" = obturado; indice de carie em dentes permanentes, onde "C" = cariado; "P" = perdido; "O" =
obturado e "D" = dente. Cor vermelha: pares com bacteriociotipos semelhantes.
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A Tabela 3 mostra a distribuicdo das 16 criangcas com SD de acordo com a faixa
etaria e colonizacdo de EGM: duas criancas na faixa etaria de até um ano, sendo
gue uma delas com niveis ndo detectaveis; nove criancas na faixa etaria de 2 — 5
anos e trés com niveis ndo detectaveis. As duas criancas na faixa etaria de 6 — 8
anos estavam infectadas. Apenas uma das trés criancas na faixa etéria de 9 —12
anos albergava EGM.

Tabela 3. Distribuicdo dos 16 criangas com SD com a faixa etaria e colonizagéo
de EGM.

[o]
Faixa etaria Crl?lar?geas EGM
(anos) i ® 0
até 1 2 1 1
2-5 9 6 3
6- 8 2 2 0
9-12 3 1 2
16 10 6
TOTAL

Presenca de EGM: (+); Ndo detecgcdo de EGM: (-)

A Figura 1 mostra o gel ap6s eletroforese com os perfis de DNA de
Streptococcus mutans obtidos apo6s digestédo pela enzima Hae lll. Os isolados de
pares mae-filho foram denominados como: Par 1, Gel Il e Ill; Par 6, Gel IV e V,
Par 14, Gel VI e VII. Nao foi possivel extracdo cromossomal do isolado de
Streptococcus mutans do menino pertencente ao Par 1. No Par 6 ocorreu
identidade entre os genoétipos de Streptococcus mutans da menina SD de dez
meses de idade (também colonizada por Streptococcus sobrinus) e sua
progenitora (monocolonizada por Streptococcus mutans). No Par 14 a
similaridade das cepas € bastante evidente. A menina de 12 anos de idade do Par
14 foi criada pela avé materna, pois a mae ao nascimento da crianca era bastante

jovem (16 anos de idade), ndo mantendo contato proximo com a filha.



Par 1

Par 6 Par 14
A A B B;
VI V VI VI
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Figura 1.

Legenda do gel: | = Marcacdo de peso molecular com Lambda (Hae 1lI) como

restricdo de fragmento padrao.

PARES | GEL Nome EGM Bacteriocina | RFLP
S mutans 1
I D.ADM. S. sobrinus 3
1 S mutans 1
i G.M.S. S. sobrinus 2
v |.A.C. S mutans 2 A
6 S mutans 2
v I.N.C. S. sobrinus 0
14 VI D.S.L. (av0) S mutans 1 B
VII B.E.O. S mutans 1 Bl
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Tabela 4. Distribuicdo das maes EGM negativo e nivel de Streptococcus mutans
das criancas de acordo com a idade.

MAES (3) EGM NEGATIVO

Idade das criancas Nivel de S. mutans (ufc/mL)
das criancas

2 anos 10°
5anos e 6 meses NEGAIIVO
5anos e 6 meses 10

A Tabela 5 mostra a distribuicdo das cinco criangas com SD EGM-
negativo e colonizacdo de suas maes. Trés criancas abaixo de quatro anos de
idade tém niveis de EGM inferiores a 10> ufc/mL Streptococcus mutans. Um
menino de cinco anos de idade EGM-negativo tem mae com niveis nao
detectaveis destes microrganismos, apesar do pai apresentar todos os dentes
permanentes com necessidades de tratamento odontologico ndo atendidas. Duas
meninas de trés anos e seis meses e trés anos e nove meses de idade,
apresentam colonizacdo de Streptococcus mutans semelhante, no entanto uma
delas tem agenesia de glandulas salivares, fazendo uso diario e frequente de
saliva artificial. A mae do menino de 12 anos de idade apresenta colonizacéo de
Streptococcus mutans expressiva para o grupo estudado (8,8x10° ufc/mL).

Tabela 5 . DistribuicAo das criancas com SD EGM negativo e nivel de

Streptococcus mutans das maes.

CRIANCAS (5) EGM NEGATIVO
Idade Maes

(Streptococcus mutans / ufc/mL)

10 meses 3,1x10°

5 anos negativo

3 anos e 6 meses 1,5 x 10°
3 anos e 9 meses 1,6 x 10°

12 anos 8,8 x 10°




A Tabela 6 mostra as criangas por idade, relacionado-as com o nivel de Streptococcus mutans e
Streptococcus sobrinus e com o nivel de EGM de suas maes. Nenhum individuo dos pares mae-filho apresentou
moderada (10° -10°ufc/mL) colonizacdo de Streptococcus mutans. Quatro criangas colonizadas por Streptococcus
mutans e Streptococcus sobrinus e apenas duas maes albergavam as duas espécies. Os dois meninos de cinco anos
apresentaram niveis de colonizacdo contrastantes: um EGM-negativo e outro com nivel 10° ufc/mL de Streptococcus
mutans.
Tabela 6. Distribuicdo das 16 criancas com SD e suas maes de acordo com a idade e contagem de colbnias de
EGM.

CRIANCAS EGM EGM (ufc/mL) ~
CRIANCAS MAES
Idade + -
(anos) N°
S.mutans S.sobrinus S.mutans S.sobrinus
<10°10°°10° >10° <10 10°710° >10° <10° 10°710° >10° <10 10°710° >10°
<1 2 1 1 1 1 2
2 4 4 0 2 2 1 1 1 2
3 3 1 2 1 1 3 1
4 0
5 2 1 1 1
6 1 1 0 1 1
7 0
8 1 1 0 1 1 1 1
9 0
10 0
11 1 1 0 1 1
12 2 1 1 1 1 1
Total 16 11 5 7 4 4 9 4 2
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A Tabela 7 mostra a distribuicdo das 16 criangas com SD de acordo com
0s niveis de EGM e risco de carie: 12 criancas com SD apresentavam baixo risco de
carie com relacdo a contagem de EGM. Quatro delas tinham niveis de EGM iguais a
10° ufc/mL. Dessas, duas meninas e dois meninos, sendo duas criancas na faixa
etaria de seis a oito anos (uma de cada género) e duas na faixa etaria de dois a

cinco anos de idade (uma de cada género).

