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Resumo

RESUMO

Os objetivos deste estudo foram avaliar, a partir do momento da colonizagao inicial
da cavidade bucal de criangas por S. mutans e S. sobrinus, a diversidade e a estabilidade de
gendtipos destas espécies, assim como investigar a ocorréncia de transmissdo vertical de
mae para filho e/ou horizontal entre criangas que compartilham o mesmo ambiente. Os
voluntdrios foram 16 pares mae-filho, onde as criangas foram acompanhadas por 19,2
meses em média (menor e maior periodo de acompanhamento, foram, respectivamente 14,8
e 24,7 meses). Amostras foram coletadas bimestralmente de quatro sitios distintos: saliva,
dorso da lingua, rodete gengival e placa bacteriana (quando da presenca de dentes).
Amostras de saliva das maes foram coletada em uma tnica ocasido. As amostras foram
cultivadas sob condicdes adequadas em meio de cultura MSB (mitis salivarius
bacitracina). Em cada colheita foram isoladas col6nias com morfologia tipica, as quais
foram identificadas pela técnica da reacdo em cadeia da polimerase (PCR). O perfil
genético dos isolados identificados como S. mutans e S. sobrinus foi analisado pela técnica
de reacdo em cadeia da polimerase usando primers arbitrarios (AP-PCR), utilizando-se os
primers arbitrarios OPA-02 e OPA-13. Os resultados mostraram que no momento da
aquisicdo, as criancas avaliadas estavam colonizadas por 1 a 4 genétipos distintos de S.
mutans (n=16 criangas) e apenas 1 genétipo de S. sobrinus (n=12 criangas). Ocorreu
transmissdo vertical de S. mutans e de S. sobrinus em 13 e 5 dos 16 pares avaliados,
respectivamente. Entretanto, ndo se detectou ocorréncia de transmissao horizontal entre as
criangas que compartilhavam o mesmo ambiente. Na avaliacdo longitudinal observou-se
um aumento do nimero de genétipos que colonizavam a cavidade bucal das criangas, sendo
que alguns genotipos de S. mutans e S. sobrinus permaneceram estaveis € outros, idénticos
ou ndo aos da made, foram adquiridos. Conclui-se que ocorreu estabilidade e também
rotatividade de genétipos de S. mutans e S. sobrinus na cavidade bucal de criangas durante
o periodo avaliado; e que a principal fonte das espécies avaliadas foi a maternal, porém,

rotas de transmissdo alternativas parecem existir.
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Abstract

ABSTRACT

The aims of this study were to evaluate the genotypic diversity and stability of S.
mutans and S. sobrinus strains isolated from children oral cavity at time of initial
acquisition; and analyze the pattern of vertical transmission of these bacteria from mother
to their child among children attending public nursery schools. The subjects were mother-
child pairs, and the children were monitored through 19.2 mean months (the smaller and the
higher follow-up examination time were 14.8 and 24.7 months, respectively). Samples of
four different sites (saliva, tongue dorsum, gengiva, and dental plaque, if teeth were
present) were collected bimonthly. Saliva samples from the mothers were collected once.
The samples were isolated and cultivated in MSB medium (agar mitis salivarius with
bacitracina). Typical morphotype colonies were isolated and submitted to amplification by
the technique of polymerase chain reaction (PCR) for identification. The arbitrarily primed
polymerase chain reaction (AP-PCR) method was performed with two arbitrary primers,
OPA-02 and OPA-13, for the genotypic characterization of S. mutans and S. sobrinus. At
the time of acquisition, the children harbored between 1 to 4 distinct genotypes of S.
mutans (n=16 children) and only 1 genotype of S. sobrinus (n=12 children). The presence
of matching genotypes of S. mutans and S. sobrinus in 13 and 5 from 16 mother-child pairs,
respectively, suggested vertical transmission. No horizontal transmission has observed
since no matching of S. mutans and/or S. sobrinus genotypes was observed between
children attending the same nursery. This longitudinal study showed an increase in
genotypic diversity in the oral cavity of children S. mutans and S. sobrinus genotypes, that
were or not similar to the mothers have persisted during follow-up and newly strains were
also acquired. In conclusion, S. mutans and S. sobrinus stability and turnover occur in
children oral cavity during this study; and the major source of this microorganism was

maternal, however alternative transmission sources may exist.
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Introdugdo

1. INTRODUCAO

Streptococcus mutans e Streptococcus sobrinus sao as espécies bacterianas mais
comumente relacionadas a iniciagdo e progressao da cdrie dentdria (HAMADA & SLADE,
1980; LOESCHE, 1986). Conhecimentos sobre aquisi¢cao, colonizacdo, estabilidade e a
identificacdo das rotas de transmissdo dessas espécies podem ser essenciais no
planejamento de medidas preventivas da cérie.

Estudos de tipagem fenotipica e/ou genotipica t€ém mostrado que as cepas de S.
mutans e S. sobrinus transmitidas as criancas podem ser provenientes principalmente da
mae, ou de outros individuos que mantenham contato com a crian¢a durante as atividades e
habitos didrios, ou mesmo provir do ambiente em que a crianga vive (LI & CAUFIELD,
1995; van LOVEREN et al., 2000; REDMO EMANUELSSON & THORQVIST, 2000;
MATTOS-GRANER et al., 2001b; KLEIN et al., 2002). Vérias espécies bacterianas que
sdo transmitidas colonizam a cavidade bucal transitoriamente, entretanto, se encontrarem
uma superficie favordvel para sua aderéncia podem ter a sua colonizacdo efetivada
(SOCRANSKY & MANGANIELLO, 1971).

Estudos sobre a diversidade genotipica de isolados de estreptococos grupo mutans
relatam diferentes nimeros de gendtipos detectados, variando de 1 a 5 gendtipos diferentes
por crianca (KULKARNI et al., 1989; CAUFIELD & WALKER, 1989; ALALUUSUA et
al., 1996; KREULEN et al., 1997; GRONRROS et al., 1998; REDMO EMANUELSSON
et al., 1998; KOZAl et al., 1999; MATTOS-GRANER et al., 2001b; KLEIN et al., 2002).

Entretanto, entre os diversos estudos ndo hd uma homogeneidade em relacdo ao
periodo de acompanhamento da colonizagdo por esses microrganismos e, nao existe

também uma concordancia entre o nimero de gendtipos encontrados em relacdo a idade da

13



Introdugdo

crianca das criancas avaliadas. A existéncia de grande diversidade genotipica nas espécies
S. mutans e S. sobrinus pode resultar na colonizacdo da cavidade bucal por cepas com
diferentes caracteristicas de viruléncia (KOHLER & KRASSE, 1990), assim como
diferentes origens (MATTOS-GRANER et al., 2001b; KLEIN et al., 2002).

A estabilidade genotipica seria a permanéncia de determinado gendtipo colonizando
um nicho especifico, no caso a cavidade bucal, por um determinado periodo de tempo.
Contudo, existem poucos relatos na literatura a respeito de estabilidade de genétipos de
estreptococos grupo mutans (CAUFIELD & WALKER, 1989; ALALUUSUA et al., 1994;
REDMO EMANUELSON & THORNQVIST, 2000, KLEIN et al., 2002). Tem sido
sugerido que as cepas que colonizam a cavidade bucal podem se manter estdveis por
diversos anos, embora alguns genétipos detectados inicialmente podem nio ser novamente
isolados anos mais tarde (CAUFIELD & WALKER, 1989; ALALUUSUA et al., 1994,
REDMO EMANUELSON & THORNQVIST, 2000). Um dado importante a ser
investigado seria se gendtipos de estreptococos grupo mutans transmitidos pelas maes a
seus filhos permanecem por mais tempo na cavidade bucal das criancas do que gendtipos
adquiridos de outras fontes.

Para a andlise da estabilidade genotipica de S. mutans e S. sobrinus faz-se
necessario conhecer quais 0s gendtipos que iniciam a colonizacdo da cavidade bucal, desta
forma justificando o uso de uma técnica de genotipagem e o rastreamento epidemioldgico
longitudinal. Ainda, um acompanhamento freqiiente da coloniza¢do das criancas por estes
microrganismos, pode identificar os fatores bacterianos importantes para a colonizagdo da
cavidade bucal de bebés por este grupo de microrganismos e, ajudar no estabelecimento de

medidas preventivas.
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Revisdo de Literatura

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Estreptococos grupo mutans e carie dental

O grupo mutans de estreptococos orais € constituido por sete espécies:
Streptococcus cricetus, S. downei, S. ferus, S. macacae, S. mutans, S. rattus e S. sobrinus
(WHILEY & BEIGHTON, 1998). Esta classificacdo € baseada em diferencas nas
caracteristicas genéticas, antigénicas e bioquimicas. Dentre as espécies desse grupo, S.
mutans € S. sobrinus sdo isolados com maior freqiiéncia da placa dental e estdo fortemente
associados a carie dentaria humana (HAMADA & SLADE, 1980; LOESCHE, 1986;
LINDQUIST & EMILSON, 1991a; SEOW, 1998).

Estudos epidemioldgicos t€m relatado a prevaléncia de S. mutans e S. sobrinus na
cavidade bucal humana, sendo que a freqiiéncia de isolamento de S. mutans na placa dental
€ maior do que a de S. sobrinus (van PALENSTEIN HELDERMAN, 1983; LOESCHE,
1986;NAPIMOGA et al., 2001; MATOS NASCIMENTO et al., 2001; STIPP et al., 2002).
Entretanto, num numero seleto de individuos, foi reportada uma elevada freqiiéncia de S.
sobrinus (LINDQUIST, 1991). Ainda, poucos estudos relataram isolar apenas S. sobrinus
como unica espécie de estreptococos grupo mutans, € individuos que albergavam ambos S.
mutans e S. sobrinus tendem a apresentar contagens maiores de estreptococos grupo mutans
na saliva do que individuos que albergam apenas S. mutans (KOHLER et al., 1988).

A viruléncia dessas espécies estd diretamente relacionada a capacidade de
metabolizacdo da sacarose em polissacarideos intra e extracelulares (relacionados com
aderéncia), sua capacidade acidogénica e acidirica, bem como producdo de mutacinas, que

sdo proteinas antibacterianas (bacteriocinas) capazes de inibir o crescimento de outras
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bactérias genética e ecologicamente relacionadas; sua sintese também pode estar
diretamente relacionada com a transmissdo de S. mutans, favorecendo a formacdo e
manutencdo da placa cariogénica na superficie dentdria (JACOB et al., 1953; HIROSE et
al., 1993; GRONROOS et al., 1998).

A cérie € uma doencga infecciosa e transmissivel (KEYES, 1960; CAUFIELD, 1997)
de origem multifatorial, que € caracterizada pela desmineralizacdo dos tecidos nao
descamantes que compdem o corpo dental, em decorréncia de um desequilibrio da
microbiota residente da cavidade bucal pela presenca freqiiente de carboidratos
fermentaveis (MARSH, 1991; NYVAD, 1993; BOWDEN & EDWARDSSON, 1995).
Fenomeno este potencializado em um hospedeiro susceptivel, cujos fatores que contribuam
para a desorganizacdo (BUISCHI & AXELSSON, 1997) ou a “neutralizacdo” (SEOW,
1998) da placa dentdria cariogénica acumulada sobre a superficie dentdria ndo estejam
sendo eficientes.

Embora se acredite que a atividade de cdrie na denticdo decidua seja diretamente
dependente do aumento nos niveis de estreptococos grupo mutans e do seu estabelecimento
precoce na cavidade bucal (KOHLER et al., 1988; FUIIWARA et al., 1991), em um grupo
minoritdrio de criancas colonizadas por estes estreptococos, uma reducao subseqiiente dos
niveis bucais destes microrganismos parece estar acompanhada ao nao desenvolvimento da
doenca (MATTOS-GRANER et al.,, 2001a). Além disso, estreptococos grupo mutans
podem ser detectados em altos niveis até mesmo em criancas livres de carie (CARLSSON
et al., 1985; MATEE et al., 1993; MATTOS-GRANER et al., 2001a).

O desenvolvimento do biofilme dental ocorre em duas fases distintas. Durante a

primeira fase, proteinas de superficie bacteriana interagem com o hospedeiro ou com
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produtos bacterianos adsorvidos a superficie dentdria. Na segunda fase, um biofilme se
forma com bactérias acumuladas pela coagregacdo com a mesma espécie ou com outras
espécies e producdo de uma matriz polissacaridica extracelular (KOLENBRANDER,
2000). Estreptococos grupo mutans expressam algumas adesinas importantes na
colonizag¢do inicial dos dentes (DEMUTH et al., 1990), entretanto, ndo sdo considerados
bons colonizadores primdrios dos dentes uma vez que ha outros estreptococos orais que
apresentam adesinas de maior afinidade a pelicula adquirida, tais como Streptococcus
sanguis, Streptococcus mitis, Streptococcus gordonii e Streptococcus oralis
(KOLENBRANDER & LONDON, 1993). As espécies S. mutans e S. sobrinus secretam
vdrias proteinas extracelulares que podem estar envolvidas na colonizacdo de superficies
orais, sendo importantes na segunda fase do desenvolvimento do biofilme dental e em
atividades metabdlicas que levam a iniciagdo da lesdo de cdrie dentdria (HAMADA &
SLADE, 1980; LOESCHE, 1986). Elas incluem glicosiltransferases, frutosiltransferases,
dextranases, frutanases, proteinas ligantes de glucano e proteinas associadas a parede —
receptores de superficie SpaP (também conhecidos como Pac, antigeno I/II, B, P1, SR
MLS-1 e IF) e antigeno A associado a parede - WapA (AJDIC et al., 2002).

A sacarose serve como substrato para diversas enzimas extracelulares que
sintetizam polimeros importantes na colonizacdo e na patogénese da cdrie. Alguns dos
polimeros sintetizados a partir da sacarose promovem a aderéncia e acimulo bacteriano na
superficie dentdria. Outros polimeros fornecem uma fonte de carboidratos para o
metabolismo durante periodos de escassez de nutrientes. A importancia dos polissacarideos

7

extracelulares de S. mutans na cariogenicidade € suportada por pesquisas que mostram
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redu¢do na viruléncia em mutantes incapazes de sintetizar aqueles polimeros

(SCHROEDRER et al., 1989; MUNRO et al., 1991; YAMASHITA et al., 1993).

2.2. Aquisicao e colonizacao de estreptococos grupo mutans

A colonizagdo da cavidade bucal do ser humano se inicia durante o nascimento e a
sucessao de bactérias continua por toda a vida (BOWDEN & EDWARDSSON, 1995).
Criangas com um ecossistema bucal em desenvolvimento sdo particularmente susceptiveis
a colonizacdo bacteriana. A aderéncia de microrganismos as diferentes superficies que
ocorre de um modo seletivo € o evento inicial na colonizagdo bacteriana (GIBBONS,
1984). O numero de células bacterianas viaveis e sua habilidade de aderéncia sdo pré-
requisitos fundamentais para o sucesso da colonizacdo microbiana (GIBBONS & van
HOUTE, 1971; 1975). Na cavidade bucal, somente as superficies mucosas (palato, rodete
gengival, dorso de lingua, mucosa jugal) estdo susceptiveis a coloniza¢do durante os
primeiros meses de vida. Apos o irrompimento dos dentes, ocorre um aumento significativo
do numero de sitios disponiveis para a aderéncia (sulco gengival ou bolsa e superficies
duras dos dentes ou de materiais restauradores). As bactérias nao se aderem somente as
superficies bucais, mas também a outras bactérias, formando comunidades multigenéricas
onde o padrdo de relacdo especifica influencia sua composicio e estabelecimento
(KOLENBRANDER & ANDERSEN, 1986). As bactérias encontradas na saliva constituem
c€lulas bacterianas desalojadas provenientes dessas superficies (GIBBONS et al., 1964;
DENEPITIYA & KLEINBERG, 1982).

Interacdes entre diferentes espécies bacterianas, que podem inibir ou estimular o

crescimento de outras bactérias, também exercem uma influéncia significante na
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composi¢do e estabilidade da microbiota bucal (LOESCHE, 1968; GRENIER &
MAYNARD, 1986; WYSS, 1989). A presenca ou auséncia de espécies antagonistas e 0s
patégenos invasores pode determinar o status de satide ou doenca (HILLMAN et al., 1985;
SOCRANSKY et al., 1988).

Ao nascimento, 0s estreptococos grupo mutans nio estdo presentes na cavidade
bucal da crianca (DASANAYAKE et al., 1993), podendo estabelecer-se no momento em
que a erup¢do do primeiro dente deciduo ofereca condicdes propicias para seu
desenvolvimento, devido ao estabelecimento do novo micro-ambiente de superficie dura e
ndo descamante (BERKOWITZ et al., 1975; BOWDEN & EDWARDSSON, 1995;
BERKOWITZ, 1996). Existem relatos da presenca destes microrganismos em amostras de
saliva coletadas de criancas edéntulas (EDWARDSSON & MEJARE, 1978; WAN et al.,
2001; FLORIO et al., 2002; TANNER ef al., 2002), no entanto para que a colonizacdo seja
persistente € necessdria a presenca de superficies que ndo descamem, como as oferecidas
ap6s a erupcdao dentiria (BERKOWITZ et al., 1975; CAUFIELD et al., 1993;
BERKOWITZ, 1996). Um maior nimero de dentes irrompidos parece aumentar a
freqiiéncia de isolamento de estreptococos grupo mutans (CATALONATO et al., 1975;
FUJIWARA et al., 1991).

Sugere-se que o sucesso na coloniza¢do da cavidade bucal da crianga apresenta
grande dependéncia da magnitude de inoculagdo (KORESTEIN et al., 1995). O nivel de
estreptococos grupo mutans na saliva da mae (BERKOWITZ et al., 1981; BERKOWITZ,
1996) e a freqiiéncia de inoculagdo direta ou indireta (KRASSE, 1967; AALTONEN &
TENOVUO, 1994) apresentam relacdo diretamente proporcional com o nivel de infec¢ao

infantil. Além disso, a precocidade da erupc¢do dos dentes deciduos torna a crianga mais
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susceptivel a aquisicdo de estreptococos grupo mutans (LI & CAUFIELD, 1995) pelo
estabelecimento precoce do ambiente propicio para a colonizacao efetiva.

A época em que ocorre a infec¢do por estreptococos grupo mutans € importante
para prevencao da doenca cérie, porém, diferencas nas populacdes estudadas e nas andlises
microbiolégicas podem contribuir para taxas de detec¢do diversas dessas espécies.
CAUFIELD et al. (1993) observaram, através de método de cultura, que a aquisi¢do inicial
de estreptococos grupo mutans por 82,6% das criancas da amostra de seu estudo (38/46),
ocorreu em um periodo delimitado denominado “janela de infectividade” entre os 19° e 31°
meses de vida (26° de vida em média). Este periodo apresentou coincidéncia com a erupgao
dos molares deciduos, cujas superficies oclusais retentivas favorecem a colonizagdo por
estreptococos grupo mutans. Este fato também foi observado em estudos com modelos
animais (SCHUSTER et al., 1978; OOSHIMA, 1988), tendo sido demonstrada uma relagao
entre a emergéncia dos dentes posteriores deciduos e a suscetibilidade da colonizagdo.
Entretanto, contrariando estes achados, o estudo de WAN et al. (2001), também utilizando
o método de cultura, detectou a presenca de S. mutans em 60% das 172 criangas
desdentadas, com 6 meses de idade, e confirmou seus resultados numa segunda avaliacdao
microbioldgica realizada 3 meses apds a primeira. J4, o estudo de TANNER et al. (2002),
utilizando a técnica de checkerboard DNA probe, detectou a presenca de S. mutans e S.
Sobrinus em 72% das 171 criancas, com idade menor que 18 meses.

Uma avaliacio da prevaléncia de estreptococos grupo mutans em criangas
brasileiras com 12 a 31 meses de idade e residentes em Piracicaba (SP), mostrou que 70,8%
das criangas ja estavam infectadas antes dos 19 meses de idade (MATTOS-GRANER et al.,

1998). Corroborando com estes resultados, dados parciais de um estudo que vem sendo
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realizado para a verificagdo da “janela de infectividade” em criancas de 4 a 28 meses de
vida da mesma cidade apresentam como resultados preliminares a média de infeccao
persistente entre 0 15° e o 16° més de vida (FLORIO et al., 2002), 0 que comprova que a
época de contaminagdo por estes microrganismos pode variar de acordo com caracteristicas
epidemioldgicas, sociais e culturais da populacdao estudada (ALALUUSUA, 1991;

HOROWITZ, 1998).

2.3. Transmissibilidade de estreptococos grupo mutans

A nocao de que a mae € a fonte principal da transmissdo de microrganismos orais
para os seus filhos foi inicialmente sugerida por KEYES (1960) através da utilizagdo de
modelos animais, onde verificou-se que o microrganismo responsavel pelo inicio do
processo carioso era transmitido vertical e diretamente entre as geracoes, de individuos
infectados para aqueles ndo infectados (TANZER, 1995; CAUFIELD, 1997). Desde entao,
estudos vém sendo realizados buscando embasar esta afirmacao.

Os estudos para o conhecimento das vias de infeccdo baseados em indicadores de
saude dental tais como indices de cdrie e contagens de estreptococos cariogénicos
sugeriram que a via mais provavel de transmissdo dessas bactérias ocorria nos pares mae-
filho, infantes e/ou adolescentes (KOHLER & BRATTHAL, 1978; van HOUTE et al.,
1981; KOHLER er al., 1983; ZICKERT et al., 1983; KOHLER e al., 1984; BROWN et
al., 1985; ALALUUSUA et al., 1989a; ALALUUSUA et al., 1989b; MATEE et al., 1992;
AALTONEN & TENOVUO, 1994; ANTHONY & MUNSHI, 1997), embora existam
variagdes em diferentes grupos étnicos (KORESTEIN ez al., 1995; CAUFIELD, 1997). Um

estudo mais recente (THORILD et al., 2002) procurou estabelecer a prevaléncia e a
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possivel relacdao da colonizagdo bucal por S. mutans em pares mae-filho (criangas com 18
meses e 3 anos de idade), sustentando através de seus resultados o conceito de transmissao
vertical, enfatizando a importancia dos componentes dietéticos e justificando medidas
preventivas primdrias de acdo direta nas maes com altos niveis de colonizagcdo por S.
mutans.

