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RESUMO

BIANCO, KG. Ocorréncia de Microrganismos Oportunistas e Superinfectantes em
Criancas com 6, 12 e 18 Meses de Idade e suas Maes. 146 f.Tese (Doutorado) —
Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista, Aragatuba, 2009.

A primeira infancia é a fase mais importante para o estabelecimento de condi¢cdes de
saude, desenvolvimento da microbiota bucal e para o estabelecimento de hébitos.
Desde que a grande maioria das infeccbes graves que acometem as criancas esta
associada a microrganismos superinfectantes e multirresistentes a antimicrobianos,
cujo estabelecimento na cavidade bucal de bebés ndo é adequadamente descrito, foi
objetivo do estudo, analisar a presenca de um grupo desses microrganismos em
criancas com seis meses de idade e suas maes, ao longo de doze meses de
acompanhamento, bem como a presenca de genes de resisténcia aos principais
antimicrobianos nas amostras clinicas oriundas das mées e seus bebés. Para tanto,
68 pares de bebés e suas maes foram selecionados. Apés levantamento de dieta dos
bebés e das condicdes socioecondmicas das familias, realizava-se a coleta de saliva e
biofilme subgengival das mées e saliva das criangas, para avaliagdo microbiologica.
Esses procedimentos foram repetidos, em todos os pares, quando o0s bebés
completaram doze e dezoito meses de idade, acrescentando-se nessas ocasides a
coleta do biofilme dental das criangas. A deteccdo dos diferentes microrganismos
oportunistas era realizada pela amplificacdo do DNA dos microrganismos alvo
empregando-se as reacdes em cadeia da DNA polimerase (PCR). As condicdes de
saude da mucosa bucal e gengiva foram satisfatérias para os bebés, enquanto a
maioria das maes era portadora de gengivite ou periodontite. Criancas cujas maes
tinham gengivite mostraram maior frequéncia desses patégenos na saliva e no
biofilme. Os principais microrganismos oportunistas detectados em mées e criangas
foram os membros da familia Enterobacteriaceae, além de Enterococcus spp., E.
faecalis, Helicobacter spp. e Helicobacter pylori. Qutros agentes infecciosos, como
Citomegalovirus e virus Epstein-Barr foram raramente detectados nas criangas, mas
frequentes nas mées com inflamac&o periodontal, enquanto outros como o virus do
herpes simples tipo 1, Pseudomonas spp., P. aeruginosa, Enterococcus faecium e o
complexo da Burkholderia cepacia foram raramente ou ndo foram detectados nas
criangas e suas maes. Ao longo do periodo acompanhado, verificou-se um aumento
modesto na prevaléncia desses microrganismos e viruses oportunistas, mas apenas o
aumento na prevaléncia de CMV e EBV-1 nos bebés atingiu significancia estatistica.
Em relagdo a presenca de diferentes marcadores genéticos de resisténcia aos
antimicrobianos, verificou-se que 69,1% das criancas estavam livres da presenca dos
principais genes de resisténcia, enquanto apenas 10,3% das mées estavam nessa
condi¢cdo, destacando-se a disseminacdo de genes de resisténcia a tetraciclina e -
lactamicos.

Palavras Chave: Epidemiologia. Crianga. PCR. Saliva.
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ABSTRACT

BIANCO, KG. Occurrence of opportunistic and superinfecting microorganismsin from
children with 6, 12 and 18 months of age and their mothers. 2009.146 f. Tese
(Doutorado) — Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista, Aracatuba,
20009.