Tabela 7. Distribuicdo das méaes e criangas com SD de acordo com nivel de EGM e

risco de carie

Niveis de EGM _ _ .
Criancas Maes Risco & cérie
(ufc/mL)
zero 5 3 baixo
<10° 9 baixo
=10° 4 4 alto

Total 16 16
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6. Discussao

Os resultados mostraram um CPOD alto das mées e ceo baixo dos
filhos com SD. A mée do Par 9 apesar de ter apresentado EGM-negativo tinha CPOD
= 25, mas todos os dentes tratados e sua filha ndo tinha experiéncia de céarie aos
dois anos de idade mesmo com contagem de 10° ufc/mL. Em criancas sem SD a
maioria dos autores relaciona o nivel elevado (acima de 10° ufc/mL) de
Streptococcus mutans com o desenvolvimento de céarie (Klock & Krasse, 1977,
Loesche et al., 1984; Buischi et al., 1987; Alaluusa et al., 1989; Hofling, 1992;
Dasanayake et al., 1995; Gavazzi et al.,, 1995; Alves & Medeiros, 1997; Mattos-
Graner et al., 1998; Angulo et al., 1999; Twetman et al., 1999; Campus et al., 2000).
Stabholz et al., 1991 estudando criancas com trissomia 21 de trés a oito anos de
idade correlacionaram positivamente prevaléncia de carie a contagem de EGM e
Schimidt, 1995 investigando niveis de EGM em adolescentes com SD, encontraram
a maioria deles com alta e moderada colonizacdo por EGM relacionando-se ao

escore de cérie.

Neste estudo, sete criancas eram do género masculino e nove do
género feminino. Quatro meninos e seis meninas ndo tinham experiéncia de carie.
Duas crian¢cas do género masculino sem carie eram EGM-negativo e das meninas
sem cérie, apenas uma era EGM-negativo. O estudo de Alaluusa et al., 1989
mostrou niveis ndo detectaveis de Streptococcus mutans em criancas sem SD com
ceo menor que 0,9. Gavazzi et al.,, 1995 encontraram em 356 criangas brasileiras
sem SD na faixa etéria de seis a oito anos, ceo = 4,94 em média e coloniza¢édo de
Streptococcus mutans de 2,24 x 10° ufc/mL, sendo que a avaliacéo longitudinal de
dois anos mostrou incremento de carie relacionando-se positivamente com a
colonizagdo de EGM e experiéncia passada de carie. Thibodeau & O'Sullivan, 1996
estudaram 146 crian¢cas americanas sem SD (idade média de 3,8 anos) durante dois
anos. As que tinham moderada e alta contagem (acima de 10° ufc/mL) de EGM
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apresentaram duas vezes mais carie que as de baixa contagem (menos de 10°
ufc/mL).

Nos resultados sete estudo, duas maes EGM-negativo tinham dois
meninos com cinco anos de idade, sendo que um (Par 15) era também EGM
negativo e ceo = 4. O outro, do Par 16, tinha 10° ufc/mL de Streptococcus mutans e
ceo = 17. Ambas as criangas tinham carie nao tratada. Em criancas ndo sindrémicas,
Dasanayake et al., 1995, avaliando 353 afro-americanos de cinco a 12 anos de idade
nao encontraram associacao entre niveis de EGM e porcentagem de dentes tratados
e Toi et al.,, 1999 encontraram 60% de 140 criancas sul-africanas (cinco anos de
idade) com carie ndo tratada correlacionadas positivamente com a contagem de
EGM.

Das 16 criangas com SD, nossos resultados mostraram: duas na faixa
etaria de até um ano de idade, sendo uma delas com niveis ndo detectaveis de
EGM; nove criancas na faixa etaria de 2 — 5 anos e trés com niveis ndo detectaveis;
as duas criancas na faixa etaria de 6 — 8 anos estavam colonizadas e uma das trés
criangas na faixa etéria de 9 —12 anos albergava EGM. As duas criancas na faixa
etaria de 6 — 8 anos que estavam infectadas, coincidiam com o periodo de
irrompimento de primeiros molares deciduos e incisivos anteriores permanentes.
Segundo Brown & Cunningham (1961); Jensen et al. (1973); Jara et al. (1993);
Ondarza et al. (1995) e Ferreira et al.(1998) pacientes com SD podem ter atraso de
irrompimento dental, posterior a época de criangas ndo sindrémicas. Condi¢cbes
propicias a "Janela de Infectividade", descrita por Caufield et al., 1993 que estariam

presentes facilitando a colonizacédo dos EGM.

Doze criangas com SD apresentavam baixo risco de cérie com relacdo a
niveis de EGM e quatro delas, alto risco com niveis de EGM iguais a 10° ufc/mL.
Dessas quatro, duas criancas na faixa etaria de seis a oito anos estdo na "janela de
infectividade" e duas na faixa etaria de dois a cinco anos. Araujo, 2000 estudando a

prevaléncia de carie em 42 criancas brasileiras com SD de até 60 meses de idade,
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encontrou 26 delas livres de carie. Apenas 15% das criangas examinadas nunca
haviam recebido ateng¢do odontoldgica. Investigando 40 criangas com SD na mesma
faixa etaria deste estudo, encontramos em pesquisa anterior (Campos, 2001), 16
delas com niveis ndo detectaveis de EGM, sendo que maioria tinha baixos niveis de
colonizacdo e apenas uma com 10° ufc/mL de Streptococcus mutans . Marinho de
Jesus, 2002 estudando 26 criangas com SD com idade média de 24 meses,

encontrou a metade delas com niveis ndo detectaveis de EGM.