Além de estudo com indicadores de saide dental, outros parametros t€ém sido
investigados para determinar a ocorréncia de similaridade entre cepas de estreptococos
grupo mutans isoladas de pares de maes-filhos, tais como sorotipagem (BERKOWITZ et
al., 1975), os padroes de bacteriocinas (BERKOWITZ & JORDAN, 1975; ROGERS, 1980;
DAVEY & ROGERS, 1984) a caracterizacdao genotipica de plasmideos e cromossomos
celulares intrapares maes-filhos (CAUFIELD et al., 1988; LI & CAUFIELD, 1995).

Dentre os estudos, utilizando caracteristicas fenotipicas de isolados bacterianos, a
avaliacdo do perfil de producio de mutacinas por isolados de pares mae-filho tem sido uma
das ferramentas empregadas para o estudo da transmissibilidade de estreptococos grupo
mutans. O primeiro trabalho nesta linha de pesquisa foi realizado por BERKOWITZ &
JORDAN (1975), onde verificaram que o padrdao de producdo de mutacinas analisado em
120 cepas S. mutans era semelhante entre 4 pares de mae-filhos, indicando a transmissao
maternal desta espécie. Posteriormente, ROGERS (1980) verificou, através da
bacteriocinotipagem, que membros de mesma familia compartilhavam de cepas S. mutans
com o mesmo padrdo mutacinogénico; ainda, foram examinados isolados das criancas que
compartilhavam o mesmo ambiente na classe da escola e os resultados obtidos mostram a

ndo ocorréncia de transmissao entre elas.
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GRONROOS et al. (1998), analisaram o nivel de atividade de bacteriocinas
(mutacinas) e a produgdo por S. mutans isolados da cavidade bucal de 19 pares mae-filho,
sendo que as criancas possuiam de 18 meses a 3 anos de idade. Ainda, foi avaliada por 2
anos a estabilidade da atividade mutacinogénica de cepas isoladas de maes e de criangas
com 5 anos de idade ndo relacionadas (que nao mantinham contato entre si). Um total de
145 cepas de estreptococos grupo mutans orais foram submetidos a sorotipagem,
ribotipagem e mutacinotipagem. Foi observado que 88% das cepas produziram mutacina
contra mais de 1 das 14 cepas indicadoras, representadas por estreptococos grupo mutans,
Streptococcus sanguinis, S. salivarius, S. oralis, S. gordonii e S. pyogenes. As cepas de S.
mutans mostraram maior atividade inibitéria do que as cepas de S. sobrinus. Ribotipos
idénticos tiveram perfil de atividade mutacinogénica similar dentro de um mesmo
individuo, tanto inicialmente quanto na avaliagdo apds o acompanhamento por 2 anos. As
maes albergavam um total de 37 ribotipos diferentes. Nao foram isolados S. mutans de 6
criancas. Segundo os autores, € provavel que tenha ocorrido transmissao em 9 dos 20 pares,
com base na presenca de cepas idénticas, como determinado por ribotipagem e
mutacinotipagem. As cepas de S. mutans, compartilhadas entre a made e sua crianca,
mostraram atividade inibitéria de amplo espectro, se comparadas as cepas que ndo foram
transmitidas. Em conclusdo, a atividade mutacinogénica de isolados clinicos foi
razoavelmente estdvel e este fator de viruléncia visto como sendo de importancia clinica na
colonizacdo inicial por S. mutans.

Num estudo de van LOVEREN et al. (2000) foi avaliada a similaridade dos perfis
de atividade de bacteriocinas de estreptococos grupo mutans em familias em que as

criancas foram colonizadas entre 5 e 11 anos de idade. Previamente, tinha sido mostrado
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que a janela de infectividade para estreptococos grupo mutans estd entre as idades de 19 a
31 meses (CAUFIELD et al. 1993), onde muitas criancas adquirem estreptococos grupo
mutans transmitidos por suas maes. Entretanto, parte das criangas que escapam desta janela
adquirem estreptococos grupo mutans numa idade posterior. Neste grupo, é esperado uma
transmissdo maternal menos prevalente. Doze familias foram selecionadas aleatoriamente a
partir de um grupo de criangas de 11 anos de idade, o qual era conhecido por ter adquirido
estreptococos grupo mutans durante a faixa etdria de 5 anos. Foram isoladas
aproximadamente 30 cepas de estreptococos grupo mutans a partir da saliva das maes, pais
e criangas. Todos os isolados foram testados pela técnica de mutacinotipagem, contra 21
cepas indicadoras. Em 7/12 pares mae-filho os perfis de produgcdo de bacteriocinas
encontrados foram similares. Nos 8 pares pai-filho foram encontrados perfis de
similaridade somente em duas ocasides, em que todos os trés (pai, mde e crianca)
albergavam cepas com perfis similares. Em 4/8 pares pai-méie foram encontrados perfis de
producdo de bacteriocina similares. Neste estudo, também se observou a transmissao entre
casais em 50% (4/8) das familias estudadas. Os resultados mostram que mesmo quando
uma crianca adquire estreptococos grupo mutans apds a idade de 5 anos, podem existir
similaridades entre estreptococos grupo mutans da mae, do pai e da crianca, sugerindo
transmissao entre membros da mesma familia.

Portanto, a comparacdo de bidtipos de S. mutans entre diferentes individuos
permitiu a identificacdo das maes como a principal fonte de infeccdo destas espécies
(BERKOWITZ & JORDAN, 1975; DAVEY & ROGERS, 1984; MASUDA et al., 1985),

N

embora nem todos os mutacindtipos maternos tenham sido transferidos a crianga
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(ROGERS, 1980; BERKOWITZ & JONES, 1985; GRONROOS et al, 1998; van
LOVEREN et al., 2000).

Com o intuito de utilizar marcadores epidemiolégicos menos sujeitos a
interferéncia técnica e, mais sensiveis, foram executados estudos de andlise plasmidial em
S. mutans. CAUFIELD et al. (1982) propuseram que o plasmideo criptico pVA318
(MACRINA et al., 1977) podia ser empregado como marcador epidemioldgico, pois o
mesmo € encontrado somente em cerca de 13% das cepas de S. mutans. Aqueles autores
obtiveram que 40% das cepas plasmideo-positivas isolados de criancas apresentavam
homologia com cepas isoladas de membros de suas familias (pais, irmdos e tios),
demonstrando a manuten¢do e transmissdo dessas cepas nas familias. Posteriormente,
CAUFIELD et al. (1988) empregaram o mesmo sistema num nimero de amostras maior
que o utilizado anteriormente, buscando o polimorfismo para um segundo plasmideo
criptico pUA140 (CAUFIELD et al., 1985). Esses autores obtiveram que os diferentes
plasmideos permaneciam conservados em cepas de S. mutans provenientes de grupos
raciais especificos, possivelmente evoluindo com os mesmos. Outro dado relevante foi que
cepas plasmideo-positivas obtidas a partir de criancas apresentavam alta correlagdo com
cepas isoladas de suas maes, reforcando a teoria da transmissd@o maternal.

Com o advento da biologia molecular, outras ferramentas se tornaram disponiveis
para a tipagem bacteriana. Os estudos através de genotipagem de estreptococos grupo
mutans também indicam que a transmissdo de bactérias da mae para o filho € a principal
rota para a aquisi¢do primdria - transmissao vertical (KULKARNI et al., 1989; CAUFIELD
& WALKER, 1989; LI & CAUFIELD, 1995; ALALUUSUA et al., 1996; KOZAI et al.,

1999; REDMO EMANUELSSON et al., 1998; LI et al., 2000; KLEIN et al., 2002).
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Entretanto, a deteccao de gendtipos em criangas diferentes e que nao foram encontrados nas
maes ou outros membros da familia indicam que estreptococos grupo mutans podem ser
também adquiridos a partir de outras rotas - transmissdo horizontal (REDMO
EMANUELSSON et al, 1998; KOZAI et al., 1999; REDMO EMANUELSSON &
THORQVIST, 2000; MATTOS-GRANER et al., 2001b; KLEIN et al., 2002).

KULKARNI et al. (1989) objetivando empregar um método mais sensivel e
reprodutivel, que pudesse ser aplicado universalmente a todas as cepas, optaram pela
utilizacdo da técnica de andlise por enzima de restricao - REA (restriction enzyme analysis)
para a determinacdo de genétipos em 396 cepas de S. mutans, incluindo isolados de 58
individuos e 19 cepas de cada membro de 5 familias (com idades e origens culturais e
regionais diversas). Estes autores observaram que existe uma tendéncia de se encontrar
determinados genétipos de S. mutans disseminados entre membros de uma familia, sem
contudo, se excluir a possibilidade da ocorréncia de outros genétipos extrafamiliares em
alguns membros dessas familias. Ainda, este trabalho relatou que a freqiiéncia de
isolamento dos gendétipos intrafamiliares € superior a dos gendtipos extrafamiliares,
indicando que os primeiros sdo possivelmente os que colonizam os dentes anteriormente, o
que levaria a sua predomindncia numérica. Esta tltima observacdo havia sido sugerida por
outros autores (KRASSE er al., 1967, DAVEY & ROGERS, 1984; CAUFIELD et al.,
1988).

Outro estudo utilizando o método genotipico através da andlise do padrio de
restricdo (REA) foi realizado por CAUFIELD & WALKER (1989). Nesse estudo foram
utilizados isolados de S. mutans provenientes de 3 pares mae-filho obtidos no momento em

que as criancas foram colonizadas pela primeira vez por esta bactéria (idade média de 14,7
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meses; 10 isolados por individuo). Os resultados encontrados indicaram que cepas de S.
mutans encontradas nas criancas exibiram perfil de restricio semelhante aquele encontrado
nas respectivas maes, suportando a no¢do de que as maes transmitem S. mutans aos seus
filhos.

Entretanto, para complementar os dados acima, o mesmo grupo de pesquisa ampliou
o nimero de pares mae-filho para fornecer dados mais precisos. Assim, o estudo de LI &
CAUFIELD (1995) determinou a universalidade de gendtipos de estreptococos grupo
mutans entre maes e seus filhos no periodo inicial de aquisicdo. As bactérias orais de 34
pares mae-filho foram monitoradas desde o nascimento até 3 anos de idade da crianca, com
intervalos de aproximadamente 3 meses. Para genotipagem foram analisados 9 isolados por
individuo através de andlise por REA. Gendtipos de estreptococos grupo mutans em bebés
apresentaram-se idénticos aos genotipos presentes nas maes em 71% dos pares mae-filho
estudados. Ainda, os gendtipos detectados nas meninas mostravam concordancia com os
gendtipos detectados nas suas mies 6 vezes maior que aqueles detectados nos meninos e
suas maes. Além disso, verificaram que criancas negras apresentavam concordancia com os
gendtipos detectados nas suas maes 5 vezes maior do que aqueles detectados em criangas
brancas e suas respectivas maes. Este trabalho ndo relatou o nimero de gendtipos
detectados nas criangas. A homologia de genétipos entre maes e seus filhos a partir de
colonizagdo inicial sugere fortemente que cepas de estreptococos grupo mutans foram
transmitidas da mae para seu filho, sugerindo um possivel papel do sistema imune da
crianca na selecdo de qual tipo de microrganismo teria condi¢des para a colonizagdo, com

preferéncia aos derivados da mae.
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Em 1996, ALALUUSUA et al., investigaram a diversidade genotipica através de
ribotipagem de 3 a 13 isolados de estreptococos grupo mutans da placa dental em 12
criancas de 1,5 a 3 anos de idade (6 criancas com cdrie de mamadeira e 6 criangas livres de
carie) e da saliva das maes. Concluiram que em ambos os grupos de criangas, as maes
provavelmente sejam o maior curso de infeccao por estreptococos grupo mutans.

A andlise por REA da distribuicao intrafamilial de genétipos de estreptococos grupo
mutans, em 11 familias chinesas incluindo mae, pai e uma crianga com 3 anos de idade,
realizada por REDMO EMAUELSSON & WANG (1998) mostrou um padrao diferente
daquele relatado para familias ocidentais. Em 4 (36,36%) familias as maes possuiam os
mesmos gendtipos detectados em suas criancas; em 3 familias foram os pais que possuiam
os mesmos gendtipos detectados em suas criangas (27,27%); em 2 (18,18%) familias todos
os individuos albergavam gendétipos idénticos; em 1 (9,1%) familia apenas os pais
compartilhavam genétipos idénticos; e, na ultima familia nenhum dos membros possuia
gendtipos similares (9,1%). Portanto, ocorreu transmissao intrafamilial em 7/11 (63,63%)
das familias analisadas.

Porém, essa tendéncia de infec¢do primdria intrafamilial ndo foi observada num
estudo posterior realizado por REDMO EMANUELSSON et al. (1998) utilizando a técnica
de genotipagem por REA. Estes avaliaram a similaridade de isolados de estreptococos
grupo mutans (S. mutans e S. sobrinus) em 25 familias suecas, incluindo 25 criangas com 3
anos de idade, suas mdes e 18 pais. Os autores encontraram que, em apenas 11 familias, os
3 membros estavam colonizados por estreptococos grupo mutans, sendo 5/11 casos de
ocorréncia de genétipos extrafamiliares nas criancas, contra 6/11 casos de ocorréncia

simultdnea de um mesmo gendtipo nas criangas e nas maes. Dessas 6 criancas, 5
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albergavam apenas 1 gendtipo (também encontrado na mae) e 1 crianga albergava 2
gendtipos, sendo 1 da mée e o outro de fonte desconhecida. Ainda, nenhuma das criancas
albergava gendtipos detectados nos seus pais, embora dois tercos dos mesmos possuia
niveis alto ou muito alto de estreptococos grupo mutans. Portanto, estes resultados sugerem
que as criangas podem adquirir estreptococos grupo mutans tanto da familia quanto de
pessoas fora da familia.

Ressalta-se que KOZAI et al. (1999), também utilizando a técnica de REA
analisaram 1.908 isolados obtidos da placa dental de 76 individuos de 20 familias (20
casais e 36 de seus filhos, dos quais 12 eram criangas em idade pré-escolar e 18 em idade
escolar), resultando na identificacdo de 144 genétipos dos quais 114 (79,17%) eram S.
mutans € 30 (20,83%) eram S. sobrinus. Entre 1 a 4 gen6tipos foram detectados a partir de
cada individuo, e uma média de 2 a 7 genétipos foram detectados para cada familia. Entre
os 70 gendtipos detectados nas criangas 36 (51,4%), sendo 28 de S. mutans e 8 de S.
sobrinus, também foram isolados da mae e 22 (31,4%), sendo 11 de S. mutans e 11 de S.
sobrinus, eram semelhantes aqueles isolados dos pais das mesmas. Os outros 13 gendtipos
de S. mutans ndo correspondiam aqueles isolados dos pais. Também foram encontrados
gendtipos homologos entre os casais. Estes resultados demonstram que pais e outras
pessoas bem como as maes podem ser rotas de transmissao de S. mutans e S. sobrinus.

O estudo de LI et al. (2000) analisou a fidelidade de transmissdo de estreptococos
grupo mutans e correlacionou amamentacdo em 48 familias chinesas incluindo maes
(n=48), pais (n=42) e criangas com 2 a 3 anos de idade (n=50), das quais 27 eram meninos
e 26 eram meninas. As criancas deste estudo freqiientavam duas creches. Um total de 710

isolados foi obtido de 46 maes, 36 pais e 39 criancas (em média 4-6 isolados por
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individuo). Os resultados encontrados mostram que 66% (n=38) das criangas albergavam
estreptococos grupo mutans, 70% foram amamentadas, e 46% revelaram-se cérie-ativas. A
andlise dos isolados por REA revelou que das 38 criangas colonizadas por estreptococos
grupo mutans apenas 44,7% (17/38) possuiam genétipos similares aos detectados nas maes
(42,1% eram meninas, e 47,4% eram meninos). Entre as criangas que albergavam genétipos
idénticos aos detectados nas maes, 88% foram amamentadas e contra 12% das criangas que
ndo foram amamentadas (p=0,03). As criangas que foram amamentadas por mais de 9
meses em sua maioria albergava gendtipos idénticos aos encontrados na mae (p=0,04) e
apresentaram maior experiéncia de carie (ceo-d=4,4) aos 3 anos de idade comparadas
aquelas criancas que foram amamentadas por menos de 9 meses (ceo-d=1,4; p=0,04). Estes
dados sugerem que amamentacdo, especialmente por periodos prolongados, pode ser
relacionada com a fidelidade de transmissdo e que pode contribuir para uma elevada
prevaléncia de cdrie. Estes autores sugeriram que a menor fidelidade de transmissdo de
maes para filho na populagdo chinesa em relacdo a populagdo americana por eles estudada
(LI & CAUFIELD, 1995), sendo 44,7% e 71%, respectivamente, pode ser atribuida ao fato
das criancas terem menor contato com suas maes bioldgicas, por freqiientarem creches,
durante o periodo da janela de infectividade, sugerido por CAUFIELD et al. (1993).

Poucos estudos desta natureza foram realizados na populacdo brasileira.
SPOLIDORIO e al. (2001) utilizaram a técnica de AP-PCR para a identificacdo
intrafamilial de S. mutans em 22 familias e os dados obtidos de que 3 pais, 7 maes e 12
irmaos contribuiram para a transmissao de S. mutans para os bebés, demonstraram que uso
desta técnica pode ser 1til na deteccdo do polimorfismo entre os isolados e estabelecimento

do grau de similaridade intrafamilial entre os mesmos.
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Em adicdo, MATTOS-GRANER et al. (2001b) avaliaram a diversidade de
estreptococos grupo mutans em criangas de bercédrios de creche pela técnica de AP-PCR.
Foram avaliadas 35 criangas com idade entre 12 e 30 meses, e obtidos 76 isolados, dos
quais 74 eram S. mutans e 2 eram S. sobrinus (1 ou mais isolados por crianca). Vinte e
quatro criancas tiveram 1 ou mais isolados de S. mutans testados e apresentaram 1 ou mais
gendtipos de S. mutans. Estes autores verificaram a presenca de gendtipos iguais de S.
mutans entre 2 criancas que compartilhavam o mesmo ambiente numa creche, sugerindo
transmissao horizontal deste microrganismo.

Em estudo realizado por KLEIN et al. (2002) com pares mae-filho, verificou-se, no
momento da aquisicdo, que as criangas avaliadas estavam colonizadas por 1 a 3 clones
distintos, 0s quais na sua maioria eram geneticamente idénticos aos isolados das maes.
Sugerindo, porém, que outras rotas de transmissdo podem existir.

Em resumo, a coincidéncia de gendtipos de estreptococos grupo mutans em pares
mae-filho descrita na literatura varia de 24% a 71%, possivelmente refletindo variacdes
culturais e comportamentais relacionadas ao tipo e intensidade de contatos salivares entre
maes e filhos (CAUFIELD, 1997), e principalmente a grande variedade de técnicas
utilizadas para deteccao de diversidade genotipica, assim como a populacdo alvo e nimero
de isolados. Ainda, pode estar associado a variagdes na suscetibilidade individual das
criancas, incluindo o periodo denominado “janela de infectividade”, erupcao dos molares, a
acdo de fatores salivares inespecificos e do sistema imunolégico de mucosas (CAUFIELD,

1997).
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2.4. Diversidade de genétipos de S. mutans e S. sobrinus em criancas

A diversidade genotipica de espécies de S. mutans e S. sobrinus provavelmente
resulta na colonizacdo dental por gendtipos com diferentes caracteristicas de viruléncia
(CAUFIELD, 1997). Ainda, no ambiente oral, a aquisicdo de fragmentos de DNA a partir
de organismos diferentes (plasmideos, transposons) ou de novos tracos através de
mutacdes, podem alterar os microrganismos em relacdo ao seu gendtipo e/ou fendtipo
(SOLOMON & GROSSMAN, 1996; BOWDEN & HAMILTON, 1998).

No estudo realizado por KULKARNI et al. (1989), nimero de gendtipos detectados
por REA em criangas variou conforme a idade das criangas. Criangas com 14, 9, 8 e 6 anos
de idade albergavam 3, 1, 5 e 3 gendétipos diferentes, respectivamente. Entretanto,
CAUFIELD & WALKER (1989) avaliando o nimero de gendtipos através de REA em 3
familias, encontraram apenas um unico genétipo nas criancas (14,7 meses de idade em
média) no momento em que S. mutans foi detectado pela primeira vez na placa dessas
criangas.

Num estudo posterior realizado por LI & CAUFIELD (1995) em que relata a
fidelidade de aquisicdo de gendtipos de estreptococos grupo mutans pelas criancas a partir
de suas mdes no momento em que as criancas mostraram-se colonizados por este
microrganismo nao ha relato do ndmero de genétipos detectados no momento da aquisi¢ao.

Em 1996, ALALUUSUA et al. investigaram a diversidade genotipica através de
ribotipagem de 3 a 13 isolados de estreptococos grupo mutans da placa dental em 12
criancas de 1,5 a 3 anos de idade (6 criancas com cdrie de mamadeira e 6 criangas livres de
cérie) e da saliva das maes. Os resultados deste estudo mostram que criangas com cdrie de

mamadeira, expostas a um consumo freqiiente de sacarose, possuem uma alta propor¢ao de
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estreptococos grupo mutans na placa e 4 delas estavam colonizadas por mais de um ribotipo
(2 ribotipos), enquanto as criangas livres de cérie possuem uma menor propor¢do de
estreptococos grupo mutans na placa e apenas 1 delas possuia mais de 1 ribotipo. Maes de
criancas com cdrie de mamadeira possuiam niveis e nimeros similares de ribotipos de
estreptococos grupo mutans na saliva aos apresentados pelas maes das criangas livres de
carie. Este estudo concluiu que criangas com cédrie de mamadeira ndo estdo apenas
pesadamente colonizadas por estreptococos grupo mutans, mas também freqlientemente
colonizadas por mais de um gendtipo. Nestas criangas para a aquisicdo de tais gendétipos, o
consumo freqiiente de actcar pode ter um papel importante. A sacarose facilita o aumento
de niveis de estreptococos grupo mutans na placa dental, pois a partir deste carboidrato tais
microrganismos sintetizam glicanos que favorecem sua aderéncia e acimulo na placa
dental (HAMADA & SLADE, 1980; LOESCHE, 1986).