Early childhood is the most important phase for the establishment of health conditions,
development of oral microbiota and the establishment of habits. As the vast majority of
infections that affect children is associated with superinfecting microorganisms and
multi-resistant ones to antibiotics, whose establishment in the oral cavity of babies is
not adequately described, the objective of this study was to analyze the presence of a
group of these microorganisms in children aged six months of age and their mothers
over twelve months of monitoring, as well as the presence of resistance genes to key
antimicrobials in clinical samples derived from mothers and their babies. For this, 68
pairs of infants and their mothers were selected. After surveying the diet of babies and
families' socioeconomic conditions, it was performed the collection of the mothers’
saliva and subgingival biofilm and their children’s saliva for microbiological evaluation.
These procedures were repeated in all pairs, when babies completed twelve and
eighteen months of age, adding on these occasions the collection of their dental
biofilm. The detection of different opportunistic microorganisms was performed by
amplification of target DNA of microorganisms through the chain reactions of DNA
polymerase (PCR). Health conditions of oral mucosa and gingiva were satisfactory for
the babies, while most of the mothers was a carrier of gingivitis or periodontitis.
Children whose mothers had gingivitis showed increased frequency of these pathogens
in saliva and biofilm. The main opportunistic microorganisms detected in mothers and
children were members of the family Enterobacteriaceae, and Enterococcus spp., E.
faecalis, Helicobacter spp. and Helicobacter pylori. Other infectious agents such as
cytomegalovirus and Epstein-Barr virus were rarely detected in these children but
common among the mothers with periodontal inflammation, while others such as
herpes simplex virus type 1, Pseudomonas spp., P. aeruginosa, Enterococcus faecium
and Burkholderia cepacia complex were rarely or were not detected in children and
their mothers. Over the period monitored, there was a modest increase in prevalence
of these opportunistic microorganisms and viruses, but only the increase in the
prevalence of CMV and EBV-1 in babies reached statistical significance. Regarding the
presence of different genetic markers of antimicrobial resistance, it was found that
clinical samples of 69.1% of children were free of the presence of major resistance
genes, while only samples from 10.3% of mothers were this condition, highlighting the
spread of genes conferring resistance to tetracycline and 3-lactams.

Keywords: Epidemiology. Child. Polymerase Chain Reaction. Saliva.
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1. INTRODUCAO

O conceito de assisténcia odontologica a criancas deve basear-se em uma
interagdo entre os pais e 0 cirurgido-dentista. Esta assisténcia ocorre com o
acompanhamento da crianca em consultas sucessivas estabelecendo, desta forma,
um relacionamento positivo com o profissional perdurando até a fase adulta. Desse
modo, a odontologia para bebés firma-se como tendéncia na odontologia atual, sendo
sua filosofia baseada principalmente em praticas educativas e preventivas, atuantes
desde os primeiros meses de vida, com ac¢fes direcionadas para a determinacdo dos
fatores de risco para as diferentes patologias bucais (CUNHA et al., 2000).

Por tratar-se a primeira infancia como a fase mais importante para o
estabelecimento da saude bucal futura do individuo e, em funcéo da erupcdo de seus
primeiros dentes, observa-se nesta fase o desenvolvimento da microbiota bucal e o
estabelecimento de héabitos de saude bucal (FRISSO et al., 1998). Embora a quase
totalidade da microbiota que se implanta na cavidade bucal seja constituida de
microrganismos de baixa viruléncia e de comportamento anfibidntico
(ALBANDAR;RAMS, 2002), a cavidade bucal da crianga pode vir a receber, de
diferentes fontes, microrganismos exdgenos que podem se aproveitar que 0 processo
de desenvolvimento da microbiota bucal € longo e complexo, e se instalar
provisoriamente na cavidade bucal, principalmente no dorso de lingua e sulco
gengival, que oferecem alguma protec¢do contra o ambiente ao redor.

Em criangas e adultos imunocompetentes, esses patégenos normalmente ndo
produzem quadros infecciosos, mas as condicbes organicas de um paciente,
independentemente da idade, variam ao longo do tempo e podem ser influenciadas
pela alimentacg&o, higiene pessoal e bucal, estresse ambiental, medicamentos e outros
fatores (KUNBAR et al., 2005). Nessas condi¢cdes, essas infeccbes oportunistas

podem ser causadas pela microbiota do préprio paciente ou por microrganismos

19



encontrados no ambiente em que o0 mesmo se encontra (MENEZES et al., 2007), que
conseguiram se alojar no biofilme microbiano bucal (PANCHABHAI et al., 2009).

Diferentes microrganismos exdégenos a cavidade bucal podem em funcdo de
desequilibrio imunolégico ou na microbiota autéctone bucal, se instalar no biofilme
dental ou nas superficies mucosas, convertendo esse ambiente em reservatorio de
espécies de importdncia médica, tais como Helicobacter pylori, normalmente
associado as infeccbes gastricas, além de bactérias entéricas, freqlientemente
encontradas em infec¢bes graves originadas em ambiente hospitalar e em pacientes
profundamente debilitados (DAHLEN, 2009; QUIDING-JARBRINK et al. 2009).