Straetemans et al., 1998 comentaram que criancas sem SD
colonizadas antes dos cinco anos de idade tinham aos 11 anos maior numero de
EGM do que as colonizadas ap6s os cinco anos de idade. Mattos-Graner et al., 1998
afirmaram que os niveis salivares de EGM s&o dependentes do nimero de dentes
irrompidos na cavidade bucal. As criancas com SD tém atraso no irrompimento
dental e podem ter também auséncias dentarias em maior numero que a populacao
nao sindromica (Cohen & Winer, 1965; Creighton & Wells, 1966; Orner, 1975;
Loiseau & Nardoux, 1976; Barnett et al., 1986; Le Clech et al., 1986; Vigild, 1986;
Crespo, 1987; Chan, 1994). Kohler et al.,, 1983 comentaram que criancas sem SD
guando ficavam mais velhas eram expostas a outras fontes de Streptococcus mutans
e mudancas de habitos, além de terem maior niumero de dentes irrompidos, o que
aumentava as chances de contaminacao por EGM. Sanz et al., 1989 afirmaram que
a prevaléncia de carie em individuos com SD aumenta com a idade e Marinho de
Jesus, 2002 que a colonizagdo de EGM em criangcas com SD também aumenta com

a idade.

A maioria dos autores considera a prevaléncia de carie nos pacientes
com SD, independente de sua idade, quando comparada a de grupos controle como
sendo menor (Cohen & Winer, 1965; Creighton & Wells, 1966; Wolf, 1967; Cutress,
1971; Jensen et al., 1973; Orner, 1975; Loiseau & Nardoux, 1976; Barnett et al.,
1986; Le Clech et al., 1986; Vigild, 1986; Shapira et al., 1991; Stabholz et al., 1991;
Araujo, 2000). Entretanto diferenca significativa ndo foi encontrada na prevaléncia de

carie em paciente com SD pelos seguintes autores: Kroll et al., 1970; Gullikson,
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1973; Steinberg & Zimmerman,1978 e Yarat et al., 1999. Apenas Bianchi et al., 1991
constataram uma prevaléncia maior, sendo que Morinushi et al., 1995 consideraram
a severidade de carie em individuos com SD como sendo bipolar: individuos sem

carie e os com envolvimento severo.

No presente estudo, dos seis pacientes com cérie, quatro tinham ceo =
4 e dois tinham alta prevaléncia , sendo um com ceo = 13 e outro com ceo = 17. Dez

criancas nao tinham experiéncia de cérie.

Borea et al. 1990 e Bianchi et al., 1991 n&o encontraram correlagao
entre a higiene bucal e céarie nos pacientes com SD. Brown & Cunningham,1961 e
Bigeard et al., 1990 concordaram que este fato ndo é relevante em relacdo a
prevaléncia da carie nos mesmos. Os pacientes com SD apresentam déficit
intelectual e dificuldades motoras o que dificulta a instituicdo de adequados habitos
de higienizacdo. No entanto, os dados encontrados nesta pesquisa com a maioria
das 16 criancas com SD mostraram nivel de colonizacao por EGM e prevaléncia de

carie baixos, sendo que a higiene bucal das criancas era satisfatoria.

Cutress, 1971 analisando 416 pacientes neozelandeses com SD de
cinco a 24 anos de idade, verificou que o0s pacientes institucionalizados tinham
menores indices de céarie dos que viviam com a familia. Comparando 212 pacientes
com SD (100 institucionalizados) com idades de cinco a 20 anos, Orner, 1975
constatou que a experiéncia de cérie dos mesmos era um ter¢co menor que a de seus
irmaos. Vigild, 1986 encontrou dados semelhantes em 56 pacientes dinamarqueses
com SD , sendo a metade deles livres de cérie independente se viviam ou ndo com a
familia. Allison & Lawrence, 2004 em 938 pares de familia compararam pacientes
com SD com seus irmdos com idades variando até 18 anos. Os resultados
mostraram-se semelhantes quanto aos indicadores de cuidados dentais em ambos
os grupos. Dependendo da faixa etaria, cuidados diferenciados eram dispensados a

criangcas com SD quando comparadas a seus irméos. A maior diferenca foi quanto a
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época da primeira consulta e tratamento odontologico, mais cedo em pacientes com
SD.

Fatores genéticos poderiam ser responsaveis pela menor prevaléncia
de lesdes cariosas nos pacientes com SD, refletindo a expressao da trissomia do
cromossomo 21 que afetaria a resposta a céarie (Orner,1975; Shapira et al.,1991). A
saliva de pacientes com SD apresenta altos niveis de pH, sédio, calcio, bicarbonato e
fésforo (Winer et al.,1965; Winer & Feller,1972). A colonizacdo de EGM depende do
tamanho do inéculo bacteriano, aderéncia microbiana e variaveis do hospedeiro
(Korenstein et al., 1995). A producao de bacteriocinas interfere na colonizagéo de
bactérias por antagonismo seletivo, tendo um importante papel na colonizacao de
determinada cepa pioneira. Campos, 2001 e Marinho de Jesus, 2002 encontraram
menor prevaléncia de Streptococcus mutans nos pacientes com SD, semelhante ao

gue foi constatado nos 16 pacientes da presente investigacao.

Thibodeau & O'Sullivan, 1999 afirmaram que avaliacbes anuais dos
niveis de EGM permitem identificar risco de carie na denticdo decidua e mista.
Examinando 83 criancas ndo sindrémicas afro-americanas e descendentes de
hispanicos com idade média de 3,8 anos durante seis anos, verificaram que a
maioria delas estava colonizada e foram mais suscetiveis a carie, sendo que em 16

nao foi possivel detectar EGM.