KREULEN et al. (1997) também compararam criangas com e sem cdrie de
mamadeira dentro da mesma familia (n=7) e suas maes em relacdo ao nimero e gendtipos
de S. mutans. Ambas as criancas de cada familia apresentavam histérico de uso de
mamadeira. Trinta ou mais isolados de S. mutans foram analisados por AP-PCR. Foi
encontrado apenas 1 gendtipo em cada crianga com cérie de mamadeira (da lesdo de cérie
dos incisivos, dos sitios ndo cariados nos molares, e da lingua), a idade destas criangas
variou de 3,0 a 4,8 anos. As criangas sem cdrie apresentavam uma maior variacio no
nimero de gendtipos, pois elas albergavam de 2 a 5 clones tanto na placa dental dos
incisivos quanto dos molares; a idade destas criangas variou de 4 a 10 anos. O estudo de
KREULEN et al. (1997) encontrou um nivel de deteccao de 90%, refletindo uma relagao

inversa entre o nimero de genétipos de S. mutans e cérie de mamadeira. Isto sugere que
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possa ocorrer uma selecao de genétipos de S. mutans mais virulentos quando a homeostasia
da cavidade bucal estd perturbada, possivelmente devido ao baixo pH oral. Estes resultados
diferem daqueles encontrados por ALALUUSUA et al. (1996).

REDMO EMANUELSSON et al. (1998) utilizando a técnica de genotipagem por
REA avaliaram isolados de estreptococos grupo mutans em 11 criangas de familias suecas,
com idade aproximada de 38 meses. Nove criangas albergavam apenas 1 genétipo e 2
criangas albergavam 2 gendtipos distintos.

KOZALI et al. (1999), também utilizando a técnica de REA, analisaram isolados de
estreptococos grupo mutans em 36 criangas chinesas (12 eram criancas em idade pré-
escolar e 18 em idade escolar). Esses autores encontraram de 1 a 3 gendtipos distintos em
cada crianca, sendo que 7 criancas albergavam apenas 1 genétipo, 24 criancgas albergavam
2 e 5 criangas albergavam 3 genétipos distintos.

Outro estudo também analisou gendtipos de estreptococos grupo mutans através de
REA em 50 criancas chinesas com 2 a 3 anos de idade (LI et al., 2000). Este estudo apenas
forneceu a média de 1,5 gendtipos encontrados em todas as criangas nesta faixa etdria.

GRONROOS & ALALUUSUA (2000) avaliaram a diversidade e o padrio de
colonizagdo de estreptococos grupo mutans intraindividuo, utilizando um total de 50
amostras de sitios obtidas a partir de 7 criancas cdrie-ativas, com idade entre 3 e 7 anos.
Cinco dessas criangas também contribuiram com amostras de saliva. Dos 7 voluntarios,
foram isolados 90, 74, 81, 53, 83, 103 e 114 cepas representadas por S. mutans e S.
Sobrinus. Estas cepas foram submetidas a analise por AP-PCR. As criangas albergavam de
1 a 4 gendtipos de estreptococos grupo mutans — duas criangas albergavam apenas 1

gendtipo, 3 criangas albergavam 2 gendtipos, 1 crianca albergava 3 gendtipos e uma crianca
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albergava 4 genétipos diferentes. Em 3 das 7 criancgas, a distribuicao dos genétipos de S.
mutans diferiu dependendo do sitio dentdrio, sugerindo que estreptococos grupo mutans
podem colonizar de maneira seletiva sitios especificos de tecido duro. Amostragem de
saliva foi eficiente para o isolamento de estreptococos grupo mutans, porém nao revelou
necessariamente todos os genétipos presentes. Portanto, para a andlise qualitativa da
colonizagdo por estreptococos grupo mutans € necessdrio coletar-se amostras de multiplos
sitios da cavidade bucal, para a obtencdo de uma microbiota mais representativa.

MATTOS-GRANER et al. (2001b) avaliaram a diversidade de estreptococos grupo
mutans em criancas de bercdrios de creche pela técnica de AP-PCR. Foram obtidos 76
isolados (74 de S. mutans e 2 de S. sobrinus) de 35 criancas com idade entre 12 e 30 meses,
dentre os quais foram detectados 1 ou mais gendtipos por crianga. Sendo que apenas 1
crianca albergava 3 gendtipos e 6 criangas albergavam 2 gendtipos distintos. Ainda,
observaram uma ndo associacdo entre diversidade genotipica de estreptococos grupo
mutans e idade, nimero de dentes erupcionados, nivel de estreptococos grupo mutans ou
prevaléncia de carie (MATTOS-GRANER et al., 2001b).

Entretanto, ainda ndo estdo disponiveis dados de estudos de diversidade genotipica
de estreptococos grupo mutans no momento de aquisicio dos mesmos pelas criangas
brasileiras. O conhecimento de tais dados forneceria subsidios para a compreensdo da
dindmica da microbiota em desenvolvimento e implementacdo de medidas preventivas no

futuro.
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2.5. Estabilidade de genétipos bacterianos na infancia

Métodos de tipagem genotipica e/ou fenotipica sdo necessarios para determinar a
estabilidade de diferentes linhagens de espécies bacterianas. Alguns estudos mostraram que
a heterogeneidade de gendtipos € muito alta em pioneiros comensais da cavidade bucal,
como o S. mitis (FITZSIMMONS et al.,1996) e Prevotella melaninogenica (KONONEN et
al., 1994). Entretanto, uma heterogeneidade intraindividual limitada € encontrada entre as
espécies que colonizam a cavidade bucal mais tardiamente, tais como Actinobacillus
actinomycetemcomitans, Prevotella intermedia, P. nigrescens e P. pallens (ALALUUSUA
etal., 1993).

Uma vez estabelecidas, as espécies bacterianas tendem a persistir na cavidade bucal
das criancas (CARLSSON et al., 1970a; CARLSSON et al., 1970b; KONONEN et al.,
1999). Utilizando método de cultivo e contagem de unidades formadoras de colonia (UFC),
LUCAS et al. (2000) investigaram em duas ocasides, com intervalo de aproximadamente 4
meses, a prevaléncia de estreptococos na cavidade bucal de 33 criancas (5 a 16 anos de
idade). Esses autores, comparando as proporcdes de 9 espécies de estreptococos orais,
relataram que esta microbiota em termos de espécie permaneceu estdvel, sendo que as
espécies predominantes nas duas colheitas foram S. salivarius, S. oralis e S. mitis.

Entretanto, em termos de gendtipos, a taxa de alternancia ou rotatividade parece ser
alta no inicio da infincia, devido a natureza do desenvolvimento da microbiota oral
(KONONEN, 2000). Dentre mais de 600 cepas de S. mitis (biovar 1) isoladas de duas
familias, incluindo dois bebés, coletadas 4 vezes com intervalo de 3 meses, alguns
gendtipos foram encontrados em adultos mas ndo em bebés nas diferentes colheitas

(HOHWY, 1997). Em outro estudo usando 11 pares mae-filho, com acompanhamento por 2
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anos, mostrou-se que todas as cepas de Prevotella melaninogenica isoladas, exceto uma,
foram reveladas como novas cepas durante o inicio da infincia, enquanto a colonizagdo de
P. melaninogenica foi mostrada como sendo de notdvel estabilidade em adultos
(KONONEN et al., 1994). Em contraste, um outro estudo demonstrou a permanéncia de
gendtipos de A. actinomycetemcomitans que foram isolados principalmente de adolescentes
ou adultos que apresentavam periodontite (SAARELA et al., 1999). Portanto, espécies
bacterianas diferentes podem ter uma dindmica populacional diferenciada. Provavelmente,
a transmissdo de gendtipos bacterianos diferentes entre individuos resulta pelo menos em
uma colonizacdo transitéria principalmente em individuos com ecossistemas orais em
desenvolvimento ou instdveis (KONONEN, 2000).

Para estreptococos grupo mutans os estudos de estabilidade iniciaram-se com
ROGERS (1975). Este autor avaliou, através de mutacinotipagem, isolados de seis
individuos examinados em 3 momentos distintos com intervalos de 6 meses, estes
apresentaram 0 mesmo mutacinétipo em todas as colheitas, sugerindo a estabilidade da
populacdo desse microrganismo na cavidade bucal. Além de verificar a ocorréncia de
transmissdo maternal de S. mutans num primeiro momento, ROGERS (1980), realizou
colheitas apds 2-3 meses, encontrando em alguns casos 0 mesmo mutacinétipo. Este achado
confirma as suspeitas do estudo realizado anteriormente pelo mesmo autor (1975).

O estudo realizado por DAVEY & ROGERS (1984), utilizando
bacteriocinotipagem para o estudo de transmissdo intrafamilial de S. mutans, também
mostrou que bidtipos detectados numa colheita inicial foram novamente detectados em
nova colheita realizada apds 6 meses, sugerindo estabilidade desta espécie na cavidade

bucal de criancas e suas maes.
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Existem poucos relatos na literatura tratando da estabilidade de genétipos de
estreptococos grupo mutans em criangas, € estes sugerem que as cepas que iniciam a
colonizacdo da cavidade bucal tendem a se manter estdveis por diversos anos, embora
alguns genétipos detectados inicialmente podem ndo ser novamente isolados anos mais
tarde (CAUFIELD & WALKER, 1989; ALALUUSUA et al., 1994; REDMO
EMANUELSON & THORNQVIST, 2000, KLEIN et al., 2002). Esta linha de pesquisa
pouco explorada, parece ser de fundamental importancia para o melhor entendimento da
dinamica de colonizacdo da cavidade bucal humana por este grupo de microrganismos tao
importantes no desenvolvimento da cérie dental.

Em 1989, KULKARNI et al. avaliaram isolados de S. mutans de uma familia em 2
momentos: numa primeira colheita e em outra colheita realizada 6 meses depois. Na
primeira colheita cada um dos pais albergava um tnico gendtipo e, 6 meses depois o0s
isolados apresentavam o mesmo perfil de restricio, demonstrando assim estabilidade desses
gendtipos. A crianca dessa familia ndo estava colonizada por S. mutans.

CAUFIELD & WALKER (1989) realizaram o primeiro estudo sobre a estabilidade
de genétipos de S. mutans na cavidade bucal de criangas utilizando o método genotipico de
andlise do padrao de restricio (REA). Esse estudo utilizou isolados de S. mutans
provenientes de 1 par mae-filho obtidos no momento em que a crianga foi colonizada pela
primeira vez por esta bactéria (14,7 meses de idade). Os resultados obtidos indicaram que
neste par a crianca aparentemente adquiriu apenas um Unico genétipo da mae, e que este
ficou conservado na cavidade bucal dessa crianga por um periodo de 3 anos. A mae
originalmente albergava 3 gendtipos distintos, e dois deles foram conservados por 3 anos e

um deles foi perdido ou nao detectado na segunda avaliacdo. Portanto, os isolados 3 anos
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ap6s a primeira colheita mostraram um perfil semelhante ao encontrado pela primeira vez,
mantiveram-se estaveis na cavidade bucal das criangas.

O estudo realizado por ALALUUSUA et al. (1994) avaliou a distribuicao de
sorotipos e ribotipos de estreptococos grupo mutans isolados de 7 criancas com 5 anos de
idade acompanhadas até 10 ou 12 anos de idade sendo realizadas duas colheitas, e no total
foram analisados 51 cepas. Os ribotipos encontrados eram dnicos para cada crianca. Em 5
criancas somente 1 ribotipo e sorotipo (c, e ou f) foi encontrado. Em uma crianca 2
sorotipos (c e f) foram encontrados na primeira colheita e somente 1 sorotipo (c), na Gltima
colheita. Em uma tnica crianga o mesmo sorotipo nio foi encontrado nas duas colheitas —
na primeira (sorotipo €) e na ultima (sorotipo ¢). Em todas as criancas exceto uma, 0s
ribotipos foram idénticos aos encontrados 5-7 anos mais tarde. Esses resultados sugerem
que, na idade de 5 anos, a infeccdo por S. mutans ja estd estabilizada e as cepas
colonizadoras mantém-se permanentes.

Outros dois estudos realizados por REDMO EMANUELSON ef al. (1998) e
REDMO EMANUELSON & THORNQVIST (2000), objetivando analisar a estabilidade
de gendtipos de S. mutans e S. sobrinus avaliou 11 familias suecas (pais e filhos) em duas
ocasides: colheita das amostras numa primeira etapa, onde as criancas apresentavam-se
com 3 anos de idade (REDMO EMANUELSON et al., 1998), e a segunda colheita
realizada 2 a 5 anos apds a primeira (REDMO EMANUELSON & THORNQVIST, 2000).
Para a andlise genotipica o DNA dos isolados de S. mutans e S. sobrinus foi tratado com
enzima de restricdo. Comparando o DNA fingerprinting dos estreptococos grupo mutans na
primeira e na colheita posterior, 9 criancas albergavam 1 ou 2 gendtipos similares nas duas

ocasides em que foram realizadas as amostragens; 2 criangas restantes tinham perdido 1
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gendtipo cada e 1 delas tinha adquirido 2 novos gendétipos. Todos os adultos apresentavam
1 a 2 gendtipos idénticos aqueles encontrados na primeira colheita; 9 adultos também
perderam 1 gendtipo; 4 desses 9 adultos e ainda 4 dos outros adultos, apresentaram 1 ou 2
novos genoétipos. Seis pares mae-filho compartilhavam 1 gendtipo na primeira colheita e
este padrdo permaneceu o mesmo em 5 pares até o final do estudo. Esses resultados
sugerem que gendtipos de estreptococos grupo mutans t€ém um grau de coeréncia em
criancas entre 3 e 8 anos de idade, bem como em adultos, indicando a persisténcia
(estabilidade) de cepas na cavidade bucal dos mesmos. Ainda, os resultados obtidos
indicam que alguns individuos podem adquirir e/ou perder genétipos clones de S. mutans
e/ou S. sobrinus.

Entretanto, varios estudos (CAUFIELD & WALKER, 1989; ALALUUSUA et al.
1994; REDMO EMANUELSON & THORNQVIST, 2000) tém considerado um intervalo
entre a primeira colheita e a segunda relativamente grande de 2 anos no minimo, pode-se
considerar tal intervalo de tempo propicio a reinfeccdo da cavidade bucal das criangas

estudadas.

2.6. Métodos para analise genotipica
Métodos moleculares de tipagem possuem um maior poder discriminatério e
confiabilidade quando comparados aos métodos tradicionais baseados na mensuracdo de
propriedades fenotipicas, uma vez que os métodos genotipicos avaliam DNA do
microrganismo estudado (SAARELA et al., 1996).
A determinacdo se duas cepas de bactérias sdo idénticas ou ndo depende de

comparagdes de caracteristicas fenotipicas e/ou genotipicas. Um método de genotipagem de
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cepas bacterianas é comumente referido como fingerprinting de DNA cromossomico (LI &
CAUFIELD, 1998).

S. mutans e S. sobrinus apresentam heterogeneidade genética intra-espécies quando
sao empregados técnicas e métodos para tipagem tais como andlise por endonucleases de
restricdo (REA), polimorfismo de tamanho de fragmento de restricao (RFLP), reacdo em
cadeia da polimerase usando primers arbitrarios (AP-PCR) e eletroforese de campo pulsado
(PFGE) (SAARELA et al., 1996; LI & CAUFIELD, 1998; JORDAN & LeBLANC, 2002).
Os diferentes métodos de tipagem genotipica empregados para isolados clinicos tém
mostrado 1 até 10 tipos clonais de estreptococos grupo mutans em um mesmo individuo
(ALALUUSUA et al., 1996; ROSA et al., 2001; GONCALVES et al., 2002; MATOS
NASCIMENTO et al., 2002).

A técnica de AP-PCR ou RAPD foi desenvolvida simultanea e independentemente
por dois grupos de pesquisa (WELSH & McCLELLAND, 1990; WILLIAMS et al., 1990).
Os dois termos sdo amplamente aplicados, sendo que RAPD significa “DNA polimérfico
amplificado ao acaso” (random amplified polymorphic DNA, em inglés) e AP-PCR, “PCR
com primer arbitrario” (arbitrarily primed PCR, em inglés). Na técnica de AP-PCR,
segmentos de DNA do organismo estudado sdo amplificados utilizando-se um ou mais
primers de seqiiéncia arbitrdria em condi¢cdes de menor adstringéncia. A principal
vantagem da técnica de AP-PCR € que ndo € necessdrio um conhecimento prévio da
seqliencia de DNA da espécie bacteriana em estudo. Esta técnica € relativamente facil e
rapida para ser realizada. Os resultados encontrados por SAARELA et al. (1996) indicam

que a técnica de AP-PCR tem uma boa habilidade discriminatéria para diferenciar
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gendtipos de estreptococos grupo mutans € que esta técnica € apropriada para estudos
epidemioldgicos envolvendo este grupo bacteriano.

LI & CAUFIELD (1995) analisaram fingerprinting de DNA cromossdmico através
de anélise por endonucleases de restricdo (REA) de isolados de estreptococos grupo mutans
para estudar a transmissao intrafamilial desta bactéria. Posteriormente, LI & CAUFIELD
(1998) utilizaram e avaliaram um método de reacdo em cadeia da polimerase usando
primers arbitrdrios (AP-PCR) para caracterizagdo genotipica de estreptococos do grupo
mutans. Os resultados obtidos foram comparados com os resultados obtidos a partir de
fingerprinting de DNA cromossdmico por REA, e verificou-se que AP-PCR demonstrou
menor diversidade do que a andlise por REA. Em seguida estes autores testaram a
concordancia entre REA e AP-PCR em determinar similaridade genotipica entre 21 cepas
de estreptococos grupo mutans provenientes de 10 pares mae-filho, e 5 cepas de
estreptococos grupo mutans obtidas de pais. Os valores do Teste Kappa demonstraram
concordancia de 0,88. Portanto, esse estudo concluiu que AP-PCR, que gerou padrdes de 8
a 12 amplicons (primer OPA-02), é capaz de distinguir cepas de estreptococos grupo
mutans dentre individuos ndo relacionados. Além disso, AP-PCR pode distinguir tanto
homogeneidade e heterogeneidade de gendtipos de estreptococos grupo mutans entre pares
mae-filho. Sobretudo, LI & CAUFIELD (1998) encontraram que AP-PCR fornece
resultados compardveis aqueles obtidos por fingerprinting de DNA cromossdmico por
REA.

A técnica de AP-PCR foi utilizada por SPOLIDORIO et al. (2001) para a
identificacdo intrafamilial de S. mutans em 22 familias brasileiras e os dados obtidos

demonstraram que o uso desta técnica pode detectar polimorfismo entre os isolados e
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estabelecer o grau de similaridade intrafamilial dos mesmos. Esta mesma técnica também
foi utilizada por MATTOS-GRANER et al. (2001) para avaliar o polimorfismo de
estreptococos grupo mutans isolados da cavidade bucal de criangas brasileiras.

Os dados descritos na presente revisdo de literatura apresentam lacunas em diversos
aspectos da colonizagdo por S. mutans e S. sobrinus. Existem divergéncias quanto as taxas
e rotas de transmissdo destes microrganismos; em relacdo a diversidade de gendétipos de S.
mutans € S. sobrinus no momento da aquisi¢cdo inicial e sua estabilidade durante a
coloniza¢do da cavidade bucal das criangas nas diferentes populacdes estudadas. Deste
modo, sd0 necessdrias mais pesquisas neste campo para se estabelecer um conhecimento

mais concreto do perfil de coloniza¢do na populacio brasileira.

43



44



Proposigdo

3. PROPOSICAO
Através da revisao de literatura, verifica-se que ha variacdo na fonte de infeccao, na
diversidade e estabilidade de genétipos de S. mutans e de S. sobrinus. Deste modo, este
trabalho de tese foi realizado com o objetivo de verificar:
e a ocorréncia de transmissdo vertical entre pares mae-filho, e de transmissdo
horizontal entre as criangas que compartilham o mesmo ambiente;
e a diversidade de gendtipos na crianga no momento da aquisi¢do inicial e durante
rastreamento epidemioldgico longitudinal;
e a estabilidade dos gendtipos adquiridos (permanéncia na cavidade bucal durante o

periodo médio de acompanhamento por 19,2 meses).
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4. METODOLOGIA

Para o desenvolvimento da pesquisa foram selecionados isolados de S. mutans e S.
sobrinus provenientes de diferentes sitios da cavidade bucal de 16 pares mae-filho
acompanhados longitudinalmente — Comité de Etica em Pesquisa #57/2000 (ANEXO 1)
(FLORIO et al., 2002). Os isolados, armazenados a —70°C em meio BHI glicerol a 20% na
bacterioteca do Laboratério de Microbiologia e Imunologia da FOP/UNICAMP, foram
analisados através da técnica de AP-PCR (Comité de Etica em Pesquisa #099/2002)
(ANEXO 2). Os isolados processados compreendem um periodo médio de
acompanhamento por 19,2 meses, sendo que o menor e o maior periodo de

acompanhamento foram 14,8 e 24,7 meses, respectivamente.