O Helicobacter pylori, como citado acima, € o principal responsavel pelo
desenvolvimento das Ulceras gastricas, mas a literatura sugere que o unico local, fora
da mucosa gastrica, que estes microrganismos colonizam é a cavidade bucal
(GEBARA et al., 2004; RAJENDRAN et al., 2009), de forma que a aquisicdo desse
microrganismo se daria na infancia, quando a transmissao intrafamilial € bastante
relevante, possivelmente por contato oral-oral, gastro-oral e oro-fecal (NGUYEN et al,
1995).

Além desse aspecto, novas evidéncias sugerem que o biofilme bucal, que se
estabelece precocemente na primeira infancia, pode se tornar o principal reservatério
de alguns desses microrganismos considerados patégenos classicos, 0s quais
geralmente possuem numerosos marcadores de resisténcia a drogas antimicrobianas,
como os patdgenos entéricos (GAETTI-JARDIM JR et al., 2007; GAETTI-JARDIM JR.
et al., 2008) e pseudomonados.

Entretanto, ndo s&o conhecidos os fatores que possibilitam a transmisséo
desses microrganismos em criancas pequenas, tampouco a estabilidade dessa
colonizacdo bucal e a sua fonte de infeccdo, embora existam evidéncias de que a
saliva é o principal veiculo de transmissdo e que fatores socioeconémicos podem

interferir com a época de aquisicdo desses microrganismos (MALATY;GRAHAM,
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1994), principalmente para o0s pseudomonados e microrganismos entéricos
(BALTIMORE et al. 1989).

Dentre esses microrganismos oportunistas, bactérias como os membros da
familia Enterobacteriaceae se notabilizam por produzir infec¢cdes hospitalares graves e
refratarias a antimicrobianos (AL-TAWFIC et al. 2009; GONCALVES et al., 2007),
intoxicacBes alimentares principalmente em criancas (SOLER et al., 2008), bem como
infecgbes bucais em pacientes imunocomprometidos (BOTERO et al., 2007; DIS DIOS
et al.,1993; GAETTI-JARDIM JR et al., 2008) e um possivel envolvimento periodontal
em pacientes com precérias condi¢cdes de higiene (BARBOSA et al., 2001; SLOTS et
al., 1991). Outros oportunistas, como E. faecalis e E. faecium, também estdo
associados a infecgbes multirresistentes e refratarias ao tratamento convencional,
principalmente em endodontia (ZEHNDER;GUGGENHEIM, 2009), periodontia
(BOTERO et al., 2007; SOUTO et al., 2006) e ambiente hospitalar (GONCALVES et
al., 2007), embora pouco conhecimento esteja disponivel sobre a ocorréncia desses
cocos em infecgdes refratarias em dentes deciduos (COGULU et al, 2008).

Da mesma forma que os patdgenos bacterianos tém chamado a atencao, os
viruses herpéticos em geral e os viruses CMV e EBV (Citomegalovirus e Epstein-Barr),
em particular, vém ganhando destaque em funcdo de suas capacidades de induzir
alteracdes celulares e no sistema imunoldgico, de predispor a ocorréncia de infec¢des
bacterianas em individuos infectados, tanto por facilitar a exposicdo de novos
receptores na superficie das células do hospedeiro, quanto por induzir a liberacéao
precoce de IL-10 por mondcitos, o que reduziria a expressdo de moléculas do
complexo de histocompatibilidade do tipo Il, associadas a apresentacao de antigenos.
A sua possibilidade de reduzir a atividade oxidativa de leucécitos e sua capacidade de
fagocitose dos mesmos (MICHALOWICZ et al., 2000), além de induzir a liberacdo de
IL-6 por fibroblastos e IL-1B e TNF-a a partir de mondcitos (MORGENSEN;PALUDAN,
2001; WARA-ASWAPATI et al.,, 2003), e a presenca de outros peptideos como

importante atividade pré-inflamatéria, que poderiam estar ligadas ao inicio da
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periodontite (BOTERO et al., 2008; SLOTS et al., 2006). O virus EBV, ainda apresenta
capacidade de imortalizacdo celular e sua associacdo com linfomas e carcinomas
estdo sendo avaliada. Além dessas peculiaridades, as infeccbes por esses viruses
podem ser fatais para os pacientes que estdo imunocomprometidos, inclusive para
neonatos (RYAN;RAY, 2004)