Nenhum individuo dos pares mae-filho apresentou moderada (10° -
10°ufc/mL) colonizacdo de Streptococcus mutans. Quatro criangas colonizadas por
Streptococcus mutans e Streptococcus sobrinus e apenas duas maes albergavam as
duas espécies. Das 16 criancas com SD, sete estavam colonizadas por
Streptococcus mutans com niveis menores que 10° ufc/mL. Quatro criancas
apresentavam 10° ufc/mL de Streptococcus mutans e em cinco ndo foi possivel a
deteccdo de EGM. Nove mées tinham niveis menores que 10° ufc/mL de

Streptococcus mutans e duas delas albergavam também Streptococcus sobrinus.
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Quatro maes com Streptococcus mutans com niveis de 10° ufc/mL, ndo sendo

possivel a deteccdo de EGM em outras trés.

Das quatro criancas colonizadas por Streptococcus mutans e
Streptococcus sobrinus, uma delas que carreava alta contagem de Streptococcus
mutans (10° ufc/mL), no entanto ndo tinha céarie. Nos Pares 4 e 6 as criancas SD
eram colonizadas por Streptococcus mutans e Streptococcus sobrinus e suas
progenitoras apenas por Streptococcus mutans. Das quatro criangas do nosso
estudo colonizadas por Streptococcus mutans e Streptococcus sobrinus, uma tinha
ceo = 4 e as outras trés sem carie. Na investigacao de Barone et al., 2005 n&do foram
detectadas criangcas com SD carreando Streptococcus mutans e Streptococcus

sobrinus.

Okada et al., 2002 analisaram a colonizacdo de EGM em 77 criangas
japonesas nao sindrémicas em idade pré-escolar (trés a cinco anos de idade) sem
SD e encontraram 72,8% colonizadas por Streptococcus mutans e 61,1% por
Streptococcus sobrinus. Dezenove delas (24,7%) albergavam apenas Streptococcus
mutans e dez (13%) apenas Streptococcus sobrinus. A colonizacdo por ambas as
espécies foi detectada em 37 (48,1%) das criancas e 11 (14,3%) eram negativas
para EGM. Os indices de prevaléncia de carie eram mais altos quando ambas as
espécies estavam presentes, quando comparados com a colonizacdo de apenas

Streptococcus mutans.

Lindquist & Emilsson, 2004 estudando Streptococcus mutans e
Streptococcus sobrinus e a prevaléncia de carie com relacdo a esta colonizacdo em
criangas sem Sindrome de Down, cujas maes albergavam ambas as espécies
encontrou que a maioria das criancas (10/15) adquiriu EGM durante o periodo do
estudo (sete anos). No entanto apenas quatro delas tinham Streptococcus mutans e
Streptococcus sobrinus apesar das todas as maes terem ambos 0s genétipos. Em
duas criancas, Streptococcus sobrinus foi detectado posteriormente a Streptococcus

mutans. Num total de 26 genétipos caracterizados, nove eram idénticos aos de suas
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maes. Novas cepas foram notadas especialmente em criangas, mas também sem
suas maes. A incidéncia de carie foi baixa enquanto durou a pesquisa, sendo que

oito criangas nao tiveram a doenca

Okada et al., 2005 em estudo de um ano com 60 pré-escolares nao
sindrdmicos (trés a cinco anos de idade) compararam a incidéncia de carie com a
colonizacédo por EGM. A prevaléncia de Streptococcus mutans e Streptococcus
sobrinus encontrada foi de 61,7% e 56,6%, respectivamente. Em 13 (21,7%)
criancas albergavam apenas Streptococcus mutans, 10 (16,6%) apenas
Streptococcus sobrinus e 24 (40%) eram colonizados por ambas as espécies.
Entretanto ndo foi possivel a detec¢cdo de EGM em 13 (21,7%). Criancgas colonizadas
por Streptococcus mutans e Streptococcus sobrinus tinham maiores indices de
prevaléncia de céarie do que as colonizadas apenas por Streptococcus mutans (p <
0,05%).

O nosso estudo mostrou resultados diferentes dos encontados por
Okada et al. (2002) e Okada et al. (2005) e semelhantes aos de Lindquist & Emilsson
(2004) quanto a colonizacdo de ambas as espécies de EGM e prevaléncia de cérie.
A maioria criangas com SD do presente estudo que apresentavam colonizagao por
Streptococcus mutans e Streptococcus sobrinus tinham indice de prevaléncia de

carie baixo ou nao tinham experiéncia da doenca.

Splieth & Bernhartt, 1999 afirmaram que existe associacdo entre baixa
contagem de EGM e baixa incidéncia de céarie apds investigarem 230 criancas ndo
sindrdmicas de seis a sete anos de idade. A presenca ou ndo de EGM ndo pode ser
tomada como Unico determinante da carie, pois ela pode desenvolver-se em
individuos com niveis ndo detectaveis (Loesche & Strafon, 1979; Buischi et al., 1987;
Alves & Medeiros, 1997).

Trés pares (1, 6 e 14) mae e crianca com SD do presente estudo,

albergavam bacteriocinotipos similares, sendo que dois deles tinham o mesmo
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genadtipo. A menina de 12 anos de idade do Par 14 foi criada pela avé materna, pois
a mae ao nascimento da crianca era bastante jovem (16 anos de idade), n&o
mantendo contato proximo com a filha. A cepa de Streptococcus mutans era a
mesma, sendo que 0 cromossomo similar apresentava pequena variagéo (B e B;).
Barone et al., 2005 n&o encontraram nenhuma crianca com SD compartilhando o

mesmo gendtipo de Streptococcus mutans com suas progenitoras.

O fato da menina SD do Par 14 de 12 anos de idade ter a mesma cepa
de Streptococcus mutans da avo materna ndo causa estranheza ja que ambas
tinham contato intimo e freqtiente. Davey & Rogers, 1984 consideram importante o
contato frequente entre os individuos sem SD na transmissdo de microrganismos
bucais entre os individuos. Caufield & Walker, 1989 evidenciam a estabilidade de
cepas entre pares de maes e filhos ndo sindrébmicos em seguimento de trés anos.
Wan et al., 2003 observaram que a coloniza¢cdo de EGM associa-se positivamente a
contatos préximos , intimos e constantes entre criangas e adultos como compartilhar
comidas, utensilios e dormir com a mae. Li et al.,, 2005 destacaram que eventos
perinatais como peso do bebé, tipo de parto e aleitamento, idade, escolaridade da
mae e nivel socioecondmico da familia influenciam na colonizacdo de Streptococcus

mutans de criangcas sem SD.