4.1. Obtencao dos isolados de S. mutans e S. sobrinus

4.1.1. Selecao dos voluntarios

Inicialmente, foram examinados 280 pares-mae filho, selecionados de forma aleatoria
em 8 creches municipais da cidade de Piracicaba, SP (FL()RIO et al., 2002). Destes, foram
selecionados 33 pares com base nos seguintes critérios de inclusdo e exclusdo. Os critérios
de inclusao foram: 1) maes com idade entre 18 e 35 anos; nivel sécio econdmico entre C e
E (SPOLIDORIO, 1997); nio apresentando mais do que 4 dentes posteriores ausentes ou
excessiva necessidade de tratamento restaurador e/ou periodontal; ndo estivessem fazendo
ou tenham feito uso de nenhuma substancia antimicrobiana ou imunosupressora ha pelo
menos trés meses antes do inicio do estudo; residentes hd pelo menos dez anos na cidade de

Piracicaba. Além de apresentarem contagens salivares para estreptococos grupo mutans
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acima de 10° UFC/mL. 2) filhos na faixa etaria de 6 (= 2 ) meses de vida; matriculados em
bercarios de creches municipais da cidade de Piracicaba (S.P.); cujos primeiros dentes
deciduos ndo estavam erupcionados e que também ndo estivessem fazendo ou tenham feito
uso de antimicrobianos ou imunosupressores. Quanto aos critérios de exclusiao além do ndo
enquadramento nos itens anteriores, foram excluidos da pesquisa voluntdrios com deficiéncia
mental, pacientes com doencas que impedissem o didlogo e o entendimento das instru¢des
(FLORIO et al., 2002).

A partir dos 33 pares miae-filho selecionados por FLORIO er al. (2002), foram
utilizados no presente estudo 16 pares de mae-filho, cujas criancas estavam na faixa etéria de
6 (2 ) meses de vida, de ambos os sexos, matriculadas em creches municipais -EMEIS- da
cidade de Piracicaba (SP). Cidade abastecida com dgua potavel fluoretada (0,7 ppm F) desde
1971, em cujo CPOD para criancas de 12 anos apresenta um valor médio igual a 1,7
(KOSLOWSKI, 2002) considerado baixo segundo a classificagdio da OMS (1993).
Autorizacdo para a realizacdo do estudo em questdo foi solicitada aos responsdveis tanto
pela Secretaria de Saide e Educacdo da cidade de Piracicaba (SP) quanto pelas creches
envolvidas no estudo. Ainda, obteve-se a assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido das maes, para a inclusdo das mesmas e de seus filhos no estudo.

Os 16 pares mae-filho voluntdrios foram acompanhados por um periodo de 19,2
meses (FLORIO et al., 2002). Foram realizadas avaliacdes bimestrais microbiolégicas e

clinicas.
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4.1.2. Procedimentos realizados nos voluntarios

Através de exames realizados na creche, informacdes referentes a condicao bucal
inicial da made e da crianca foram obtidas (FLORIO, M.E.) (FLORIO et al., 2002). Nas
criancas, foram realizadas colheitas microbioldgicas bimestrais além da verificacdo da
qualidade de higiene bucal. Para as maes, foram agendadas semestralmente consultas
odontolégicas realizadas no consultério localizado no Laboratério de Cariologia (da drea de
Odontologia Preventiva e Saude Publica, localizado no prédio da Escola Técnica da FOP —

UNICAMP) para acompanhamento das condicdes clinicas e colheitas microbioldgicas.

4.1.2.1. Estabelecimento das condicoes bucais iniciais e acompanhamento

Previamente a realizacdo dos exames clinicos nos voluntdrios do estudo, houve um
treinamento da examinadora responsavel (FL()RIO, M.F.), envolvendo a discussao tedrica
dos critérios, codigos e técnicas referentes aos exames realizados. Os exames foram
realizados em 4 mulheres e 4 pré-escolares ndo participantes do estudo, na mesma
populacdo e nas mesmas condi¢des. Tanto na fase de calibracdo, quanto na de
reprodutibilidade, realizada uma semana apds o exame inicial, o erro intra-examinador
apresentou-se dentro de um padrio estatistico aceitivel (Kappa > 0,85) (LANDIS &
KOCH, 1977).

Através de exames clinicos realizados nas creches para as criancas € no consultorio
odontoldgico para as maes, foram obtidas informagdes referentes a condi¢ao bucal inicial dos
voluntérios.

As maes foram submetidas a verificacdo da condi¢cdo periodontal - indice de higiene

oral simplificado (GREENE e VERMILLION, 1964) e da histdria passada e atual de carie
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através do indice CPOD (KLEIN et al., 1938), e tiveram suas cavidades bucais adequadas,
sendo que as voluntdrias que necessitaram de tratamentos endododnticos, cirurgias periodontais
e extracOes dentdrias foram encaminhadas para a clinica de graduagdo ou foram
acompanhadas no plantdo de urgéncias da Faculdade de Odontologia de Piracicaba
(UNICAMP).

Durante as consultas odontoldgicas as maes receberam as Instru¢des para Educacio
em Saude Bucal, envolvendo os conceitos relacionados a transmissibilidade da carie dentaria e
a importancia da manutengdo da saide bucal e da transferéncia de habitos sauddveis de
higiene e alimentacdo para a crianga. Instrucdes de higiene bucal (uso correto do fio dental e
escovacdo melhorada nos locais em que a higiene estava deficiente, através da coloracdo da
placa bacteriana) foram realizadas na frente de um espelho nas consultas necessdrias para a
adequacdo. Kits de higiene compostos por escovas de dente para cada residente da casa e um
folheto ilustrativo direcionado para criancas edéntulas foram entregues na primeira consulta.

A cada dois meses as criancas foram submetidas ao exame clinico da cavidade bucal
e também foram realizadas colheitas microbioldgicas: colheita de saliva/placa da crianga .

Com a ajuda das agentes de saide, a cada 2-3 meses, um novo kit de higienizacio
bucal foi entregue para as maes, acompanhado do folheto ilustrativo direcionado as criangas
cujos dentes ja estavam erupcionados e de um bilhete relatando a qualidade da higiene bucal
verificada no dia da visita de acompanhamento, objetivando-se a motivac@o para a melhora ou

um reforcamento positivo em situagdes de higiene adequada.
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4.1.3. Procedimentos microbiolégicos

4.1.3.1. Colheita da amostra para analise microbioldgica

Nas criangas, a colheita de saliva foi realizada através da utilizacdo de swabs
esterilizados conforme metodologia utilizada por DASANAYAKE et al. (1993). Enquanto
a crianca permaneceu edéntula, foram trés os sitios de colheita: regido sublingual, dorso da
lingua e rodetes gengivais. A partir da erup¢do do primeiro dente, verificada nas colheitas
de acompanhamento, foi realizada também a colheita da placa bacteriana de todos os dentes
irrompidos além dos trés sitios acima citados. Como protocolo, um swab foi delicadamente
passado em cada um dos sitios, por 10 segundos para a completa saturagdo do algodao.
ApOs a colheita os swabs tiveram suas pontas imediatamente cortadas e depositadas no
interior de tubos eppendorf contendo solu¢do salina 0,9% que foram, por sua vez,
devidamente codificados e armazenados na geladeira de transporte em banho de gelo.

A saliva integral da mae foi coletada, no momento em que a primeira colheita da
crianga mostrou-se positiva para S. mutans e/ou S. sobrinus, em um tubo com rosca
esterilizado, conforme a metodologia proposta por TENOVUO & LAGERLOF (1995). A
voluntdria estava em jejum de uma hora antes da colheita, além de nao ter fumado ou
realizado exercicio fisico. O fluxo salivar foi estimulado através da mastigacdo de um
pedaco de parafina (Parafilm®; 4 X 2 cm), durante 1 minuto quando a saliva formada foi
desprezada. Em seguida iniciou-se a colheita em um dispositivo’ previamente autoclavado.

ApOs a obtencdo de aproximadamente 2 mL de saliva estimulada, o conjunto ponteira/papel

" Adaptou-se uma ponteira de 1000 ul com a ponta cortada em um tubo de ensaio com tampa de
rosca. O conjunto é entdo envolvido com um pedago de papel aluminio, o que possibilitou que durante a
colheita, ndo houvesse contato entre a rosca do tubo e os ldbios e/ou dedos da voluntdria.
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aluminio foi cuidadosamente removido. O tubo foi flambado, codificado e devidamente

acondicionado em banho de gelo.

4.1.3.2. Processamento do material coletado:

Logo ap6s o término da colheita, as amostras foram imediatamente transportadas ao
laboratorio de Microbiologia (FOP/UNICAMP), num periodo maximo de 2 horas.

Visando a obtenc¢do de uma suspensdo uniforme, submeteu-se as amostras a 60
segundos de vibragdo em um agitador de tubos (Phoenix - AT 56), para posterior diluicao
em série decimal de 10! a 10'4, em solug¢do salina 0,9%.

Em seguida, procedeu-se a inoculacdo das amostras. Para o cultivo dos
estreptococos grupo mutans, aliquotas de SulL de cada diluicdo foram inoculadas em
duplicata em placas de Petri (5 x 2 cm), contendo 5 mL de meio dgar Mitis Salivarius com
bacitracina 200 U/L, 15% de sacarose e telurito de potéssio a 1% - MSB (GOLD et al.,

1973).

4.1.3.3. Isolamento Bacteriano

ApOs incubagdo, a 37°C por 48 horas em atmosfera com pCO, de 10% (Water-
Jacked CO; Incubators/Cole Parmer Instruments — USA), havendo crescimento positivo nas
placas inoculadas com amostras das criancas, até 30 colonias de morfologia caracteristica
foram isoladas das placas inoculadas com amostras de todos sitios, sendo proporcional o
nimero de isolados obtidos de cada sitio. Observou-se neste momento, além da morfologia
celular, a producdo de enzima catalase através do gotejamento de peréxido de hidrogénio a

3% sobre uma coldnia de cada tipo morfoldgico depositada sobre uma lamina de vidro. A
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prova foi considerada positiva quando ocorreu o desprendimento de bolhas
(WHITTENBURY, 1964). A morfologia celular também foi examinada microscopicamente
em esfregacos das culturas coradas pelo método de Gram. Apenas células que apresentaram
morfologia colonial e celular tipica de estreptococos grupo mutans € que apresentaram
resultado negativo na prova de producdo de enzima catalase foram isoladas.

As coldnias com tais caracteristicas foram transferidas individualmente para tubos
contendo 3 mL de caldo de infusdo de cérebro e coracdo (BHI) e incubadas em condicdes
Otimas para seu desenvolvimento celular (37°C, 10% CO,). Apds o crescimento bacteriano,
aliquotas de 500 pL. do subcultivo foram armazenadas a -70°C em BHI-Glicerol 20%, para
andlises posteriores. A pureza dos isolados armazenados foi conferida através de coloragao
pelo método de Gram.

Seguindo 0 mesmo protocolo anteriormente descrito, 15 colonias com morfologia

tipica foram isoladas das placas inoculadas com a saliva das maes nas colheitas realizadas.

4.1.3.3. Identificacdo por PCR

Para obten¢do do DNA bacteriano, os isolados conservados a -70°C em BHI-
Glicerol, foram reativados em meio BHI e incubados a 37°C por 24 horas em atmosfera
com pCO, de 10% . Apds o crescimento bacteriano, as células foram centrifugadas (10.000
r.p.m./2 mim). Apds o descarte do sobrenadante, o precipitado foi lavado com 800 pL de
tampao TE (10mM Tris-HCI, 1ImM EDTA, pH 8,0). Apds agitacdo e nova centrifugacio
nas mesmas condi¢des, as células foram ressuspendidas e lavadas por mais duas vezes, para
entdo serem submetidas a um banho de fervura por 10 minutos em 100uL de TE

(modificado de SAARELA et al., 1996). Apos centrifugacdo (10.000 r.p.m./10 seg) e
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transporte do sobrenadante para outro tubo tipo eppendorf obteve-se as amostras de DNA.
A concentracdo de DNA foi calculada medindo a absorbancia a 260nm (GENESYS 10uv,
Spectronic Unicam), e as amostras também foram submetidas a eletroforese em gel de
agarose para verificar as condi¢des de degradacdo das mesmas. Aliquotas destas amostras
de DNA (extratos celulares) foram conservadas a —20°C, para posterior utilizagdo nos
experimentos de AP-PCR.

As amostras de DNA foram submetidas a Reacdo de Polimerizacio em Cadeia
(PCR) para confirmacdo molecular da identidade de S. mutans e, posteriormente, de S.
sobrinus na presenga de pares primers especificos para a por¢do do gene correspondente a

glicosiltransferase (g#/B de S. mutans, gtfl de S. sobrinus) listados na TABELA 1.

TABELA 1: Primers utilizados para identificacdo S. mutans e de S. sobrinus pela técnica

de PCR (OHO et al., 2000):

Espécie Primes: Seqiiéncia Posicdo

S. mutans  GTFB-F: 5°- ACT ACA CTT TCG GGT GGC TTG G - 3’ (517 pb)
GTFB-R: 5’- CAG TAT AAG CGC CAG TTT CAT C -3’
S. sobrinus  GTFI-F: 5’- GAT AAC TAC CTG ACAGCTGACT -3 (712 pb)

GTFI-R: 5°- AAG CTG CCT TAA GGT AATCACT -3

A reacdo de PCR foi processada em 25uL. de uma mistura de reagentes contendo 1X
solucdo tampao (10X Reaction Buffer Taq Polymerase, INVITROGEN® — Life Technology
do Brasil), 1,5 mM de MgCl,, 0, mM de dNTP (DNA Polymerization Mix;

INVITROGEN® - Life Technology do Brasil), 0,2 uM de cada primer, 1,5 U de Taqg DNA
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Polymerase (INVITROGEN® — Life Technology do Brasil) e uma aliquota de 2,5 uL de
cada amostra de DNA. Além das amostras, em cada reacdo de PCR, foram utilizados
controles positivos, DNA extraido de S. mutans (CCT 3440) e de S. sobrinus (ATCC
27607), e negativo (dgua bi-destilada e deionizada).

Esta mistura reagente foi submetida a um aparelho termociclador convencional
(GeneAmp PCR System 2400 — Perkin Elmer) com o primer para S. mutans de acordo com
as seguintes condi¢des térmicas: 30 ciclos de desnaturacio do DNA a 95°C por 30
segundos, seguida da fase de hibridizacdo dos primers a 59° C por 30 segundos e fase de
extensdo a 72°C por 1 minuto (OHO et al., 2000).

Para a confirmagdo molecular da identidade de S. sobrinus, realizada quando da
auséncia de banda que caracterize S. mutans na reacdo anterior, outra aliquota da amostra
de DNA foi submetida a uma nova reacdo de PCR, realizada utilizando-se a programagao
supracitada, agora com o primer especifico para deteccdo de S. sobrinus (OHO et al.,
2000).

Os produtos da PCR foram analisados imediatamente, ou armazenados em freezer a
— 20°C. A andlise dos produtos da PCR foi realizada por eletroforese em gel de agarose
1,5% (INVITROGEN® - Life Technology do Brasil) em tampéao Tris-Borato-EDTA (pH
8,0). Em cada gel foi incluido um padrio de peso molecular de 100 pb (INVITROGEN® -
Life Technology do Brasil). Apds o término da corrida (60 volts por lhora), o gel foi
corado com brometo de etidio a 0,5 pg/mL (INVITROGEN® — Life Technology do Brasil)
e as bandas observadas com auxilio de um transluminador de luz ultravioleta (Pharmacia

LKB —MacroVue).
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4.2. Genotipagem por AP-PCR
As aliquotas de DNA dos isolados positivamente identificados como S. mutans ou

S. sobrinus foram submetidas a técnica de genotipagem por AP-PCR.

4.2.1. AP-PCR

A reacdo de AP-PCR foi processada segundo SAARELA et al. (1996), utilizando-se
2 primers arbitrarios: OPA-02 (5"TGCCGAGCTG 3°) — primer com melhor poder
discriminatério LI & CAUFIELD (1998) e OPA-13 (5"CAGCACCCAC3") (MATOS
NASCIMENTO, 2002). Em torno de 350 ng de DNA foram adicionados a uma mistura de
reagentes contendo 1X solu¢do tampao (10X Reaction Buffer Taq Polymerase,
INVITROGEN® — Life Technology do Brasil), 3,5 mM de MgCl,, 0,2 mM de dNTP (DNA
Polymerization Mix; INVITROGEN® — Life Technology do Brasil), 0,4 uM de primer, 2,5
U de Taq DNA Polymerase (INVITROGEN® — Life Technology do Brasil). Esta mistura
reagente foi submetida a um aparelho termociclador convencional de acordo com a seguinte
programacdo: desnaturacdo inicial a 94°C por 5 minutos, seguida de 35 ciclos com
desnaturacdo a 94°C por 1 min, hibridizacao do primer a 36°C por 2 min e extensao a 72°C
por 2 min, concluindo com extensao a 72°C for 5 min.

Os produtos resultantes da amplificacao por AP-PCR foram conservados a -20°C ou
analisados imediatamente por eletroforese em gel de agarose a 1,5% em tampao Tris-
Borato-EDTA (pH 8,0). Em cada gel foi incluido um padrao de peso molecular de 100 pb
(INVITROGEN® - Life Technology do Brasil). Apés o término de cada corrida (90 volts, 2

horas) o gel foi corado com brometo de etidio a 0,5 uL/mL (INVITROGEN® — Life
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Technology do Brasil) e as bandas observadas com auxilio de um transluminador de luz

ultravioleta.

4.2.2. Andlise do padrao eletroforético:

A documentagdo fotografica foi obtida com o sistema Image Master -VDS
(Pharmacia Biotech) e a captura das imagens foi realizada pelo programa computacional
LISCAP. As imagens positivas e a demarcacdo das bandas eletroforéticas foram
processadas através do programa Sigma Gel (Jandel Co.), para a obtencdo da mobilidade
relativa de cada banda (valores de Rf.) em fun¢do dos valores conhecidos dos padrdes de

tamanho/massa molecular (ROSA, 2000; ROSA, 2001; MATOS NASCIMENTO, 2002).

4.2.3. Construcao das matrizes e Dendogramas de Similaridade:

As bandas eletroforéticas, representadas pelos valores de peso molecular foram
convertidas em valores numéricos que receberam representacdes de 1 (um) para a presenga
e 0 (zero) para a auséncia de bandas.

O conjunto de informacdes obtido gerou uma matriz de dados bindrios que foi
submetida ao sistema NTSYS versdo 1.7 (Apllied Biostatistcs), empregando-se o programa
QUALITATIVE e o coeficiente de similaridade de DICE.

Através do mesmo pacote estatistico, as matrizes de similaridade foram submetidas
ao programa SHAN CLUSTERING utilizando-se o alogaritmo de agrupamento UPGMA
(umweighte pair-group method with mathematic avarege) (SNEATH & SOKAL, 1973),
para construcdo de dendogramas. Os dendogramas forneceram os graus de similaridade
existentes e o agrupamento dos possiveis genotipos presentes entre os isolados bacterianos

de S. mutans ou de S. sobrinus.
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4.3. Forma de analise dos resultados

A anélise da ocorréncia de transmissdo vertical de S. mutans, de S. sobrinus e de
ambos S. mutans e S. sobrinus foi realizada pelo Teste Binomial para duas propor¢des. O
Teste exato de Fisher foi utilizado para verificar se ocorreu diferenca entre o nimero de
pares em que ocorreu transmissdo de S. mutans em relacdo ao nimero de pares que ocorreu
a transmissao de S. sobrinus. Para detectar se o nimero de genétipos de S. mutans e de S.
sobrinus detectados nas criangcas e nas maes é dependente do ndmero de isolados foi
aplicado o Coeficiente de Correlagdo de Spearman. O teste do Qui-Quadrado foi utilizado
para analisar a diversidade genotipica de S. mutans de S. sobrinus em relacdo: aos sitios em
que foram detectados; ao nimero de dentes presentes no momento da aquisi¢do inicial; e a
idade da criangca no momento em que foram detectados. Os testes foram aplicados pelo

pacote estatistico BioEstat 2.0, e o nivel de significancia adotado foi de 5% (p=0,05).
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5. RESULTADOS

5.1. Isolamento e Identificacao de S. mutans e S. sobrinus:
A TABELA 2 mostra o total de isolados bacterianos provenientes de 16 pares mae-
filho e submetidos a identificacdo por PCR para confirmagao molecular da identidade de S.

mutans e S. sobrinus (ANEXO 3 — numero de isolados por cada par mae-filho).

TABELA 2: Identificac@o dos isolados bacterianos provenientes da cavidade bucal de

16 pares mae-filho submetidos a rastreamento epidemiolégico longitudinal.

N° de isolados

Individuo Total
S. mutans S. sobrinus Nao identificados
Mae 195 27 8 230
Crianga 773 84 94 951
Total 968 111 102 1181

A aplicacdo do teste estatistico binomial para duas amostras independentes revelou
que existe diferenca estatistica significativa entre o total de isolados de S. mutans e S.
sobrinus para ambos os isolados da mae e da crianca (p=0,0000).

A figura 1 representa o padrao eletroforético do produto da amplificagdo do gene da
glicosiltransferase de S. mutans e S. sobrinus, pela técnica de PCR, utilizando-se os primers

GTFB e GTFI, respectivamente.
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S. mutans
517 pb

| et i i il I R by

S. sobrinus
712 pb

FIGURA 1: Gel de agarose com resultados de identificacdo. Linhas 1 e 12: padrdo de peso
molecular de 100 pb, Linhas 2 e 13: Controles positivos, Linhas 3 e 14: Controles
negativos, Linhas 4 a 7, 9 a 11: amostras de isolados de S. mutans, Linhas 15a 17, 19 e 22:
amostras de isolados de S. sobrinus. Linha 8: isolado identificado como sendo ndo S.

mutans. Linhas 18, 20 e 21: isolados identificados como sendo nao S. sobrinus.

5.2. Genotipagem por AP-PCR:

A técnica de AP-PCR foi utilizada para analisar a diversidade genética existente
entre os 968 isolados de S. mutans e 111 isolados de S. sobrinus, identificados pela técnica
de PCR. A amplificacio do DNA gendmico destas espécies pelo primer OPA-02 gerou
produtos de AP-PCR variando entre 2501 e 166 pb para S. mutans (FIGURA 2), e entre
3025 e 239 para S. sobrinus. O primer OPA-13 gerou produtos de 2230 a 260 pb para S.

mutans (FIGURA 2) e de 2300 a 320 para S. sobrinus.
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FIGURA 2: Perfis eletroforéticos de S. mutans isolados da cavidade bucal do par mae-filho 8,
obtidos pela técnica de A P-PCR utilizando primers OPA-02 (Linhas 2 a 12) e OPA-13 (Linhas
13 a 22). Linha 1: padrio de peso molecular de 100 pb; Linha 2: S. mutans CCT 3440; Linhas 3

a 22 isolados de S. mutans.

A andlise dos perfis eletroforéticos, gerados pela técnica de AP-PCR através da
utilizacdo de dois primers arbitrarios (OPA-02 e OPA-13), permitiu a constru¢do de
dendogramas (ANEXO 4) representativos dos diferentes gendtipos de S. mutans e S.
sobrinus detectados para cada par mae-filho estudados. Os diferentes gendtipos foram
codificados por letras maidsculas para facilitar a leitura dos resultados em cada par mae-
filho. Iniciou-se a codificacdo pelos gendtipos detectados nas maes com a letra A.

Com o propésito de verificar a ocorréncia de transmissdo vertical entre pares mae-
filho, a diversidade de gendtipos no momento da aquisi¢cdo inicial e durante o rastreamento
epidemioldégico longitudinal e a estabilidade dos gendtipos adquiridos (permanéncia na
cavidade bucal por determinado periodo), comparou-se os perfis eletroforéticos dos
diferentes gendtipos detectados nos pares mae-filho, resultando nas tabelas gerais para

dados de S. mutans e S. sobrinus (TABELA 3 e TABELA 4, respectivamente).
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TABELA 3: Distribui¢do e nimero de gendtipos de S. mutans isolados da cavidade bucal
das maes e de seus respectivos filhos (no momento da aquisicao inicial - primeira colheita
positiva para S. mutans na crianga; € apos a aquisi¢do inicial — adquiridos durante o
acompanhamento) nos 16 pares mae-filho(a) submetidos ao presente rastreamento

epidemioldgico longitudinal: subgrupos com e sem transmissdo maternal.

Pares (n=16) Criangas
Grupo Maes
(género / raga) Aquisi¢do Acompanhamento
2% (F/m)** 2 (B, 0) 2 (A, D) 1(A)
3 (F/b) 3(A,B,0) 1 (D) 1(A)
4 (F/b) 1 (A) (A)* 4(A,B,C, D)
5 (F/b) 1 (B) 1 (A) 2 (A,B)
7* (M/b) 1(C) 2(A,D,E) 2(A,B)
8 (F/b) 2 (A, B) 3(C,D,E) 3(A,B,0)
Com transmissao
(ne13) 10" (M/n) 1 (C) 2 (A, D) 2 (A, B)
n=
12 (M/n) 1(A) 1 (E) 4(A,B,C,D)
13 (F/b) 1(A) (A)* 2 (A, B)
17 (F/b) 1(A) - 1(A)
20 (F/b) 2(A,C) (A, O)* 2 (A, B)
23 (F/b) 2 (A, B) 4(C,D,E, F) 2 (A, B)
24 (M/b) 2 (A, C) - 1(A)
18 (M/m) 4(F,G,H,J) 2, L) 5(A,B,C,D,E)
Sem transmissao
(n=3) 28 (F/b) 1(C) 5(D,E,F, G,H) 2 (A, B)
n=
32 (M/m) 1(C) 2 (D, E) 2 (A, B)
Total de genétipos diferentes
26 26 36
detectados
Total de genétipos transmitidos 12 7 16

* Nos pares 2, 7 e 10 as criancas ndo adquiriram inicialmente gendtipos provenientes de suas respectivas
maes, porém os adquiriram em colheitas posteriores.

*QO nimero de gendtipos de S. mutans ndo variou em 3 criangas, que continuaram com os mesmos genotipos
adquiridos inicialmente.

** A crianca 2 foi a Unica crianga que apresentou mancha branca nos incisivos superiores. Nenhuma outra
crianca apresentou lesdo de cdrie durante o acompanhamento.

- S. mutans nao foi isolado posteriormente.

Género: F (feminino) e M (masculino). Raga: b (branca), m (mulata), n (negra).

As maitsculas A, B, C, D, E, F, G, H, I e L simbolizam os diferentes genétipos detectados em cada
voluntdrio. Sendo que as letras iguais para mée e crianga do mesmo par indicam genétipos idénticos.
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TABELA 4: Distribui¢do e nimero de gendtipos de S. sobrinus isolados da cavidade bucal
das maes e de seus respectivos filhos (no momento da aquisicao inicial - primeira colheita
positiva para S. sobrinus na crianga; € apOs a aquisi¢do inicial — adquiridos durante o
acompanhamento) nos 16 pares mae-filho submetidos ao presente rastreamento

epidemioldgico longitudinal: subgrupos com e sem transmissdo maternal.

Pares (n=16) Criangas
Grupo Maes
(género / raga) Aquisicao Acompanhamento
4 (F/b) 1(A) (A)* 1(A)
7 (M/b) 1(A) 2(B,0 1 (A)
Com transmissio
17 (F/b) 1(A) - 1(A)
(n=5)
20 (F/b) 1(A) 1 (B) 1 (A)
28 (F/b) 1 (A) - 1.(A)
2 (F/m) " 1 (D) 1 (E) 3 (A, B,O)
3 (F/b) 1(A) (A)* -
5 (F/b) - - -
8 (F/b) 1(A) - B
10 (M/n) 1 (A) (A)* -
Sem transmissao
12 (M/n) 1(A) - -
(n=11)
13 (F/b) - - -
18 (M/m) 1(A) - -
23 (F/b) 1(A) - B
24 (M/b) - - -
32 (M/m) - - -
Total de gendtipos diferentes detectados
) 12 4 8
nas criangas
Total de gendtipos transmitidos 5 0 5

* O ndmero de gendtipos de S. sobrinus ndo variou em 3 criangas, que continuaram com 0s mesmos
gend6tipos adquiridos inicialmente.

™ A crianga 2 foi a tinica crianca que apresentou mancha branca nos incisivos superiores. Nenhuma outra
crianca apresentou lesdo de cdrie durante o acompanhamento.

- S. sobrinus ndo foi isolado posteriormente.

Género: F (feminino) e M (masculino). Raga: b (branca), m (mulata), n (negra).

As maidsculas A, B, C, D e E simbolizam os diferentes genétipos detectados em cada voluntario. Sendo que
as letras iguais para mée e crianca do mesmo par indicam gendtipos idénticos.
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5.2.1. Transmissao de S. mutans e de S. sobrinus:
A anélise dos gendtipos de S. mutans encontrados nos pares mae-filho permitiu a

constru¢do da TABELA 5 que ilustra a ocorréncia ou nio de transmissdo vertical.

TABELA 5: Ocorréncia de transmissao vertical de S. mutans nos 16 pares mae-

filho durante o acompanhamento:

Transmissdo Pares Total
Sim 2°,3,4,5,7, 8% 10", 12,13, 17,20, 23" 24 13 (81,25%)"
Nio 18, 28, 32 3 (18,75%) 8

* Nos pares 2, 7 e 10 as criangas nao adquiriram inicialmente gendtipos provenientes de suas
respectivas mdes, porém os adquiriram em colheitas posteriores.
# Nos pares 8 e 23 ocorreu transmissio de 2 gendtipos das mées para suas respectivas criancas.

Ocorreu transmiss@ao maternal (vertical) de 1 a 2 gendtipos de S. mutans, no
momento da aquisicdo inicial ou durante o periodo de acompanhamento, em 13 dos 16
pares mae-filho avaliados neste estudo. No momento da aquisicao inicial de S. mutans pelas
criancas, 10 das 16 criangas adquiriram gendtipos provenientes da mae (8 criangas
adquiriram apenas 1 gendtipo da mae e 2 criancas adquiriram 2 gendtipos). Durante o
rastreamento epidemiolégico longitudinal apenas 3 criangas (2, 7 e 10) que ndo haviam
adquirido inicialmente genétipos de S. mutans similares aos de suas maes, os adquiriram
posteriormente. Entre as criangas que ja haviam adquirido inicialmente gendtipos
provenientes da mae, a crianca 8 que ja adquirira 2 gendtipos (A e B) adquiriu
posteriormente outro gendtipo (C) de sua mae; e a crianga 5 que possuia 1 gendtipo (B)

proveniente de sua mae adquiriu posteriormente outro genétipo (A) detectado na mesma.
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A aplicacdo do teste estatistico binomial para duas amostras independentes revelou que
existe diferenca estatistica significativa entre o ndmero de criancas que adquiriram S.
mutans das maes comparadas as que ndo adquiriram (p=0,0004).

A andlise dos gendétipos de S. sobrinus encontrados nos pares mae-filho permitiu a

constru¢do da TABELA 6 que ilustra a ocorréncia ou ndo de transmissao maternal.

TABELA 6: Ocorréncia de transmissdo vertical de S. sobrinus nos 16 pares

mae-filho submetidos ao presente rastreamento epidemioldgico longitudinal:

Transmissdo Pares Total
Sim 4,7,17, 20, 28 5 (31,25%)A
Nao 2,3,5,8,10, 12, 13, 18, 23, 24, 32 11 (68,75%)B

Na aquisicdo inicial de S. sobrinus ocorreu transmissao maternal (vertical) de
apenas 1 gendtipo, no momento da aquisicdo inicial ou durante o periodo de
acompanhamento, em 5 dos 16 pares mae-filho avaliados neste estudo. A aplicagdo do teste
estatistico binomial para duas amostras independentes revelou que existe diferenga
estatistica significativa entre o nimero de criancas que adquiriram S. sobrinus das maes
comparadas as que ndo adquiriram (p=0,0131). Seis criancas apresentaram-se colonizadas
por 1 gendtipo distinto de S. sobrinus, porém nenhum isolado de S. sobrinus foi obtido das
maes dessas criangas.

Observou-se a ocorréncia de transmissao vertical de ambos S. mutans e S. sobrinus

em apenas 4 pares (4, 7, 17 e 20) dos 16 pares mae-filho estudados (25%). O Teste
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binomial para duas proporcdes mostrou ser significativamente menor a ocorréncia de
transmissdo de ambas as espécies (p=0,0047). Ainda, dos 3 pares em que ndo ocorreu
transmissdo maternal de S. mutans (pares 18, 28 e 32), no par 28 ocorreu transmissio de
apenas S. sobrinus e nos pares 18 e 32 ndo ocorreu transmissdo de ambas as espécies
avaliadas.

A observagdo dos dados das TABELAS 5 e 6 permitiu a construcdo do grafico de
ocorréncia de transmissdo vertical no pares mae-filho para S. mutans (S.m.), S. sobrinus

(S.s.) e ambas as espécies S. mutans e S. sobrinus (S.m. e S.s.), representado na FIGURA 3.

16

14 - 13
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S 10
s
£ 6- 5
=
= 4 B 3

2 _

0 _

S.m. S.s. S.m. e S.s.

espécies isoladas

M transmissdo + M transmissao -
FIGURA 3: Grifico da ocorréncia de transmissao vertical de S. mutans, S.
sobrinus, € ambos S. mutans e S. sobrinus.
O grifico ilustrado na FIGURA 3 exibe o nimero de pares em que ocorreu
transmissao (transmissao +) € 0 0s pares em que nao ocorreu transmissao (transmissao —),

com diferencas estatisticas significativas no sucesso de transmissdo para S. mutans e S.
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sobrinus (p=0,0004 e p=0,0131, respectivamente) verificadas através da realizacdo do teste
binomial para duas propor¢des. O nimero de pares em que ocorreu transmissdo de ambas
as espécies também se mostrou significativamente menor em relacdo ao nimero de pares
em que ndo ocorreu tal transmissdo (p=0,0047). O tratamento dos dados presentes no
gréfico, pelo teste exato de Fisher, mostrou que a maior proporcao de pares em que ocorreu
transmissdo de S. mutans em relacdo a transmissdo de S. sobrinus € estatisticamente
significativa (p=0,0113). Isto se deve ao fato de que S. sobrinus nao foi isolado em 10 das
16 maes avaliadas.

Em adicdo, o pequeno tamanho da amostra adicionado a proporcao desigual entre
meninas (n=11) e meninos (n=5) e no nimero de criancas brancas (n=11), mulatas (n=3) e
negras (n=2), ndo permitiu a realizacdo de correlagc@o entre género e raca com fidelidade de
transmissdo maternal.

Apd6s a observacdo de que alguns gendtipos detectados nas criangas eram
diferentes daqueles detectados em suas respectivas maes, verificou-se a possivel ocorréncia
de transmissao horizontal entre as criangas que compartilham o mesmo ambiente (sala) em
4 creches municipais. Para tanto, comparou-se o perfil eletroforético obtido através da
utilizacdo de 2 primers arbitrdrios (OPA-02 e OPA-13) dos diferentes gendtipos detectado
nas criangcas —4 e 5; 2,3 e 7; 12 e 13; 24, 28 e 32 - para a construcdo de dendogramas de
similaridade (FIGURAS 4, 5, 6 e 7). Utilizou-se uma codificacdo dos genétipos
provenientes de cada crianga com o nimero da crianca seguida pela letra correspondente ao
gendtipo encontrado no par mae-filho da mesma (por exemplo: crianca 2 genétipo A — 2A).
Nenhuma das criancas, que compartilham o mesmo ambiente, apresentaram gendtipos de S.

mutans idénticos (cada crianca apresentava gendtipos distintos das outras criangas).
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FIGURA 4: Dendograma representativo dos diferentes gendtipos de S. mutans detectados

nas criangas 4 e 5, que compartilhavam o mesmo ambiente na creche municipal.
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FIGURA 5: Dendograma representativo dos diferentes gendtipos de S. mutans
detectados, durante o acompanhamento longitudinal, nas criangas 2, 3 e 7, que

compartilhavam o mesmo ambiente na creche municipal.
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FIGURA 6: Dendograma representativo dos diferentes gendtipos de S. mutans
detectados nas criancas 12 e 13, que compartilhavam o mesmo ambiente na creche

municipal.
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FIGURA 7: Dendograma representativo dos diferentes genétipos de S. mutans detectados

nas criangas 24, 28 e 32, que compartilhavam o mesmo ambiente na creche municipal.
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A observacdo dos dendogramas ilustrados nas FIGURAS 4, 5, 6 e 7 permite
verificar as distancias genéticas dos diferentes gendtipos detectados em cada crianga. O
padrao de similaridade entre os diferentes genétipos detectados nas criancas, que
compartilhavam o mesmo ambiente na creche, foi muito baixo, sendo menor de 50% na

maioria dos casos.

5.2.2. Diversidade de S. mutans e de S. sobrinus:

A TABELA 3 nos mostra o nimero de gendtipos de S. mutans encontrados no
momento da aquisicdo e durante o rastreamento epidemioldgico longitudinal. Foram
detectados de 1 a 4 gendtipos no momento da aquisicdo, sendo que apenas 1 crianca (18)
apresentou 4 gendtipos ndo adquiridos de sua mde. A maioria das criangas (n=9) adquiriu
inicialmente apenas 1 gendtipo de S. mutans, 5 criangas adquiriram 2 gendtipos e 1 crianca
adquiriu 3 gendtipos. Dentre o total de 773 S. mutans isolados da cavidade bucal das
criancas (n=16) encontrou-se 52 gendtipos diferentes (26 gendtipos no momento da
aquisicdo inicial — primeira colheita que se mostrou positiva para S. mutans — e 26
gendtipos adquiridos nas colheitas posteriores).

Dentre o total de 195 S. mutans isolados da cavidade bucal das mdes encontrou-se
36 gendtipos diferentes.

A TABELA 4 nos mostra o nimero de gendtipos de S. sobrinus encontrados no
momento da aquisi¢do e durante o rastreamento epidemioldgico longitudinal. Foi detectado
apenas 1 gendtipo no momento da aquisi¢ao de S. sobrinus pelas criangas. Dentre o total de
85 S. sobrinus isolados da cavidade bucal das criangas (n=12) encontrou-se 16 gendtipos

diferentes. Destes, 12 gendtipos foram detectados no momento da aquisi¢ao inicial (12
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criancas), na primeira colheita que se mostrou positiva para S. sobrinus, e 4 genotipos
foram adquiridos em colheitas posteriores (3 criancas). Durante o periodo avaliado, apenas
a crianca 7 mostrou-se colonizada por 3 gendtipos (na aquisicdo inicial, por 1 gendtipo e
em colheita posterior, por 2 gendtipos distintos entre si e diferente daquele adquirido
inicialmente); e 2 criangas (2 e 20) colonizadas por 2 gendtipos - na aquisi¢ao inicial, por 1
gendtipo e em colheita posterior, por outro genétipo diferente daquele adquirido
inicialmente.

Dentre o total de 26 S. sobrinus isolados da cavidade bucal das mies (n=6)
encontrou-se 8 gendtipos diferentes.

Os dados apresentados na TABELA 7 mostram o total de isolados e genétipos de S.

mutans e S. sobrinus detectados nas 16 criangas e suas maes avaliadas neste estudo.

TABELA 7: Total de isolados e de gendtipos de S. mutans e de S. sobrinus

detectados nas criangas e nas maes:

S. mutans S. sobrinus
mae crianca mae crianca
Isolados 195 773 26 84
Genotipos 36 52 8 16

A andlise da freqii€ncia de gendtipos de S. mutans e S. sobrinus, detectados na mae
e/ou na crianca, e sua relagdo com a quantidade de isolados de S. mutans e S. sobrinus, na
mae e/ou na crianga, foi analisada pelo Coeficiente de Correlagdo de Spearman (ANEXO

5). Os resultados obtidos ndo mostram associa¢do significativa entre o nimero de gendtipos
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de S. mutans detectados e o nimero de isolados (p=0,0778). Ao contrario, para S. sobrinus
houve correlac@o positiva entre o ndmero de gendtipos detectados e o nimero de isolados
(p=0,0126).

A TABELA 8 ilustra a diversidade genotipica de S. mutans em relacdo aos sitios de

coleta e ndmero de isolados por sitios nas 16 criancgas estudadas.

TABELA 8: Diversidade genotipica S. mutans x sitios de coleta x numero de isolados nas

16 criancas estudadas:

Sitio* Genotipos detectados (%)# Total de isolados testados®
S 29 (55,77%) 194 (25,09%)
L 25 (48,07%) 165 (21,34%)
G 24 (46,15%) 142 (18,37%)
D 35 (67,30%) 272 (35,19%)

*Sitio: saliva (S), dorso de lingua (L), rodete gengival (G), placa dental (D).
*Em relagdo ao total de 52 gendtipos diferentes de S. mutans detectados nas 16 criangas.
€ O nimero total de isolados de S. mutans nas criancas foi 773.

Através do teste estatistico do Qui-Quadrado analisou-se o nuimero de diferentes
gendtipos detectados em cada sitio (saliva-S, dorso de lingua-L, rodete gengival-G, placa
dental-D) confrontando-se dois sitios distintos e os respectivos nimeros de diferentes
genodtipos detectados. Verificou-se que a placa dental, o sitio com maior numero de
gendtipos diferentes detectados, apresentou diferenca estatisticamente significativa em
relacdo ao rodete gengival, sitio com menor nimero de genodtipos diferentes detectados
(p=0,0478). Entretanto, confrontando-se os demais sitios— S xD,Lx D, SxL,SxG,e L

x G — ndo ocorreu diferenca estatistica significativa (p>0,05).
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Utilizando-se 0 mesmo teste estatistico, analisou-se o ndmero de isolados
encontrados em cada um dos quatro sitios confrontando dois sitios distintos com 0s seus
respectivos nimeros de isolados totais. Observou-se que se confrontando o sitio com maior
nimero de isolados (placa dental) e os demais sitios (saliva, dorso de lingua, rodete
gengival) ocorreu diferenca estatistica significativa, sendo p=0,0000 para as trés
comparacdes (D x S, D x L, D x G). Ainda, ocorreu diferenca estatistica significativa entre
o nimero de isolados da saliva e do rodete gengival (p=0,0017). Para as comparagdes S x L
e L x G ndo se observou diferenca estatistica significativa (p>0,05).

A TABELA 9 ilustra a diversidade genotipica de S. sobrinus em relacdo aos sitios

de coleta e niimero de isolados por sitios em 12 das 16 criangas estudadas.

TABELA 9: Diversidade genotipica S. sobrinus x sitios de coleta x nimero de isolados em

12 das 16 criancas estudadas:

Sitio* Gendtipos detectados (%)# Total de isolados testados®
S 6 (37,5%) 11 (13,10%)
L 8 (50%) 17 (20,24%)
G 5 (31,25%) 6 (7,14%)
D 10 (62,5%) 50 (59,52%)

*Sitio: saliva (S), dorso de lingua (L), rodete gengival (G), placa dental (D).
* Em relagio ao total de 16 gendtipos diferentes de S. sobrinus detectados nas 12 criancas.
© O nimero total de isolados de S. sobrinus nas criancas foi 84.

O tratamento dos dados presentes na TABELA 9 com o teste estatistico do Qui-

Quadrado confrontando-se dois sitios distintos e os respectivos nimeros de diferentes
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gendtipos detectados (D x S, D x L, Dx G, Sx L, S x G, e L x G), revelou ndo haver
diferenca estatistica significativa (p>0,05). Embora, a placa dental tenha sido o sitio com
maior nimero de genétipos diferentes detectados. Utilizando-se o mesmo teste estatistico,
analisou-se o nimero de isolados encontrados em cada um dos quatro sitios confrontando
dois sitios distintos com os seus respectivos nimeros de isolados totais. Observou-se que se
confrontando o sitio com maior nimero de isolados (placa dental) e os demais sitios (saliva,
dorso de lingua, rodete gengival) ocorreu diferenca estatistica significativa, sendo p=0,0000
para as trés comparacdes (D x S, D x L, D x G). Para as comparacdes SxL,SxGeLx G
ndo se observou diferenca estatistica significativa (p>0,05).