Dasanayake et al., 1995 destacaram a importancia de habitos
alimentares como consumo frequente de alimentos acucarados na colonizagéo e
estabelecimento de EGM em criancas ndo sindromicas. Thorild et al., 2002
acresceram a isto o papel relevante da histéria médica e habitos de higiene bucal.
N&o encontramos estudos que correlacionassem estes fatores a colonizacdo de
EGM em criangas com SD. No entanto, Allison & Lawrence, 2004 ressaltaram que
dependendo da idade, criancas com Sindrome de Down recebiam atencdo

diferenciada, sendo levados ao dentista mais cedo que seus irméos nao sindromicos.

Caufield & Walker, 1989 consideraram a determinagdo do perfil de

restricdo enziméatica do DNA (RLFP) como um método seguro para pesquisa e
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analise do DNA cromossomal de Streptococcus mutans. Nao foi possivel extracdo de

material genético do isolado de Streptococcus mutans do menino do Par .

Novas cepas de EGM sé&o adquiridas por todos os membros das
familias com o passar do tempo, novos contatos e exposicdo a diferentes fontes de
microrganismos (Emanuelsson & Thornigvist, 2000; Lindquist & Emilsson, 2000;
Klein et al., 2004)

Dentro de um mesmo grupo familial, a méae € provavelmente o principal
reservatorio de EGM na transmissdo destes microrganismos para sua prole (Jordan
et al.,, 1972; Berkowitz & Jordan, 1975; Berkowitz et al., 1975; Edwardsson &
Mejare, 1978; Berkowitz & Jones, 1985; Caufield et al., 1988; Caufield & Walker,
1989; Kulkarni et al., 1989; Li & Caufield, 1995; Gronroos et al., 1998; Van Loveren et
al., 1999; Li et al., 2000; Van Loveren et al., 1999; Klein et al., 2004; Lindquist &
Emilsson, 2004; Li et al., 2005), sendo que existe uma correlacdo nas contagens
salivares entre pares mée-filho e conseqientemente, maior risco e maior experiéncia
de cérie nos casos de colonizacdo materna em niveis elevados de estreptococos
bucais (Kohler & Bratthal, 1978; Berkowitz et al., 1980; Kohler et al., 1983; Kohler &
Andreén, 1994; De Soet et al.,, 1998; Emanuelsson et al., 1998). A implantacdo
destes microrganismos relaciona-se com o niumero de dentes irrompidos na cavidade
bucal e quantidade do inoculo bacteriano (Davey &. Rogers, 1984). A condicao de
saude bucal e nivel de colonizacdo de EGM das maes influenciam a transmisséo
precoce destes microrganismos aos seus filhos (Berkowitz, 1975; Kolher & Bratthall,
1978; Rogers, 1981; Van Houte et al., 1981; Berkowitz & Jones, 1985; Li & Caufield,
1995; Straetemans et al., 1998; Torres et al.,, 1999). Aaltonen & Tenovuo, 1994
acompanhando criancas de sete meses de idades por um periodo de até sete anos
apos, ndo correlacionaram a freqiiente transferéncia salivar materna para a boca de
bebés antes do irrompimento dos dentes com o nivel de colonizacdo e experiéncia
de carie na denticdo decidua. Atribuiram isto a mecanismos de protecdo imunolégica
aumentando a resisténcia das criangas. Guimardes et al., 2004 ndo encontraram

correlacdo significante entre colonizagdo de Streptococcus mutans e idade de
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criangas sem SD e atividade de carie. No entanto encontraram associagdo entre

atividade de carie nas maes e seus filhos.

Rogers, 1981 analisando a colonizagdo de EGM em 28 familias atraves
de bacteriocinotipagem, constatou individuos com um unico padrdo de mutacinas em
dois membros no minimo, sendo sempre em um dos pais. Emanuelsson & Wang,
1998 trabalhando com criangas chinesas encontraram padrdao de transmisséo
familiar diferente de familias ocidentais, sendo que os filhos também albergavam
cepas paternas. Os estudos de transmissao intrafamilial apontam a fidelidade de
cepas na transmissédo de EGM entre mées e filhos sem SD, sugerindo a transmissao
vertical desde a mais tenra idade, ndo excluindo no entanto discretos indicadores
entre outros membros da familia e outras pessoas que tenham uma convivéncia por
longos periodos (Kohler & Bratthall, 1978; Li & Caufield, 1985; Kulkarni et al., 1989;
Caufield,1993; Azevedo et al., 1998; Emanuelsson & Thorngvist, 2001; Mattos-
Graner et al., 2001; Pimenta, 2001; Kohler et al., 2003; Spolidorio et al., 2003;
Amoroso et al.,, 2004). Alguns trabalhos tém alertado para a influéncia cultural,
habitos comportamentais e nivel socioecondmico na colonizacdo dos Streptococcus
mutans (Beighton et al., 2004).

Os estudos epidemioldgicos da céarie abrangem a identificacdo e
diferenciacdo de microrganismos bucais e suas caracteristicas de colonizacdo que
sdo determinantes na instalacdo e manutencdo do processo cariogénico. Varios
métodos sdo utilizados na determinacdo das espécies da cavidade bucal tais como
0s bioquimicos, imunolégicos e genéticos, sendo que muitas técnicas sao utilizadas
conjuntamente para aumentar a confiabilidade dos resultados obtidos. E necessario
atentar-se para a obtencdo de métodos sensiveis, simples e viaveis economicamente
que revertam em praticas clinicas que modifiguem situacdes desfavoraveis a saude

bucal da populacéo.
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Azevedo et al., 1998 ressaltaram que a analise qualitativa e quantitativa
de EGM, em nivel de espécie pode servir como critério para selecionar medidas de
prevencdo, tornando viavel a relagdo custo versus eficiéncia dos tratamentos
preventivos. Zero (1999) considera que fatores genéticos, biolégicos, sociais e
componentes psicolégicos interagem num complexo sistema determinando o
aparecimento da carie. A prevencado e controle da carie dependem do conhecimento
da colonizacdo de microrganismos bucais, em especial de EGM, através da
identificacdo das fontes e modo de transmissdo entre os hospedeiros (Amoroso et
al., 2004).