A placa dental mostrou-se um sitio importante, com maior nimero de gendtipos
diferentes (35 de 52 para S. mutans e 10 de 16 para S. sobrinus) e maior nimero de
isolados, porém, ndo foi representativa de todos os genétipos detectados nas criangas.
Portanto, a colheita de material de mais sitios da cavidade bucal pode fornecer uma
microbiota mais representativa.

A FIGURA 8 ilustra a diversidade de genétipos de S. mutans e S. sobrinus
detectados na placa dental em relagdo ao ndmero de dentes presentes na cavidade bucal das
16 criangas. Ressalta-se que a média de dentes irrompidos no momento da aquisi¢ao inicial

foi 9,125, onde o menor e o maior nimero de dentes irrompidos eram 4 e16 (mediana=9,5).
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FIGURA 8: Grafico do ndmero de gendtipos de S. mutans e S. sobrinus detectados

na placa dental em funcio do ndimero de dentes presentes nas criangas.

A FIGURA 9 ilustra a diversidade de genétipos de S. mutans e S. sobrinus
detectados em relacdo a idade em meses das 16 criancas. Ressalta-se que a média de idade
no momento da aquisicdo inicial (primeira colheita que se mostrou positiva para S. mutans
e/ou S. sobrinus) foi 15,8 meses; e que o periodo médio do rastreamento epidemioldgico
longitudinal foi de 19,2 meses, sendo que menor o e maior periodo de acompanhamento
foram 14,8 e 24,7 meses, respectivamente. Os dados de diversidade dos gendtipos de S.
mutans e S. sobrinus detectados em relacdo a idade em meses de cada uma das 16 criancas

avaliadas estdo presentes nos graficos do ANEXO 6.
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FIGURA 9: Gréfico do nimero de genétipos de S. mutans e S. sobrinus detectados em

funcdo da idade das criancgas.

5.2.3. Estabilidade de genétipos de S. mutans e de S. sobrinus:

A TABELA 10 ilustra os dados de estabilidade de gendtipos de S. mutans
detectados nas 16 criangas acompanhadas neste estudo.

Dos 8 gendtipos de S. mutans diferentes com estabilidade efetiva, em 7 criancas, 4
ndo foram adquiridos da mie. Entretanto, observou-se que os gendétipos de S. mutans com
estabilidade efetiva transmitidos pela mae permaneceram colonizando a cavidade bucal das
criangas por um periodo maior (7,18 meses em média), contrastando com os gendtipos nao
transmitidos pela mae (2,87 meses em média). Ressalta-se que a crianga 13, colonizada por
um dnico gendtipo, transmitido por sua mae, foi a crianga em que a estabilidade efetiva foi

maior, sendo de 11,5 meses.
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TABELA 10: Estabilidade de gendtipos de S. mutans detectados nas 16 criancas envolvidas

no rastreamento epidemioldgico longitudinal, divididas em 3 subgrupos: estabilidade

efetiva, estabilidade transitéria e sem estabilidade.

) Genotipos
Criangas Colheitas
Grupo Com transmissao Sem transmissao
(n=16) (meses)’
vertical vertical
2 7a10 (6,8) A -
3* 8al0(4,2) - B
4 9a10(1,7) -
Estabilidade efetiva* .
8 6al10(8,7) B -
(n=17) ©
13 4a9 (11,5 A -
23 6a7(2,1) - D
32 5a6(2,3) - C,E
Estabilidade 3" 4a5(3,5) A -
transitoria** 8" 4a6(5,1) A -
(n=3) 10 7 a8 (1,76) A -
5 R R -
7 - - -
12 - - -
Sem estabilidade™*** 17 - - -
(n=298) 18 - - -
20 - - -
24 - - -
28 - - -

* Estabilidade efetiva: as criancas mostraram-se colonizadas por genétipos idénticos de S. mutans em
colheitas consecutivas até o final do acompanhamento realizado.
** Fstabilidade transitéria: as criancas mostraram-se colonizadas por genétipos idénticos de S. mutans em
colheitas consecutivas, porém os mesmos nio foram detectados em colheitas posteriores.

**% Sem estabilidade: as criancas mostraram-se colonizadas por gendtipos idénticos de S. mutans em
colheitas ndo consecutivas (alternadas), ou os genétipos detectados eram diferentes nas diversas colheitas

realizadas.

* Criancas 3 e 8 apresentaram tanto estabilidade transitéria quanto efetiva durante o periodo de avaliagdo.

@ Unico gendtipo detectado na crianga 13.

" Corresponde ao periodo, em meses, de permanéncia de determinado gendtipo na cavidade bucal

das criangas.
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Nas 3 criangas em que os gendtipos de S. mutans apresentaram estabilidade
transitéria 0os mesmos permaneceram por 3,5, 5,1 e 1,76 meses, respectivamente, nas
criangas 3, 8 e 10.

A TABELA 11 relaciona a estabilidade efetiva de genétipos S. mutans, os sitios em
que foram detectados os genétipos e o nimero de isolados em cada sitio em 7 criancas das

16 criancas estudadas (criangas 2, 3, 4, 8, 13, 23 e 32).

TABELA 11: Diversidade de genétipos S. mutans com estabilidade efetiva x sitios de

coleta x nimero de isolados em 7 das 16 criangas estudadas:

Sitio* Gendtipos detectados (%)# Total de isolados estiveis®
S 8 (100%) 100 (25,78%)
L 7 (87,5%) 99 (25,51%)
G 7 (87,5%) 81 (20,88%)
D 8 (100%) 108 (27,83%)

* Sitio: saliva (S), dorso de lingua (L), rodete gengival (G), placa dental (D).

* Em relacio ao total de 8 genétipos diferentes de S.mutans detectados com estabilidade efetiva em 7
criangas.

© O niimero total de isolados de S. mutans com estabilidade efetiva nas 7 criancas foi 388.

Através do teste estatistico do Qui-Quadrado analisou-se o nimero de diferentes
gendtipos de S. mutans, com estabilidade efetiva, detectados em cada sitio (saliva-S, dorso
de lingua-L, rodete gengival-G, placa dental-D) confrontando-se dois sitios distintos € 0s
respectivos nimeros de diferentes gendtipos detectados (D x S, Dx G, DxL,SxL,Sx G,

e L x G), verificou-se que ndo ocorreu diferenca estatistica significativa em nenhum caso

(p>0,05).
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Utilizando-se 0 mesmo teste estatistico, analisou-se o ndmero de isolados
encontrados em cada um dos quatro sitios confrontando dois sitios distintos com 0s seus
respectivos numeros de isolados totais. Observou-se que ocorreu diferenca estatistica
significativa apenas para D x G (o sitio com maior nimero de isolados versus o sitio com
menor nimero de isolados), p=0,0297. Para as demais comparag¢des (D x S, Dx L, Sx L, S
x G, e L x G) ndo se observou diferenca estatistica significativa (p>0,05).

A TABELA 12 ilustra os dados de estabilidade de gendtipos de S. sobrinus
detectados em 12 das 16 criancas acompanhadas neste estudo. Para os genétipos de S.
sobrinus ndo ocorreu estabilidade efetiva em nenhuma das 12 criangas colonizadas por S.
sobrinus. Apenas 2 criancas, 7 e 20, colonizadas por genétipos S. sobrinus apresentaram
estabilidade transitéria por 4,8 e 2,3 meses. Em 10 das 12 criangas colonizadas por S.
sobrinus ndo houve estabilidade dos gendtipos de S. sobrinus, pois nestas criancas em, pelo

menos uma colheita, detectou-se a presenca de S. sobrinus.
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TABELA 12: Estabilidade de gendtipos de S. sobrinus detectados no subgrupo de 12* em
que S. sobrinus foram detectados durante o estudo, dividido em 2 subgrupos: estabilidade

transitoria e sem estabilidade.

Genotipos

Criancgas Colheitas

Grupo Com transmissao Sem transmissdo
(n=12) (meses)

vertical vertical
Estabilidade transitéria* 7 6a7(4,8) A -
(n=2) 20 5a6(2,3) A ;
2 - - -

Sem estabilidade** 10 - - -
(n=10) 12 - - -

17 - - -

18 - - -

23 - - -

28 - - -

* Estabilidade transitdria: as criancas mostraram-se colonizadas por gendétipos idénticos de S. mutans em
colheitas consecutivas, porém os mesmos nao foram detectados em colheitas posteriores.

** Sem estabilidade: as criangas mostraram-se colonizadas por genétipos idénticos de S. mutans em colheitas
nao consecutivas (alternadas), ou os genétipos detectados eram diferentes nas diversas colheitas realizadas.

# Nas criangas 5, 13, 24 e 32 ndo foram isolados S. sobrinus em nenhuma colheita.
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6. DISCUSSAO

Os resultados de isolamento e identificagdo dos estreptococo grupo mutans mostram
que S. mutans foi mais prevalente em relacdo ao S. sobrinus, isto independente do sitio de
isolamento e voluntdrio estudados. Estes dados estdo de acordo com o que a literatura tem
relatado (LOESCHE, 1986; CARLSSON et al., 1987; van PALENSTEIN HELDERMAN,
1983; NAPIMOGA et al., 2001; MATOS NASCIMENTO et al., 2001; STIPP et al., 2002).
A técnica de PCR foi selecionada para identificacdo dos isolados em virtude de sua
efetividade e rapidez em relacdo aos métodos tradicionais de identificacdo bioquimica.
Ainda, estudos conduzidos neste laboratério, comparando PCR e testes bioquimicos para
identificacdo, mostraram nao haver diferenca estatistica significativa entre os métodos
(STIPP et al., 2001; MATOS NASCIMENTO, 2002).

Pela técnica de PCR, nao foi possivel identificar 102 dos 1181 isolados (8,65%)
nem como sendo S. mutans e/ou S. sobrinus, provavelmente estes isolados sejam algum dos
outros estreptococos do grupo mutans para os quais ndo foram utilizado primers
especificos. Esta taxa de isolamento de estreptococos grupo mutans nao S. mutans e nao S.
sobrinus corrobora com resultados prévios, onde a identificacdo bioquimica foi utilizada, e
a taxa de tais microrganismos variou entre 13% e 17% (MATTE et al, 1992;
DASANAYAKE et al., 1995; NAPIMOGA et al., 2001; MATOS NASCIMENTO et al.,
2001), o que demonstra que ambas as técnicas permitem a identificacdo da grande maioria
dos isolados. Ressaltam-se, ainda, as diferencas existentes principalmente em relacdo a
idade das populacdes estudadas e que em estudos avaliando populagdo infantil geralmente

ndo fazem discriminagdo entre S. mutans e S. sobrinus, tratando-os de forma generalizada

81



Discussdo

como estreptococos grupo mutans (LI & CAUFIELD, 1995; KOZAI et al., 1999; REDMO
EMANUELSSON et al., 1998; LI et al., 2000; MATTOS-GRANER et al., 2001b).

A técnica de AP-PCR mostrou-se um recurso importante para a genotipagem dos
isolados, obtendo-se 100% de aproveitamento na andlise das amostras. Isto estd de acordo
com vdrios trabalhos publicados anteriormente (SAARELA et al., 1996; ALALUUSUA et
al., 1996; LI & CAUFIELD, 1998; SPOLIDORIO et al., 2001; MATTOS-GRANER et al.,
2001b; MATOS NASCIMENTO et al., 2002). Os perfis genéticos obtidos, pelos dois
primers arbitrarios (OPA-02 e OPA-13), foram convertidos em dendogramas de
similaridade entre os diferentes isolados em cada par mae-filho. Tais dendogramas
forneceram os dados sobre transmissao, diversidade e estabilidade de diferentes gendtipos
de S. mutans e S. sobrinus detectados nos voluntdrios deste estudo.

Verificou-se a ocorréncia de transmissdo vertical maternal de genétipos de S.
mutans em 13 dos 16 pares avaliados (81,25%). Esta propor¢ao foi maior do que a relatada
pela literatura, que traz uma variagdo entre 24 e 71% de coincidéncia de gendtipos de
estreptococos grupo mutans em pares mae-filho (KULKARNI et al., 1989; CAUFIELD &
WALKER, 1989; LI & CAUFIELD, 1995; ALALUUSUA et al., 1996; KOZAI et al.,
1999; REDMO EMANUELSSON et al., 1998; LI et al., 2000). Possivelmente, estas
contradi¢des refletem variacdes culturais e comportamentais relacionadas ao tipo e
intensidade de contatos salivares entre maes e filhos. Ainda, pode estar associado a
variacOes na suscetibilidade individual das criancas, incluindo o periodo denominado
“janela de infectividade”, erup¢cdo dos molares, a acdo de fatores salivares inespecificos e

do sistema imunolégico de mucosas (CAUFIELD, 1997).
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A metodologia e o protocolo aplicados neste estudo longitudinal, com colheitas a
cada 2 meses, de vérios sitios da cavidade bucal envolvidos, o que em teoria pode fornecer
dados mais precisos sobre a real dinamica de coloniza¢do destas criangas, diferem
consideravelmente dos estudos realizados anteriormente, em que geralmente foram
coletadas apenas amostras de saliva e de placa dental e as colheitas efetuadas em uma dnica
ocasido (ALALUUSUA et al., 1996; REDMO EMANUELSSON & WANG, 1998;
REDMO EMANUELSSON et al., 1998; KOZAI et al., 1999; LI et al., 2000) ou em dois
momentos distintos (KULKARNI er al., 1989; CAUFIELD & WALKER., 1989). O tnico
estudo com diversas colheitas realizadas durante 3 anos de acompanhamento, com
intervalos de 3 meses foi realizado por LI & CAUFIELD, em 1995.

Poucos dados estio disponiveis na literatura a respeito da colonizagdo, diversidade e
vias de transmissdo de S. sobrinus. No presente estudo ocorreu transmissdo em apenas 5
dos 16 pares analisados (31,25%), enquanto que num estudo realizado com familias
chinesas por KOZAI et al. (1999), verificou-se a transmissao de S. sobrinus em 10 das 20
familias avaliadas (50%), havendo a transmissdo de mae-filho em 4 familias, de pai-filho
em 5 familias, apenas em uma familia houve transmissdo de S. sobrinus de ambos pai e
mae para filho. A idade das criancas que adquiriram S. sobrinus de seus pais, no estudo
com familias chinesas, variou de 0 a 12 anos, sendo em média 3,45 anos, sendo portanto,
uma faixa etdria superior aquela apresentada pelas criangas deste estudo (15,8 meses). Tais
dados permitem considerar que a diferenca de faixa etdria descrita para a amostragem pode
ser um fator limitante quando se deseja comparar resultados de mesma natureza, ja que a

dindmica de colonizacdo destas criangas pode envolver caracteristicas proprias. Fatores
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outros como caracteristicas culturais entre as populagdes analisadas e aspectos da
metodologia empregada ampliam ainda mais a obten¢do de dados discrepantes.

Ressalta-se, também, que embora S. sobrinus seja relatado juntamente com S.
mutans na iniciacdo e progressdo da cérie dental, o estudo de BECKER et al. (2002),
utilizando sonda de 16S para a andlise de microrganismos ndo cultivaveis, detectou S.
sobrinus em 9 das 30 criancas com cdrie rampante (30%), propor¢do menor do que aquela
obtida para S. mutans. Portanto, a maior propor¢do de pares em que ocorreu transmissao de
S. mutans em relacdo a transmissdo de S. sobrinus, pode ser devido a freqii€éncia de
isolamento/deteccao de S. sobrinus ter sido menor, pois S. sobrinus nao foi isolado em 10
maes (62,5%), devendo-se considerar uma possivel subestimagdo na proporcdo encontrada
neste estudo.

Entretanto, comparando-se estes dados com aqueles obtidos por REDMO
EMANUELSSON et al. (1998) em que apenas 1 mde e 4 pais de 11 familias avaliadas
albergavam S. sobrinus, verifica-se que S. sobrinus também foi encontrado em menor
proporcao do que S. mutans, indicando uma proporcionalidade do binémio freqiiéncia de
isolamento-transmissibilidade. Logo, alguns genétipos presentes na mde podem ndo ter
sido detectados nas suas criangas, ou vice-versa, por estarem presentes em niveis abaixo do
limite de detecc¢do da técnica por cultura (REDMO EMANUELSSON & THORNQVIST,
2000).

A propor¢do entre meninas (n=11) e meninos (n=5) e no numero de criancas
brancas (n=11), mulatas (n=3) e negras (n=2), foi desigual neste estudo devido ao nimero
da amostra ser pequeno, limitando a possibilidade de correlacionar género e raca com

fidelidade de transmissdo maternal, conforme sugerido por LI & CAUFIELD (1995). Esses
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autores mostraram que ocorréncia de transmissao, em familias americanas, de gendtipos de
estreptococos grupo mutans de mae para filhas foi maior do que de mae para filhos, sendo a
taxa de 88 e 53%, respectivamente. Ainda, os gendtipos detectados nas meninas mostravam
concordancia com os gendtipos detectados nas suas maes 6 vezes maior que aqueles
detectados nos meninos e suas maes. Além disso, verificaram que criancas negras
apresentavam concordancia com os genétipos detectados nas suas maes 5 vezes maior do
que aqueles detectados em criangas brancas e suas respectivas maes. Outro estudo,
realizado com familias chinesas, também verificou que a transmissdo de estreptococos
grupo mutans foi género especifica (REDMO EMANUELSSON & WANG, 1998).
Contrario aos estudos de LI & CAUFIELD (1995) e de REDMO EMANUELSSON &
WANG (1998), os dados apresentados num estudo com familias suecas ndo demonstraram
este tipo de aquisicdio (REDMO EMANUELSSON et al., 1998).

Os dados de transmissdao maternal de S. mutans (81,25%) e de S. sobrinus (31,25%),
para criancas que permanecem em torno de 10 horas por dia em creches, contrasta com o0s
achados em populagdes de criangas que freqiientam creches na China, onde a concordancia
de gendtipos de estreptococos grupo mutans entre mae-filho é de 45% (LI et al., 2000).

MATTOS-GRANER et al. (2001b) relatou que 2 criancas que compartilhavam o
mesmo ambiente, de uma creche da cidade de Piracicaba, albergavam 1 genétipo idéntico
de S. mutans, sugerindo a possibilidade de transmiss@o horizontal como fonte de infec¢ao
da espécie bacteriana S. mutans. No presente estudo, ndo foi verificada transmissao
horizontal entre criangas que compartilhavam o mesmo ambiente na creche, uma vez que
gendtipos idénticos foram encontrados somente em pares mae-filho. Entretanto, foram

detectados alguns genétipos nas criangas diferentes daqueles encontrados em suas maes.
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Portanto, ndo se descartam outras possiveis fontes de transmissdo horizontal, como
atendentes de creches ou outros individuos que mantenham contato com a crianga durante
as atividades e habitos didrios. O padrdo de similaridade entre os diferentes genotipos
detectados nas criancas do presente estudo, que compartilhavam o mesmo ambiente na
creche, foi muito baixo, sendo menor de 50% na maioria dos casos.

Um estudo realizado em creches, para verificar infec¢do das criangas por diferentes
gendtipos de diferentes espécies, demonstrou a ocorréncia de gendtipos similares entre
essas criancas para as espécies colonizadoras do trato nasofaringeo Streptococcus
pneumoniae, Haemophilus influenzae e Moraxella catarrhalis (YANO et al., 2000).
Entretanto, estreptococos grupo mutans ndo sdo facilmente transmitidos além de sua
estabilidade na cavidade bucal ser modulada por um grupo complexo de fatores, incluindo
o nimero de dentes irrompidos (BERKOWITZ et al., 1975; CATALONATO et al., 1975;
CAUFIELD et al., 1993), niveis de estreptococos grupo mutans na saliva das maes
(KOHLER & ANDREEN, 1994), estado imunoldgico da crianca (SMITH et al., 1998),
presenca de hiplopasia de esmalte (LI et al., 1994), consumo de sacarose (van HOUTE et
al., 1982). Todos estes fatores podem influenciar o periodo de tempo e a intensidade da
primeira aquisicdo de estreptococos grupo mutans, explicando variagdes observadas na
colonizagdo por estreptococos grupo mutans entre populacdes diferentes (FUIIWARA et
al., 1991; GRINDEFJORD et al., 1991; CAUFIELD et al., 1993; MATTOS-GRANER et
al., 1998).

A diversidade no momento da aquisicdo variou de 1 a 4 genétipos de S. mutans
neste estudo, sendo que apenas 1 crianca apresentou 4 gendtipos. A maioria das criancas

(n=9) adquiriu inicialmente apenas 1 gendtipo de S. mutans, 5 criancas adquiriram 2
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gendtipos e 1 crianca adquiriu 3 gendtipos. Este estudo detectou apenas 1 gendtipo de S.
sobrinus no momento da aquisicdo. Na literatura encontram-se estudos de diversidade
genotipica de isolados de estreptococos grupo mutans, que relatam diferentes nimeros de
gendtipos detectados, variando de 1 a 5 gendtipos diferentes por crianca (KULKARNI et
al., 1989; CAUFIELD & WALKER, 1989; ALALUUSUA et al., 1996; KREULEN et al.,
1997, EMANUELSSON et al., 1998; GRONRROS et al., 1998; KOZAI et al., 1999;
MATTOS-GRANER et al., 2001b; KLEIN et al., 2002). Em relacdo a diversidade de S.
sobrinus, KOZAI et al. (1999) encontraram apenas 1 genétipo colonizando a cavidade
bucal de criancas. Contudo, ndo hda uma homogeneidade na idade das criancas que sdo
estudadas, e também ndo existe concordancia de que o nimero de gendtipos encontrados
esteja relacionado com a idade da crianga (KULKARNI e al., 1989), assim como o periodo
de janela de infectividade foi proposto ocorrer num momento anterior na populagcdo
brasileira (MATTOS-GRANER et al., 1998,; FLORIO et al., 2002), em relacdo ao periodo
descrito para a populacdo americana por CAUFIELD et al. em 1993.