Li et al., 2003 demonstraram preocupacdo com novas pesquisas sobre
colonizagdo de EGM em outros grupos populacionais como minorias €étnicas pois a
dindmica da microbiota humana é variada, dependendo de varios fatores
socioecon6micos e culturais. Entendemos que estas observacdes sdo importantes
para estudos de colonizacdo de EGM em grupos que tenham condi¢cdes especiais de
vida e no entanto sdo saudaveis. Ainda existem duvidas sobre a transmisséo

intrafamilial de EGM em pacientes com SD que devem ser melhor analisadas.



67

7. Conclusdes

v" A maioria das maes tinha CPOD alto e maioria das criancas com Sindrome de
Down tinha ceo baixo.

v" A maioria das Criangas com Sindrome de Down (12/16) apresentaram baixo
risco de céarie de acordo com os niveis de EGM (cinco EGM negativo e sete
com niveis menores que 10° ufc/mL).

v' Trés pares mae-filho com SD (Pares 1, 6 e 14) apresentaram bacteriocinotipos
similares de Streptococcus mutans.

v Destes, um par (Par 6) apresentou identidade de gendtipos e o outro (Par 14)
apresentou similaridade de genatipos.

v' A transmissao vertical de EGM ocorreu pares de maes e criangas com SD.
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POR FAVOR LEIA EESCUTE ATENTAMENTE ESTESESCLARECIMENTOS. OBRIGADA!

UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Vocé estd sendo convidado (a) para participar, como voluntério, em uma pesquisa. Sera esclarecido(a) sobre as
informagdes da mesma e no caso de aceitar fazer parte do estudo, assine ao final do documento que estard em duas vias. Uma
delas é sua e a outra é do pesquisador responsavel. Em caso de recusa vocé nao serd penalizado de forma alguma.
Pergunte & dentista o que quiser saber! N&o fique com dlvidas. Se quiser consultar o Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Goiés, os telefones sdo: : 3521-1215 e 3521-1076.
I nfor macdes sobr e a pesguisa
“ Estreptococos do grupo mutans transmisséo vertical entre criangas com Sindrome de Down e suas maes’ .

Pesquisador responsavel: Cerise de Castro Campos

=  Professora Assistente da Faculdade de Odontologia da UFG

=  Especialista em Odontopediatria e Odontol ogia para Pacientes Especiais

=  Mestreem Medicina Tropical, &rea de concentracdo em Microbiologia
Telefone para contato: 3209-6060 e 9979-3412

DESCRICAO DA PESQUISA
= A cérie é uma doenca que tem muitos fatores envolvidos, sendo que a bactéria causadora (estreptococos mutans)
tem papel muito importante, poisiniciae mantem 0 processo carioso.
Quanto maior o nimero dessa bactéria presente na boca maior a chance de uma pessoa desenvolver cérie.
Tudo indica que a primeira fonte de transmissdo € amae.
Por isso téo importante conhecer 0 mecanismo de colonizagdo do estreptococos mutans na Sindrome de Down.
Estaremos assim contribuindo para que os profissionais de Odontologia direcionem corretamente o diagndstico e
tratamento em relagéo a salide bucal de criangas com Sindrome de Down.
Conducao do Estudo:
=  Osresponsaveis pela crianga responderdo um questiondrio sobre salide da mesma e dados relativos a familia.
=  Serafeitauma coleta de saliva da boca das criangas e suas maes, através de uma espatula de madeira esterilizada e
descartével
=  Em seguida, os dentes de ambos serdo examinados.
= O material seralevado ao laboratdrio para exame e processamento.
Quem participaréa do estudo: Criangas com Sindrome de Down com idade até 12 anos e suas maes.
Risco:
= Nenhum, visto que é um procedimento |largamente conhecido e empregado em Odontologia, minimamente invasivo.
Beneficios:
»=  Osdadosrelativos a Sindrome de Down e estreptococos mutans na literatura especializada sd0 escassos.
= O resultado da contagem de col6nias bacterianas seré levado ao conhecimento dos responsaveis. As criangas seréo
incluidas num programa de promogao de salide bucal da Faculdade de Odontol ogia da UFG.
=  Osdados serdo utilizados para tese de doutorado que permitira delineamento de decisdes no diagnostico, tratamento
e prevencdo da carie em criangas com Sindrome de Down.
Confidencialidade:
=  Osdados a serem utilizados deste estudo terdo como principio basico a manutencdo do sigilo e da integridade
moral e fisica de quaisquer participantes, ficando o pesquisador do projeto responsavel pelo cumprimento
dessa conduta profissional .
A legislagio e regulamentos vigentes com respeito a Etica em Pesquisa serfo estritamente observados.
Declaro ter explicado em detalhes os procedimentos acima descritos e ter concedido a oportunidade de se fazer
quaisquer perguntas que julgar necessario para melhor esclarecimento.