Pode-se sugerir que a maior diversidade de genétipos detectada nas criangas, em
relacdo aquela detectada na mae, seja devido ao maior nimero de isolados estudados nas
criangas, além da instabilidade decorrente da fase de desenvolvimento em que a microbiota
da crianca se encontra. Ressalta-se portanto, que um maior ndmero de isolados possa
fornecer dados mais precisos relacionados a presenca de diferentes gendtipos num mesmo
individuo (GRONROOS et al., 1998). Embora, ndo tenha sido encontrada uma correlagao
positiva entre o ndmero de gendtipos e de isolados para S. mutans. A diversidade de
gendtipos de S. mutans maternal revela diferentes capacidades de colonizagdo/infectividade

na cavidade bucal dos respectivos filhos. Portanto, a existéncia de grande diversidade
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genotipica nas espécies S. mutans e S. sobrinus pode resultar na coloniza¢do da cavidade
bucal por cepas com diferentes caracteristicas de viruléncia (KOHLER et al., 1990;
MATTOS-GRANER et al., 2000; MATTOS-GRANER er al., 2001a), assim como
diferentes origens (MATTOS-GRANER et al., 2001b; KLEIN et al., 2002).

A andlise da diversidade genotipica de S. mutans e de S. sobrinus em relagdo aos
sitios de coleta e nimero de isolados por sitios nas 16 criangas estudadas, revelou que a
placa dental mostrou-se um sitio importante, com maior nimero de genétipos diferentes (35
de 52 para S. mutans e 10 de 16 para S. sobrinus) e maior nimero de isolados, embora nem
todos os genétipos detectados nas criancas fossem encontrados na mesma. Portanto, a
colheita de material de mais sitios da cavidade bucal pode fornecer uma microbiota mais
representativa (GRONRROS et al., 1998; MATOS NASCIMENTO, 2002).

Da mae foi coletada apenas saliva estimulada, pois a mesma parece ser o principal
veiculo de transmissdo bacteriana. A saliva tem servido de fonte principal para isolamento
de microrganismos cariogénicos na grande maioria dos estudos, isto principalmente pela
facilidade de coleta, e manipulacdo das amostras e por se acreditar que ela seja
representativa de todos nichos da cavidade oral (GIBBONS & van HOUTE, 1975;
RUSSELL & MELVILLE, 1978 DENEPITYA & KLEINBERG, 1982; ASIKAINEN et
al., 1991a). Porém, os resultados obtidos no presente trabalho de tese mostram que nem
todos os gendtipos encontrados na cavidade bucal das criangas estavam presentes na saliva,
portanto em estudos mais especificos onde se pretenda estudar com detalhes a colonizacdo
da cavidade bucal é fundamental que se realize coletas também de outros nichos da

cavidade bucal.
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O estudo de GRONROOS & ALALUUSUA (2000) demonstra que a distribuiciio
dos gendtipos de S. mutans esteve na dependéncia do sitio dentdrio, sugerindo que
estreptococos grupo mutans podem colonizar de maneira seletiva sitios especificos de
tecido duro. Também, mostrou que a amostragem de saliva foi eficiente para o isolamento
de estreptococos grupo mutans, porém ndo revelou necessariamente todos os genotipos
presentes na cavidade bucal dos voluntdrios. Portanto, quando se faz amostragem de
estreptococos grupo mutans para andlise qualitativa € necessdrio coletar-se amostras de
multiplos sitios da cavidade bucal.

A presenca de dentes irrompidos na cavidade bucal de criancas parece ter grande
importancia para que haja colonizagdo por estreptococos grupo mutans (BERKOWITZ et
al., 1975; CATALONATO et al., 1975; CAUFIELD et al., 1993). Neste estudo, em média
pelo menos 9 dentes estavam irrompidos no momento da aquisi¢do inicial (mediana=9,5),
sendo que o menor nimero e maior nimero de dentes irrompidos eram 4 e 16,
respectivamente. Dentre as 16 criancas avaliadas, 7 (43,7%) apresentavam apenas 0S
incisivos irrompidos no momento da aquisi¢do inicial, e 9 (52,25%) criancas tinham os
primeiros molares irrompidos. CAUFIELD et al. (1993), sugeriram que a ‘“janela de
infectividade”, periodo critico para a colonizacdo da cavidade bucal por estreptococos
grupo mutans, entre 19 e 31 meses de idade, estd relacionada a erup¢do dos molares
deciduos, cujas superficies oclusais retentivas favoreceriam a colonizacdo por tais
microrganismos.

Julgou-se relevante a realizacdo da andlise da diversidade de gendétipos de S. mutans
e S. sobrinus, detectados na placa dental, em relacdo ao nimero de dentes presentes na

cavidade bucal das 16 criancas. Tal andlise mostrou um padrao varidvel e ndo significativo.
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Assim como durante a avaliacdo, a diversidade de gendtipos de S. mutans e S. sobrinus
detectados em relacdo a idade em meses das 16 criancas, também se mostrou varidvel e nao
significativa, ou seja ndo foi encontrada nenhuma correlagdo positiva entre nimero de
dentes ou idade das criancas e presenca de multiplos gendtipos. O estudo de MATTOS-
GRANER et al. (2001b) também ndo observou associacdo significativa entre diversidade
genotipica de estreptococos grupo mutans em relacdo ao nimero de dentes erupcionados e
idade.

Os resultados encontrados nesta tese permitiram observar que o intervalo de 2
meses entre as colheitas foi fundamental para o discernimento entre colonizacio efetiva e
transitdria, pois em alguns casos na colheita subseqiiente aquela primeira colheita que se
mostrou positiva para S. mutans e/ou S. sobrinus pela primeira vez, tais espécies ndo foram
detectadas, configurando em colonizagio transitéria (FLORIO et al., 2002). O fato de que
em alguma colheita posterior aquela primeira colheita positiva para as espécies pesquisadas
ter sido negativa pode ser porque a microbiota bucal das criangas avaliadas estava em
desenvolvimento, desencadeando uma colonizag¢do transitéria (KONONEN, 2000) ou
porque os niveis de algum gendtipo eram baixos. Porém, isto ndo exclui o fato de que
mesmo no presente estudo, o periodo de 2 meses entre as colheitas, seja insuficiente para
variacdes no padrdo de colonizacdo das espécies em andlise. Deste modo, para um
conhecimento mais especifico da dindmica de colonizagdo por S. mutans e S. sobrinus, em
trabalhos futuros talvez seja necessdria a realizacdo um acompanhamento com intervalos de
tempo ainda menores.

Ainda, o rastreamento epidemiolégico, com colheitas bimestrais, forneceu dados

sobre a permanéncia ou ndao dos gendtipos de S. mutans e S. sobrinus adquiridos
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inicialmente. Para S. mutans ocorreu estabilidade efetiva para 7 das 16 criangas avaliadas
(43,75%). Entretanto, para S. sobrinus nao ocorreu estabilidade efetiva em nenhuma das 12
criangas em que este microrganismo foi isolado. Observou-se a ocorréncia de estabilidade
transitéria de S. mutans e S. sobrinus em 3 e 2 criangas, respectivamente. Além disso, 8 e
10 criangas ndo apresentaram estabilidade transitdria ou efetiva de genétipos de S. mutans e
S. sobrinus, respectivamente. Ressalta-se que os gendtipos classificados com sem
estabilidade e com estabilidade transitéria podem ndo ter sido detectados por estarem
presentes na cavidade bucal das criangas em niveis abaixo do limite de detec¢do pelo
método de cultura empregado. Na literatura, destacam-se os estudos, nesta linha de
pesquisa, realizados por ALALUUSUA et al. (1994) e por REDMO EMANUELSON &
THORNQVIST (2000).

ALALUUSUA et al. (1994) encontrou em 6 de 7 criancas (81,75%), avaliadas aos 5
e aos 10 ou 12 anos, ribotipos de S. mutans idénticos em ambas as colheitas. Esses
sugeriram que, na idade de 5 anos, a infeccdo por S. mutans ja estd estabilizada e as cepas
colonizadoras mantém-se permanentes. Enquanto, REDMO EMANUELSON &
THORNQVIST (2000) mostrou a estabilidade de genétipos de S. mutans e S. sobrinus em
11 familias, realizando a primeira colheita das amostras aos 3 anos de idade das criangas € a
segunda colheita, 2 a 5 anos apds a primeira. Nove criangas (81,81%) albergavam 1 ou 2
gendtipos similares nas duas ocasides em que foram realizadas as amostragens. Esses
resultados sugerem que gendtipos de estreptococos grupo mutans t€m um grau de coeréncia
em criangas entre 3 e 8 anos de idade, indicando a persisténcia (estabilidade) de cepas na

cavidade bucal dos mesmos.
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Entretanto, o intervalo entre a primeira e a segunda colheita nos estudos realizados
por ALALUUSUA et al. (1994) e por REDMO EMANUELSON & THORNQVIST (2000)
foi relativamente grande, variando de 2 a 7 anos, portanto, pode-se considerar tal intervalo
de tempo propicio a reinfeccdo, pelo mesmo genétipo, da cavidade bucal das criangas
estudadas, nao refletindo a permanéncia de genétipos adquiridos inicialmente por todo o
periodo do intervalo entre as colheitas.

Em 1989, CAUFIELD & WALKER sugeriram tendéncia de estabilidade de 1
gendtipo de S. mutans, transmitido pela mae, na cavidade bucal de uma crianga, pois o
mesmo permaneceu por 3 anos na mesma. No presente trabalho de tese, ndo houve
tendéncia de estabilidade efetiva de todos os genétipos adquiridos da mae. Embora, aqueles
gendtipos transmitidos pela mie e que apresentaram estabilidade efetiva tenham colonizado
a cavidade bucal das criangas por um periodo maior (7,18 meses em média), contrastando
com os gendtipos ndo transmitidos pela mae, que permaneceram por um periodo menor
(2,87 meses em média). Este resultado foi diferente do que se esperava, pelo fato da
literatura relatar facilidade de aquisicdo de genétipos das mades, pois imunoglobulinas
adquiridas passivamente da mae teriam um papel para determinar que cepas de bactérias
indigenas colonizariam a crianca. LI & CAUFIELD (1995) sugeriram que as maes
transferem para seus filhos ndo somente imunoglobulinas via placenta e colostro, mas
também um conjunto de bactérias indigenas capazes de co-existirem com aqueles fatores
imunolégicos derivados direta ou indiretamente da mde. De que maneira imunoglobulinas
adquiridas da mae influenciam na selecdo pelas criangas de quais bactérias permaneceram e
quais delas serdo eliminadas ainda precisa ser elucidado, em estudos futuros. Além disso,

estudos com criancas americanas revelaram que elas apresentam producdo intensa de
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anticorpos IgA na saliva contra antigenos de S. mutans ap6s a detec¢do destes
microrganismos por volta dos 2 anos de idade, embora o padrao de IgA contra antigenos
especificos seja muito varidvel (SMITH et al., 1998).

O controle de transmissao e infecc¢do por S. mutans e S. sobrinus € fundamental para
o controle da cérie dentdria, uma das doencas infecciosas mais comuns em populacdes
brasileiras e internacionais (MATTOS-GRANER et al., 2001c). Dentre as criangas que
freqiientam creches da rede publica em Piracicaba — SP, cidade que apresenta 4gua
fluoretada desde 1971 e onde o uso do fldor através de dentifricios € alto, em torno de 3/4
das criancas entre 12 a 18 meses de idade destas instituicdes apresentam niveis detectaveis
de S. mutans, sendo que 20% nesta faixa etdria apresentam altissimos niveis bucais desta
bactéria (MATTOS-GRANER et al., 1998), caracterizando um grau de infeccdo muito
superior ao observado em criangas da mesma faixa etdria em paises como E.U.A. Japao e
Suécia. Além disso, o estudo prospectivo de criangas com altos niveis bucais deste
microrganismo demonstrou uma alta incidéncia de cérie, de 3 a 10 novas lesdes ao ano
(MATTOS-GRANER et al., 2001c).

Dentre as 16 criancas avaliadas neste trabalho de tese apenas uma crianca
apresentou lesdo de mancha branca nos incisivos superiores, isto pode ser reflexo do
acompanhamento freqiiente (bimestral) e das instru¢des de higiene. E, a ndo detec¢do de
estreptococos grupo mutans estd fortemente relacionada a auséncia de manifestacdes de
céarie dentdria, e a simples deteccdo destes microrganismos na cavidade bucal ndo ¢é
suficiente para explicar a atividade de cdrie, estando pobremente associada a atividade
desta doenca (KOHLER et al., 1990; MATTOS-GRANER et al., 2000; MATTOS-

GRANER et al., 2001a).
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Portanto, considera-se fundamental o entendimento dos fatores que interferem na
capacidade de genétipos de S. mutans e S. sobrinus de colonizarem a cavidade bucal e se
estabelecerem no biofilme dental. Assim a caracterizacdo da capacidade de aderéncia
dependente de sacarose em cepas transitorias e estaveis e sua correlacdo com a expressao
de genes relevantes a este processo podem fornecer importantes dados para o
desenvolvimento de métodos de controle de infec¢do assim e/ou para identificacdo de
colonizadores mais agressivos da cavidade bucal. Ainda, a andlise do papel de genes de
competéncia, do padrao de producdo de bacteriocinas e genes de imunidade a bacteriocinas
poderd revelar dados mais precisos dos fatores que interferem e/ou colaboram para o

sucesso de colonizagdo por determinado gendétipo de S. mutans e/ou S. sobrinus.

94



Conclusdo

7. CONCLUSAO
Através dos resultados obtidos neste estudo, é valido concluir que:

e A principal fonte de infeccao de S. mutans e S. sobrinus é a maternal. E, outras rotas
de transmissdo podem estar presentes;

e No momento da aquisi¢do as criangas albergam de 1 a 4 gendtipos distintos de S.
mutans €, 1 Unico gendtipo de S. sobrinus. Durante o rastreamento epidemiologico
longitudinal a diversidade genotipica varia em algumas criangas, demonstrando a
instabilidade da microbiota bucal em desenvolvimento;

e Os gendtipos adquiridos pelas criangas possuem estabilidade efetiva e/ou transitdria,

refletindo o desenvolvimento da microbiota bucal nas criangas.
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ANEXO 3: Isolamento e identificacdo dos isolados bacterianos.

Anexos

Total de isolados provenientes de 16 pares mae-filho e submetidos a identificagdo por PCR:

Todos os isolados

Isolados identificados

Isolados identificados

16 pares como S. mutans como S. sobrinus
crianca mae crianca mae crianca mae

2 96 14 75 8 20 4
3 145 15 105 15 11 -
4 65 13 55 9 8 1
5 27 16 27 15 - -
7 69 15 50 14 11 1
8 139 16 118 16 5 -
10 24 15 9 15 3 -
12 37 14 34 14 2 -
13 122 6 111 6 - -
17 8 20 2 2 1 17
18 17 14 13 13 1 -
20 19 11 13 9 6 2
23 60 18 58 18 2 -
24 3 13 3 13 - -
28 55 16 35 14 14 2
32 65 14 65 14 - -

Total 951 230 773 195 84 27

parcial (80,53%) | (19,47%) | (79,85%) | (20,15%) | (75,68%) | (24,32%)

Total geral

1181 (100%)

968 (81,96%)

111 (9,39%)
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Anexos

ANEXO 4: DENDOGRAMAS

A Andlise dos perfis eletroforéticos obtidos pela técnica de AP-PCR, com os
primers OPA-02 e OPA-13, propiciou a construcdo de dendogramas representativos dos
diferentes gendtipos de S. mutans e S. sobrinus detectados para cada par mae-filho
estudados. Os diferentes genétipos foram codificados por letras maitdsculas para facilitar a
leitura dos resultados em cada par mae-filho. Iniciou-se a codificacdo pelos genétipos
detectados nas mades com a letra A para ambos S. mutans e S. sobrinus. A partir do

dendograma obtido para cada par, construiu-se uma tabela explicativa correspondente.
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Dendograma 1: representativo dos diferentes genodtipos de S. mutans detectados na crianca

e/ou na mae do par mae-filho 2.

Tabela explicativa para gendtipos de S. mutans encontrados no par 2:

Gendtipos encontrados no par 2 (clone /sitio™*)

Colheita N° Idade Clone A Clone B Clone C Clone D
isolados (meses) (sitio) (sitio) (sitio) (sitio)
4 isolados .
4 5 154 - (4D) 1 isolado (D) -
5 isolados
5 5 17,7 (SD) - - -
S| of 1 21,5 - - 1 isolado (D) -
£ 4 isolados
&) 7 4 24,9 (4D) - - -
27 isolados
8 27 21,0 (8S, 7L, 6G, 6D) ) ) )
6 isolados
0 6 29,1 (18, 4G, 1D) j ) -
26 isolados .
10 27 31,7 6. 7L, 8G. 5D) - - 1 isolado (S)
Mie 8 isolados (S) - - -
Conclusio | Houve transmissio vertical e estabilidade do clone A (6,8 meses consecutivos)

*Sitio: saliva (S), dorso de lingua (L), rodete gengival (G), placa dental (D)
# Na colheita 6 foram isoladas 19 cepas de S. sobrinus.

Total de isolados: 75 da crianga e 8 da mae.
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Dendograma 2: representativo dos diferentes gendtipos de S. sobrinus detectados na crianca
e/ou na mae do par mae-filho 2.

Tabela explicativa para genétipos de S. sobrinus encontrados no par 2:

Gendtipos encontrados no par 2 (clone /sitio*)

Colheita N° Idade Clone A Clone B Clone C Clone D Clone E
isolados | (meses) (sitio) (sitio) (sitio) (sitio) (sitio)
4 - 15,4 - - - - -
< 5 - 17,7 - - - - -
Qn .
'§ 6 19 215 ) ) ) 19 1s((1))l)ados )
7 1 24,9 - - - - 1 isolado (L)
8 - 27,0 - - - - -
9 - 29,1 - - - - -
10 - 31,7 - - - - -
~ 2 isolados . .
Mae (S) 1 isolado (S) | 1 isolado (S) - -
Conclusdo | Nio houve transmissdo vertical e nem estabilidade.

* Sitio: saliva (S), dorso de lingua (L), rodete gengival (G), placa dental (D)
Total de isolados: 20 da crianga e 4 da mae.
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Dendograma 3: representativo dos diferentes gendtipos de S. mutans detectados na crianca
e/ou na mae do par mae-filho 3.

Tabela explicativa para gendtipos de S. mutans encontrados no par 3:

Gendtipos encontrados no par 3 (clone /sitio*)

Colheita N¢ isolados (III?::;) Clone A (sitio) Clone B (sitio) Clone C (sitio) Clone D (sitio)
4 15 isolados . . -
17 16,8 (6S. 5G. 3L. 1D) 1 isolado (S) 1 isolado (S)
5 15 isolados .
} 22 20,3 (38, 5G, 5L, 2D) - - 7 isolados (7D)
g 6# - 22,2 - - - -
gs 7 18 24,8 18 isolados (18D) - - -
&) -
8 18 26.9 . 18 isolados . -
’ (35, 1G, 2L, 12D)
9 10 isolados -
10 292 ) (48, 3G, 4L) )
20 isolados -
10 20 31,1 - (7S. 6G. 6L) -
Mie 15 isolados (S) - - -
Conclusao Houve transmissdo vertical (genétipo A) e, estabilidade do clone A (inicialmente, por 3,5 meses consecutivos) e

do clone B (posteriormente, por 4,8 meses)

*Sitio: saliva (S), dorso de lingua (L), rodete gengival (G), placa dental (D).
# Na colheita 6 nao foi isolados nenhuma cepa de S. mutans nem de S. sobrinus.
Total de isolados: 105 da crianca e 15 da mae.

Tabela explicativa para genétipos de S. sobrinus encontrados na crianga 3 (S. sobrinus ndo foi
isolado da mae):

Crianca Genoétipos encontrados na crianga
Colheita N¢isolados | Idade (meses) Clone A (sitio)*
4 2 16,8 2 isolados (1S, 1L)
5 - 20,3 -
6# - 222 -
7 9 24.8 9 isolados (9D)
8 - 26,9 -
9 - 29,2 -
10 - 31,1 -
Conclusdo Nao houve transmissao nem estbilidade.

*Sitio: saliva (S), dorso de lingua (L), rodete gengival (G), placa dental (D).
Total de isolados: 11 da crianga.
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Dendograma 4: representativo dos diferentes genodtipos de S. mutans detectados na crianca
e/ou na mae do par mae-filho 4.

Tabela explicativa para genétipos de S. mutans:

Gendtipos encontrados no par 4 (clone /sitio™*)
. N° Idade | Clone A (sitio) | Clone B (sitio) | Clone C (sitio) Clone D
Colheita | . .
isolados | (meses) (sitio)
s, 7 9 20,2 9 isolados (D) - - -
S| s# - 23,5 - - _ )
&) 9 25 25,9 25 isolados - - -
(2S, 1L, 1G, 21D)
10 21 27,6 21 isolados - - -
(7S, 4L, 1G, 9D)
Maie 2 isolados (S) | 5 isolados (S) 1 isolado (S) 1 isolado (S)
Conclusio | Houve transmissdo vertical e estabilidade do clone A ( 1,7 meses consecutivos)

*Sitio: saliva (S), dorso de lingua (L), rodete gengival (G), placa dental (D).
# Na colheita 8 foi isolada apenas 1 cepa de S. sobrinus.
Total de isolados: 55 da crianga e 9 da mae.