Cerise de Castro Campos
Declaro ter entendido as explicagBes recebidas e concordo livremente em participar do estudo, podendo desistir em
qualquer momento.
Nome da crianca: N. do prontuério
Data: / /

Assinatura do responsavel Cl
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Meios de cultura, solugdes e reagentes

Agar sacarose bacitracina (SB 20)

O meio de cultura para o isolamento e contagem das unidades
formadoras de colénia (ufc) dos estreptococos do grupo mutans, foi proposto por

Davey & Rogers (1984), apresenta a seguinte composi¢ao:

(OF21571 (0] o I- VU .15,0g
Extrato de levedura........................ 5,09
[ o1 ) (<Y 1 1= 0,29
Sulfito de sOdiO......ccceeeeeeeeeviiiiienans 0,19
Acetato de sOdio.............ccoevveeennns 20,09
SACAIOSE.....ceviveiiieieeeee e 200,09
AQAl...cooiie e 15,09
Agua destilada.......................... 1000,0mL

Para a preparacdo do meio de cultura os componentes serdo pesados
em balanca granataria e colocados em um Erlenmeyer. A 4gua destilada sera
adicionada, homogeneizando para a dissolucdo dos componentes e 0 meio
autoclavado a 120°C por 15 minutos. Ap6s a esterilizacdo, o meio de cultura sera
resfriado a 50°C em banho maria e adicionar-se-a 1,0% de uma solugédo de
bacitracina, na concentracdo final de 0,2 U/mL. Em condi¢cbes assépticas, sera
distribuido 5,0 mL do meio de cultura em placas de Petri de 50x10mm. Estas placas
serdo submetidas a testes de esterilidade, acondicionadas em recipientes
hermeticamente fechados, serdo armazenadas na geladeira e utilizadas no periodo

maximo de sete dias.
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Solucdo de bacitracina

Pesa-se 3,3 mg do sal de bacitracina (poténcia 63U/1000,0ug) em
balanca analitica e, em condi¢cfes assépticas adiciona-se 10,0 mL de agua destilada

esterilizada.

Caldo tioglicolato de sodio

O caldo tioglicolato de sédio sem indicador e sem glicose (Difco®) sera
empregado para o repique das colbnias de estreptococos e preparac¢do dos indculos
bacterianos para a realizacdo das provas bioquimicas. A férmula comercial

apresenta a seguinte composigao:

Extrato de levedura...............cccvuun.... 5,09
(OF= 171 (0] o - VR, 15,09
[0 1) £ - VR 0,25¢g
Cloreto de sOdiO..........ceeeieeiieeeeeennnn. 2,50
Acido tioglicolico.........ccocvvvennnn... 0,30mL
AQAr....cooiiiiiiii 0,759

Para o preparo do caldo serdo pesados 24,0g do pdé comercial em
balanca granataria, colocado em Becker, adicionando-se 1000,0mL de agua
destilada, homogeneizando, aquecendo até fervura e 5,0 mL distribuidos em tubos
de ensaio de 12x12mm., apés o que, o caldo serd esterilizado a 120°C por 15

minutos.

Agar tioglicolato de Sédio

O caldo tioglicolato de sodio apresentado no item anterior sera utilizado

como meio de cultura para obtencéo do agar tioglicolato de sodio suplementado com
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carboidratos. O agar empregado para a realizacdo das provas de fermentacdo €

preparado de acordo com Beighton et al. (1991b) e modificado por Ito et al. (1993).

Os carboidratos utilizados serdo: manitol, sorbitol, rafinose, melibiose e

lactose, todos de procedéncia da Merck® . Composicéo:

Caldo tioglicolato de sédio............... 100,0mL
Pdrpura de bromocresol 1,6%............. 0,1mL
AGA ... 1,59
Carboidrato............cccevvveiiiiiiiiiiiie, 2,09

A 100,0mL do caldo de tioglicolato de sédio adicionar-se-a 0,1mL da
solucéo alcodlica de purpura de bromocresol a 1,6% bem como o carboidrato e o pH
acertado para 7,0 com solucéo de hidroxido de sodio 1N. Adicionar-se-a 1,5g de agar
e 0 meio de cultura sera autoclavado a 120°C durante 15 minutos. As placas serdo
submetidas a prova de esterilidade, acondicionadas em recipientes hermeticamente

fechados e armazenados na geladeira.

A rafinose somente serdq adicionada ao meio de cultura apos

autoclavagem.

Solucdo de Purpura de Bromocresol

O purpura de bromocresol é utilizado para a observacao de alteracbes

do pH na faixa de 5,2 a 6,8. A solucao alcoolica apresenta a seguinte formulacéo:

Purpura de Bromocresol............cccceeeeeennn. 1,69
Hidréxido de soOdio.........oeevvvveiveievnneeeennn. 0,6mL
Alco0l etiliCO.....cvoeeeeieeeeeeeeeeeeeeee . 100,0mL
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A 1,6g de purpura de bromocresol pesado, colocado em um célice sera
adicionado 0,6mL de hidroxido de sodio 1N, para a dissolucdo e adicionado 5,0mL
do alcool etilico. A seguir, a solugdo sera transferida para um baldo volumétrico e
volume completada com o alcool para 1,000mL. A solucéo sera estocada em frasco

ambar com rolha esmerilhada.

Agar manitol bacitracina

A resisténcia a bacitracina sera avaliada empregando o agar tioclicolato
de sodio com manitol, suplementado com esse antibidtico. O agar tioglicolato de
sédio manitol serd preparado como descrito anteriormente. Adicionar-se-a 1,0% da
solucdo de bacitracina para a obtencdo de uma concentracao final de 2,0U/mL, ap6s
o resfriamento a 50°C, em condicées assépticas. O meio de cultura sera distribuido
(20mL) em placas de Petri 20x200mm nas mesmas condi¢cées. As placas seréo
submetidas a prova de esterilidade, acondicionadas em recipientes hermeticamente

fechados e armazenadas na geladeira.