Tabela explicativa para genétipos de S. sobrinus encontrados no par 4:

Gendtipos encontrados no par 4 (clone /sitio*)
. Clone A/ siti
Colheita | N° isolados Idade one A SIHo
B (meses)
g 7 - 20,2 -
5 8 1 23,5 1(S)
9 - 25,9 -
10 7 27,6 7 (1S,3L,3D)
Maie 1(S)
Conclusdo | Houve transmissao vertical do clone *

*Sitio: saliva (S), dorso de lingua (L), rodete gengival (G), placa dental (D)
Total de isolados: 8 da crianca e 1 da mée.
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Dendograma 5: representativo dos diferentes gendtipos de S. mutans detectados na crianga
e/ou na mae do par mae-filho 5.

Tabela explicativa para gendtipos de S. mutans encontrados no par 5:

Gendtipos encontrados no par 5 (clone /sitio*)
Colheita | . N°® Idade Clone A (sitio) Clone B (sitio)
isolados | (meses)
- 5 14 14,2 - 14 isolados (14D)
g6 1 18,0 1 isolado (1D) -
'5 T# - 22,5 - -
8 1 24,9 1 isolado (1D) -
9 11 26,6 - 11 isolados (11D)
10# - 29,0 - -
Mae 10 isolados (S) 5 isolados (S)

Conclusdo | Houve transmissdo vertical (genétipos B no momento da aquisicdo inicial e genétipo A,
posteriormente), ndo ocorreu estabilidade.

*Sitio: saliva (S), dorso de lingua (L), rodete gengival (G), placa dental (D).
# Nao foi isolado nem S. mutans nem S. sobrinus.
Total de isolados: 27 da crianga e 15 da mie.
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Dendograma 6: representativo dos diferentes gendtipos de S. mutans detectados na crianca

e/ou na mae do par mae-filho 7.

Tabela explicativa para gendtipos de S. mutans encontrados no par 7:

Gen6tipos encontrados no par 7 (clone /sitio*)

Colheita N° Idade Clone A Clone B Clone C Clone D Clone E
isolados | (meses) (sitio) (sitio) (sitio) (sitio) (sitio)
5 1 17,8 - - 1 isolado - -
D)
S| 6 - 21,6 - - - - -
Z 7 2 26,5 - - - 2 isolados -
o @)
8 26 28,8 - - 2 isolados - 24 isolados
L) (12L, 1G, 11D)
9 21 31,6 |20 isolados - - 1 isolado
(6S, 5L, 9D) (S)
Mae 6 isolados | 8 isolados - - -
S S
Conclusdo | Houve transmissdo vertical (posteriormente), porém nio ocorreu estabilidade.

*Sitio: saliva (S), dorso de lingua (L), rodete gengival (G), placa dental (D).

# Na colheita 6 isolamos somente S. sobrinus.
Total de isolados: 50 da crianga e 14 da mée.
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Dendograma 7: representativo dos diferentes gendtipos de S. sobrinus detectados na crianca
e/ou na mae do par mae-filho 7.

Tabela explicativa para gendtipos de S. sobrinus encontrados no par 7:

Gendtipos encontrados no par 7 (clone /sitio*)
Colheita isoll\il dos (33:;2) Clone A (sitio) Clone B (sitio) Clone C (sitio)
s, 5 - 17,8 - - -
ks 6 2 21,6 2 isolados (L) - -
O 7 9 26,5 1 isolado (G) 6 isolados (1G, 5D) 2 isolados (2D)
8 - 28,8 - - -
9 - 31,6 - - -
Maie 1 isolado (S) - -
Conclusio | Houve transmissao vertical e estabilidade transitéria (4,9 meses consecutivos).

*Sitio: saliva (S), dorso de lingua (L), rodete gengival (G), placa dental (D).
# Na colheita 6 isolamos somente S. sobrinus.
Total de isolados: 11 da crianga e 7 da mae.
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Dendograma 8: representativo dos diferentes gendtipos de S. mutans detectados na crianga
e/ou na mae do par mae-filho 8.

Tabela explicativa para gendtipos de S. mutans encontrados no par 8:

Gendtipos encontrados no par 8 (clone /sitio*
Colheita N° Idade Clone A Clone B Clone C Clone D Clone E
isolados | (meses) (sitio) (sitio) (sitio) (sitio) (sitio)
. 5 isolados
4 6 12,8 1 isolado (L) (25. IL. 1G. 1D) - - -
16 isolados
> 16 14.9 (6S, 6L, 3G, 1D) ) ) ) )
< 11 isolados .
:én 6 15 17,9 (25. 3L. 6G) 4 isolados (4L) - - -
= 20 isolados
@) 7 20 19,6 - (8S. 6L. 6G) - - -
19 isolados
8 19 224 ) (28, 4L, 9G, 4D) ) ] )
18 isolados . 8 isolados
9 27 24,8 (6S. 5L. 7G) 1 isolado (1D) - (1G. 7D) -
9 isolados 6 isolados
10 15 26,6 ) (4S8, 2L, 1G, 2D) ) ) (1L, 2G, 3D)
Maie 9 isolados (S) | 3 isolados (S) 4 1s<()é§1dos - -
Houve transmissao vertical de 2 clones e estabilidade transitéria de 1 clone transmitido (3
Conclusio colheitas consecutivas — 5,1 meses ) e estabilidade efetiva do outro clone transmitido (5

colheitas consecutivas — 8,7meses ).

*Sitio: saliva (S), dorso de lingua (L), rodete gengival (G), placa dental (D).
Total de isolados: 118 da crianca e 16 da mae.

S. sobrinus foi isolado apenas na crianga, na colheita 4: 5 isolados todos iguais (genétipo A/
1S, 3L, 1G).
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Dendograma 9: representativo dos diferentes gendtipos de S. mutans detectados na crianca
e/ou na mae do par mae-filho 10.

Tabela explicativa para gendtipos de S. mutans encontrados no par 10:

Genoti

pos encontrados no par 10 (clone /sitio*)

. N° Idade |Clone A (sitio) | Clone B (sitio) | Clone C (sitio) | Clone D (sitio)
Colheita | .
isolados | (meses)
< 4 2 11,6 - - 2 isolados (2S) -
g5 - 15,1 - - - -
. @ Z
5 6 19,03 - - - -
7 4 21,67 2 isolados - - 2 isolados
(S,D) (§,D)
8 3 23,43 | 3isolados (D) - - -
9¢ - 24,47 - - - -
Maie 11 isolados (S) | 4 isolados (S) - -
Conclusa | Houve transmissao vertical (ndo no momento de aquisicao inicial, mas apenas quando
0 da colonizagdo efetiva) e estabilidade (2 colheitas consecutivas — 1,76).

*Sitio: saliva (S), dorso de lingua (L), rodete gengival (G), placa dental (D).
# Na colheita 5 isolamos somente S. sobrinus.
@ Nas colheitas 6 e 9 no foi isolado nenhuma cepa de S. mutans nem de S. sobrinus.
Total de isolados: 9 da crianca e 15 da mae.

Tabela explicativa para gendtipos de S. sobrinus encontrados no par 10:

Gendtipos encontrados na crianga 10
Colheita N° isolados Idade (meses) Clone A (sitio)*
= 4 - 11,6 -
g 5" 2 15,1 2 isolados (S)
s 6 ] 19,03 -
7 1 21,67 1 isolado (D)
8 - 23,43 -
9 - 24,47 -

*Sitio: saliva (S), dorso de lingua (L), rodete gengival (G), placa dental (D).
@ Nas colheitas 6 e 9 nio foi isolado nenhuma cepa de S. mutans nem de S. sobrinus.

Total de isolados: 3 da crianca.
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Dendograma 10: representativo dos diferentes genoétipos de S. mutans detectados na crianca
e/ou na mae do par mae-filho 12.

Tabela explicativa para gendtipos de S. mutans encontrados no par 12:

Gendtipos encontrados no par 12 (clone /sitio*)

Colheita N° Idade Clone A Clone B Clone C Clone D Clone E
isolados | (meses) (sitio) (sitio) (sitio) (sitio) (sitio)
S 18 isolados
g > 18 166 | (7s.4L.76) ) ) ] ]
&) 6" - 19,9 - - - - -
16 isolados
7 16 21,97 - - i i (6L, 10D)
Mie 3isolados | 3isolados | 7isolado | 1 isolado )
) S ® )
Conclusio | Houve transmissao vertical do clone A, porém nio ocorreu estabilidade.

*Sitio: saliva (S), dorso de lingua (L), rodete gengival (G), placa dental (D).

# Na colheita 6 nio isolamos S. mutans nem S. sobrinus.
Total de isolados: 34 da crianca e 14 da mae.

S. sobrinus foi isolado apenas na crianga, na colheita 5: 2 isolados todos iguais (genétipo A/

2G).
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Dendograma 11: representativo dos diferentes genétipos de S. mutans detectados na crianga

e/ou na mae do par mae-filho 13.

Tabela explicativa para gendtipos de S. mutans encontrados no par 13:

Gendtipos encontrados no par 13 (clone /sitio*)

Colheita | N° Idade Clone A (sitio) Clone B (sitio)
isolados | (meses)
< 4 9 14,5 9 isolados (1S, 8L) -
C%” 5 20 16,1 20 isolados (6S, 2L, 4G, 8D) -
6‘ 6 23 19,0 23 isolados (58S, 6L, 6G, 6D) -
7 29 21,3 29 isolados (78, 9L, 7G, 6D) -
8 14 23,2 14 isolados (18, 5L, 4G, 4D) -
9 16 26,0 16 isolados (68, 6L, 3G, 1D) -
Maie 1 isolado (S) 5 isolados (S)

Conclusdo | Houve transmissédo vertical e estabilidade do clone A (6 colheitas consecutivas — 11,5

meses).

*Sitio: saliva (S), dorso de lingua (L), rodete gengival (G), placa dental (D).

Total de isolados: 111 da crianga e 6 da mie.
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Dendograma 12: representativo dos diferentes genétipos de S. sobrinus detectados na
crianca e na mae do par mae-filho 17.

Tabela explicativa para gendtipos de S. sobrinus encontrados no par 17:

Gendtipos encontrados no par 17 (clone /sitio*)
Colheita | . N° Idade | Clone A (sitio) | Clone B (sitio) | Clone C (sitio) | Clone D (sitio)
< isolados | (meses)
IR 1 16,6 | lisolado (L) - - -
© 6* 0 18,7 - - - -
7¢ 0 21,2 - - - -
Mae 1 isolado (S) 1 isolado (S) 1 isolado (S) 14 isolados (S)
Conclusio | Houve transmissao vertical.

*Sitio: saliva (S), dorso de lingua (L), rodete gengival (G), placa dental (D).
# Na colheita 6 ndo foi isolado S. mutans nem S. sobrinus.

@ Na colheita 7 foi isolado somente S. mutans (2 cepas)

Total de isolados: 1 da crianca e 17 da mae.

Tabela explicativa para genétipos de S. mutans encontrados no par 17:

Gendtipos encontrados no par 17 (clone /sitio*)
o Colheita | N° isolados | Idade (meses) Clone A (sitio)
o 5 0 16,6 -
g 6" 0 18,7 -
o 7¢ 2 21,2 2 isolados (S/D)
Mae 2 isolado (S)
Conclusio | Houve transmissao vertical.

*Sitio: saliva (S), dorso de lingua (L), rodete gengival (G), placa dental (D).
# Na colheita 6 ndo foi isolado S. mutans nem S. sobrinus.

@ Na colheita 7 foi isolado somente S. mutans.

Total de isolados: 2 da crianca e 2 da mae.
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Dendograma 13: representativo dos diferentes genétipos de S. mutans detectados na crianga
e/ou na mae do par mae-filho 18.

Tabela explicativa para gendtipos de S. mutans encontrados no par 18:

Genotipos encontrados no par 18 (clone /sitio*)

Colheita | . N° Idade Cloqe A Cloqe B Cloqe C Clonf: D Clon_e E Clor?e F Cloqe G Clon_e H Clor}e 1 Clor_le J Clon_e L
isolados | (meses) (sitio) (sitio) (sitio) (sitio) (sitio) (sitio) (sitio) (sitio) (sitio) (sitio) (sitio)
4¢ 9 14,6 - - - - - 5 2 1 - 1 -
isolados | isolados | isolado isolado
= (3L, (1L, (1L) (1G)
?C: 2G) 1G)
= 5* 0 17,9 - - - - - - - - - - -
“[ 6 4 20,0 - - } - - - - - 3 - 1
isolados isolado
(3S) a6)
7 22,1 - - - - - - - - - - -
8" 243 - - - - - - - - - - -
Mie 2 4 3 2 2 - - - - - -
isolados | isolados | isolados | isolados | isolados
S S S o) S
Conclusio | Nio houve transmissdo vertical e nem estabilidade.

*Sitio: saliva (S), dorso de lingua (L), rodete gengival (G), placa dental (D).
# Na colheita 5 ndo foi isolado S. mutans nem S. sobrinus.
@ S. sobrinus foi isolado apenas nesta colheita (1 isolado).

Total de isolados: 13 da crianga e 13 da mie.

S. sobrinus foi isolado apenas na crianga, na colheita 4: 1 isolado (genétipo A/ 1D).
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Dendograma 14: representativo dos diferentes genétipos de S. mutans detectados na crianca
e/ou na mae do par mae-filho 20.

Tabela explicativa para gendtipos de S. mutans encontrado no par 20:

Genotipos encontrados no par 20 (clone /sitio*)
. N° Idade . » "
Colheita isolados | (meses) Clone A (sitio) | Clone B (sitio) Clone C (sitio)
5 4" - 13,4 - - -
3 8 isolados 4 isolados
J > 12 17,7 (4S,3L,1G) j (1L,2G,1D)
6" - 20,0 - - -
7 1 22,8 - - 1 isolado (1D)
Mae 6 isolados (S) 3 isolados (S) -
Conclusio | Houve transmissdo vertical (clone A), porém nio ocorreu estabilidade.

*Sitio: saliva (S), dorso de lingua (L), rodete gengival (G), placa dental (D).

# Nas colheitas 4 e 6 isolamos apenas S. sobrinus.

Total de isolados: 13 da crianga e 9 da mae.
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Dendograma 15: representativo dos diferentes genétipos de S. sobrinus detectados na
crian¢a e/ou na mae do par mae-filho 20.

Tabela explicativa para gendtipos de S. sobrinus encontrados no par 20;
Gen6tipos encontrados no par 20 (clone /sitio*)
Colheita | N° Idade Clone A (sitio) Clone B (sitio)
isolados | (meses)
& 4 1 13,4 - 1 isolado (S)
5 5 2 17,7 2 isolados (2L) -
6 3 20,0 3 isolados (3D) -
7 - 22,8 - -
Maie 2 isolados (S) -
Conclusdo | Houve transmissao vertical (clone A), ocorreu estabilidade transitéria (estabilidade de 2

colheitas consecutivas por 2,3 meses — nao foi isolado S. sobrinus na Gltima colheita).

*Sitio: saliva (S), dorso de lingua (L), rodete gengival (G), placa dental (D).
Total de isolados: 6 da crianca e 2 da mae.
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Dendograma 16: representativo dos diferentes genétipos de S. mutans detectados na criancga
e/ou na mae do par mae-filho 23.

Tabela explicativa para genotipos de S. mutans encontrados no par 23.

Gendtipos encontrados no par 23 (clone /sitio*)

Colheita N° Idade Clone A | CloneB | CloneC | CloneD | Clone E | Clone F
isolados | (meses) (sitio) (sitio) (sitio) (sitio) (sitio) (sitio)
5 20 16,1 12 isolados | 8 isolados - - - -
g;n (12D) 4S, 2L, 2G)
g:’ 6 26 18,5 - - 8 isolados | 14 isolados | 4 isolados -
4S, 1L, 2G, | (3S, 5L, 4G, 4D)
1D) 2D)
7 12 20,6 - - - 9 isolados - 3 isolados
9S) (3S)
Mae 15 isolados | 3 isolados - - - -
(&) ()
Conclusdo | Houve transmissao vertical de 2 genétipos (A e B), ocorreu estabilidade do clone D (nio

adquirido da mae), por 2 colheitas consecutivas.

*Sitio: saliva (S), dorso de lingua (L), rodete gengival (G), placa dental (D).
Total de isolados: 58 da crianga e 18 da mie.

S. sobrinus foi 1solado apenas na crianca, na colheita 5: 2 isolados iguais (genotipo A/ 2D).
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Dendograma 17: representativo dos diferentes genétipos de S. mutans detectados na crianga
e/ou na mae do par mae-filho 24.

Tabela explicativa para gendtipos de S. mutans encontrados no par 24:

Gendtipos encontrados no par 24 (clone /sitio*)

' Colheita | N° isolados Idade Clone A (sitio) Clone B (sitio)
Crianca (meses)
5 3 18 2 isolados (D) 1 isolado (D)
6" 0 20,3 - -
Mae 13 isolados (S) -
Conclusdo | Houve transmissao vertical.

*Sitio: saliva (S), dorso de lingua (L), rodete gengival (G), placa dental (D).

# Na colheita 6 ndo foi isolado S. mutans nem S. sobrinus.

Total de isolados: 3 da crianca e 13 da mae.
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Dendograma 18: representativo dos diferentes gendtipos de S. mutans detectados na
crian¢a e/ou na mae do par mae-filho 28.

Tabela explicativa para gendtipos de S. mutans encontrados no par 28:

Gendtipos encontrados no par 28 (clone /sitio*)

Colheita N° Idade |Clone A | Clone B | Clone C | Clone D | Clone E | Clone F | Clone G | Clone H
isolados | (meses) | (sitio) (sitio) (sitio) (sitio) (sitio) (sitio) (sitio) (sitio)
4* - 18,4 - - - - - - - -
s, 10
= 5 10 21,5 - - isolados - - - - -
5 (10D)
16 3 3 1 2
6 25 23,9 - - - 1(530 Slagl(is isolados | isolados | isolado |isolados
3G, 6D) (2S, 1G) (3D) (D) S,D)
13 1
Mae isolados | isolado - - - - - -
S S
Conclusio | N3ao houve transmissio vertical, nem ocorreu estabilidade.

*Sitio: saliva (S), dorso de lingua (L), rodete gengival (G), placa dental (D).
# Na colheita 4 foi isolado apenas S. sobrinus.
Total de isolados: 35 da crianga e 14 da mie.

Tabela explicativa para gendtipos de S. sobrinus encontrados no par 28:

Gendtipos encontrados no par 28 (clone /sitio*)
< |_Colheita N¢isolados |Idade (meses) Clone A (sitio)
g 4* 14 18,4 14 isolados (48, 5D, 1G, 4L)
i= 5 - 21,5 -
“I & i 23,9 i
Mie 2 isolados (S)
Conclusio | Houve transmissdo vertical.

*Sitio: saliva (S), dorso de lingua (L), rodete gengival (G), placa dental (D).
* Na colheita 4 foi isolado apenas S. sobrinus.
Total de isolados: 14 da crianga e 2 da mae.
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Dendograma 19: representativo dos diferentes genétipos de S. mutans detectados na crianga
e na mae do par mae-filho 32.

Tabela explicativa para gendtipos de S. mutans:

Gendtipos encontrados no par 32 (clone /sitio*)
Colheita N° Idade Clone A Clone B Clone C Clone D Clone E
isolados | (meses) (sitio) (sitio) (sitio) (sitio) (sitio)
3 6 12,6 - - 6 isolados - -
(28, 1L,3D)
4 24 14,6 - - - 24 isolados -
§« (8S, 5L, 7G,
g 4D)
O 5 22 18,0 - - 3 isolados - 19 isolados
(1S, 2D) (58, 7L, 5G,
2D)
6 13 20,3 - - 2 isolados - 11 isolados
(S.D) (38, 4L, 2G,
2D)
Mae 9 isolados 5 isolados - - -
(S) (S)
Conclusdo Nao houve transmissao vertical, porém ocorreu estabilidade dos genétipos C e E por duas
colheitas consecutivas (2,3 meses)

*Sitio: saliva (S), dorso de lingua (L), rodete gengival (G), placa dental (D).

Total de isolados: 65 da crianca e 14 da mae.
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ANEXO §:

Numero de isolados correspondentes a cada um dos 52 genétipos detectados nas criangas.

. S. mutans S. sobrinus
Crianga — - — -
Gendtipos N° de isolados Gendtipos N° de isolados
A 68
, B 4 D 19
C 2
D X E 1
A 48
B 49
3 c 1 A 11
D
4 A 55 A 8
A 2
> B 25 ) i
A 20
7 C 3 3
D 3 B 6
E 24 C 2
A 46
B 58
8 D 3 A 5
E 6
A 5
10 C 2 A 3
D 2
A 18
12 c 16 A 2
13 A 111 - -
17 A 1 A 1
F 5
G 2
H 1
18 I 3 A 1
J 1
L 1
A 8 A
20 C 5 B 1
A 12
B 8
C 8
23 D 23 A 2
E 4
F 3
A 2
24 B 1 - -
C 10
D 16
E 3
28 F 3 A 14
G 1
H 2
C 11
32 D 24 - -
E 30
Total 52 773 16 84
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ANEXO 6: Variagdo de genétipos de S. mutans e de S. sobrinus durante o acompanhamento.

Numero de gendtipos de
S. mutans detectados

- O = N W hH oo o

Idade das criangas

Grifico do nimero de gendtipos de S. mutans detectados nas criangas (C) 2, 3, 4, 5, 7, 8, 10, 12, 13, 17, 18,
20, 23, 24, 28 € 32.

* ¢ A s
I-X.“..“..“.—A—m /
Idade das criangas

—h—
—— B A

Graéfico do nimero de gendétipos de S. sobrinus detectados nas criangas (C) 2, 3, 4, 7, §, 10, 12,

Numero de gendtipos
de S. sobrinus
detectados

17, 18, 20, 23 e 28. Nas criancgas 5, 13, 24 e 32 nao foram detectados gendtipos de S. sobrinus.
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