Agar esculina

O &gar serd preparado de acordo com Vaugh & Levine (1942),

modificado por Ito et al. (1993) e apresenta a seguinte constituicao:

Peptona........cccooovviiiiiii 0,59
Fosfato dipotassico...........cccvvvvveeeeee. 0,1g
Esculina...........ccoooviiiviiicccee 0,39
Citrato ferrico........coeeveveeeeeiieeeeeeen, 0,05g
AQAr....cooiiiiiiiiii 1,09
Agua destilada............c.ccocue..... 100,0mL

Todas substéncias serdo pesadas em balanca granataria. O citrato

férrico serd primeiramente pesado e colocado em um Erlermeyer, adicionando um
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pouco de 4gua e aquecendo até completa dissolugdo. Apos, serdo adicionados 0s
outros componentes bem como completado o volume para 100,0mL com &agua
destilada. O &gar seré4 autoclavado a 120°C por 15 minutos e 20mL distribuidos em
placas de Petri de 20x200mm em condi¢des assépticas. As placas serdo submetidas
a prova de esterilidade, acondicionadas em recipientes hermeticamente fechados e

armazenadas na geladeira.

Agar infusdo de cérebro e coracio

O &gar infusdo de cérebro e coracdo (Difco®) sera utilizado como agar
base para a verificacdo da producdo de perdxido de hidrogénio (H,O,). O agar é

constituido de:

Infusdo de cérebro bovino.................. 200,09
Infusé@o de coragéo bovino................. 250,09
Proteose peptona...........ccccceeeveeeeennnnnnn. 10,09
Bacto dextrose........cccceeeeivvieeeeeiiiiiiinninnns 2,09
Cloreto de sOdio...........evvceeeieiieeeeeeeeeeen, 5,09
Fosfato dissOdiCo............coeeevvvviieiiinnnnn. 2,59
AQAC... i 15,09

Para o preparo do &gar serdo pesados 37,0g do pé comercial em
balanca granataria, colocado em Erlermeyer, adicionado 1000,0mL de &agua
destilada, homogeneizado e esterilizado a 120°C por 15 minutos. Ser&o distribuidos
20mL do agar em placas de Petri de 20x200mm em condicdes assépticas. As placas
serdo submetidas a prova de esterilidade, acondicionadas em recipientes

hermeticamente fechados e armazenadas na geladeira.
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Agar p-dianisidina

O &gar p-dianisidina sera utilizado para a verificagdo da producéo de
perdxido de hidrogénio (H20,), preparado conforme Whittenbury (1964) e modificado
por Ito et al. (1993), que substituiram o sangue de carneiro por sangue de coelho e a

o-anisidina para a p-anisidina. Composicao:

Agar infuséo de cérebro e coraco......... 100,0mL
P-aniSIdiNA........cocvviiiiieiiee e 0,19
Sangue hemolisado de coelho.................... 5,0mL

Ao meio de cultura agar infusdo de cérebro e coracao esterilizado, a
temperatura 80°C seréo adicionados, em condicBes assépticas, o sal p-anisidina e
sangue hemolisado de coelho. Serédo distribuidos 20,0mL, em placas de Petri de
20x200mm e estas submetidas a prova de esterilidade, acondicionadas em

recipientes hermeticamente fechados e armazenadas na geladeira.

O sangue de coelho sera obtido pela punc¢do cardiaca e colocado em
frascos, com pérolas de vidro, homogeneizado, cuidadosamente, durante 5 minutos,
para que ocorra a desfibrinacdo (Solé-Vernin,1961). Para o emprego no agar p-
dianisidina, o sangue hemolisado serd preparado adicionando 2,5mL de agua
destilada esterilizada a 2,5mL do sangue desfibrinado de coelho e homogeneizando

vigorosamente para facilitar a lise das hemacias.

Caldo arginina

Este meio de cultura sera utilizado para a deteccado da producédo de
amoOnia a partir da arginina. Preparado conforme Niven Jr. et al. (1942) e apresenta a

seguinte composicéao:
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Extrato de levedura................cco.u..... 0,59
TrptoNa.....ccvviii e 0,59
Fosfato dissodico...........cccceeeevvvnreenen. 0,29
€] [To70 1Y T 0,05¢g
D/L-arginina...........ccccevvvvvvvvnvniiineeeennn. 0,39
Agua destilada..............ccocuveen...... 100,0mL

Todos o0s componentes serdo pesados em balanca granataria e
dissolvidos em um célice, o pH acertado para 7,0 com hidréxido de sodio a 1IN e
distribuido 4,0mL em tubos de ensaio 13x100. O caldo sera esterilizado a 120°C por
15 minutos e a seguir submetido ao teste de esterilidade e armazenados a

temperatura ambiente até o seu uso.

Reativo de Nessler

A amobnia sera evidenciada com o emprego do reativo de Nessler,

preparado de acordo com Bier, 1985:

Dissolver 50g de Kl (iodeto de potassio) em cerca de 35 mL de agua
destilada. Adicionar, gota a gota, uma solu¢édo de HgCl, (cloreto

de mercurio) até que persista um leve precipitado. Adicionar 400mL
uma solugdo a 50% de KOH  (hidroxido de potassio), dissolver

a potassa, deixar em repouso até clarear, decantar. Completar

o volume total a 1 litro com agua destilada, deixar repousar

uma semana e decantar. Conservar em vidro escuro com rolha

esmerilada.

Solucao de cloreto de mercurio

Cloreto de mercurio............cceeeevvevveeevnnnnnns 2,59
Agua destilada...........c.ccceeeveeveerenennnnn. 100,0mL
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Solucdo de hidroxido de potassio

Hidréxido de potassSio........ccceeeeeeeeeeeeennnn. 15,09
Agua destilada...........c..coeeveverieennnnen. 100,0mL

Serdo dissolvidos 5,0g de iodeto de potassio em 5,0mL de agua
destilada, adicionando, gradativamente, os 10,0mL da solucdo de cloreto de
mercurio, com cuidado para que o precipitado, inicialmente formado seja dissolvido.
Apobs o resfriamento, serdo adicionados 30,0mL da solucéo de hidroxido de potassio
e agua destilada até completar o volume de 100mL. Depois de decantado, o
sobrenadante sera acondicionado em fraco ambar e armazenado na geladeira. Este

reativo serd utilizado para deteccao qualitativa de amdnia a partir da arginina.