A supressdo da microbiota residente de boca pelo uso de antimicrobianos cria
“janelas de infectividade” para microrganismos exogenos (FISHER;PHILLIPS, 2009;
GAETTI-JARDIM JR et al., 2009; HELOVUO et al. 1993), facilitando sobremaneira a
implantacdo dos mesmos na cavidade bucal.

Em anos recentes, as condi¢bes inflamatorias periodontais vém sendo
consideradas dentro de uma abrangéncia maior, uma vez que, do ponto de vista
estatistico, as mesmas podem estar associadas a varias condi¢bes clinicas de
interesse médico, como problemas reumaticos, infecciosos e respiratorios (BAGY! et
al., 2009; KIM;AMAR, 2006; WILLIAMS et al., 2008;). Entretanto, as periodontites
estdo associadas a uma microbiota com o predominio de microrganismos Gram-
negativos anaerébios obrigatérios (HAFFAJEE et al., 2008) e, com excecdo das
infeccbes periodontais em pacientes com profunda imunossupressdo (GAETTI-
JARDIM JR. et al, 2008), microrganismos exdgenos ao ambiente bucal nédo
participariam da etiologia dessas doencas e alguns dados sugerem que O0S
microrganismos bucais podem, inclusive exercer antagonismo sobre esses
microrganismos oportunistas (GAETTI-JARDIM JR et al., 2008).

As doencas periodontais, apesar de serem diagnosticadas principalmente a
partir da terceira década de vida, geralmente se iniciam muito tempo antes das
primeiras manifestacées clinicas aparecerem (LAMELL et al., 2000; LEVIN et al.,
2006), sendo que a microbiota a elas associada se implanta nos primeiros meses e
anos de vida (DOGAN et al.,, 2008; FRISKEN et al.,, 1990; OKADA et al., 2002)
geralmente se disseminando a partir da mde (DOGAN et al., 2008). Para outros

microrganismos, como 0s superinfectantes e oportunistas citados acima, ainda
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inexistem dados confidveis sobre sua distribuicdo em criancas pequenas e como

diferentes fatores podem interferir com sua transmissao.
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Proposicao
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2. PROPOSICAO

Assim, em vista da importancia dos patégenos oportunistas como agentes de
infeccbes graves e a possibilidade de transmissdo desses microrganismos para
criancas com poucos meses de vida, o presente estudo objetivou:

a) avaliar a frequéncia e deteccdo de um conjunto de microrganismos
superinfectantes e oportunistas na cavidade bucal de criancas dos 6 aos 18 meses de
vida e de suas maes;

b) avaliar a influéncia da dieta alimentar, fatores socioecondmicos, condicbes
de higiene bucal sobre a ocorréncia desses microrganismos;

c) verificar a presenca de mdltiplos marcadores de resisténcia a

antimicrobianos nas amostras clinicas de saliva e biofilme obtidas de mées e criancgas.

! Os ensaios referentes & microbiota residente da cavidade bucal de grande parte das
criancas e suas maes foram realizados pela Dra. Karine Takahashi, sob orientacéo do Prof. Dr.
Robson Frederico Cunha e Co-orientagdo do Prof. Dr. Elerson Gaetti Jardim Junior e
colaboracdo da Dra. Karina Gerhardt Bianco e os dados integrais podem ser consultados na
tese de doutoramento intitulada “Avaliacdo da Microbiota Bucal de Bebés aos 6,12, 18 e 24
meses e sua relacdo com a dieta alimentar, condicdo gengival, erupgao dentaria e prevaléncia
de cérie dentaria”, defendida em 21 de agosto de 2009, junto ao Programa de Pds-graduacéo
em Odontopediatria, FOA-UNESP.
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3. MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos descritos a seguir passaram previamente pela
aprovacdo da Comissdo de Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia de
Aracatuba — UNESP (Processo FOA 2007/1796).

Como a filosofia do atendimento aos pacientes que ingressam no programa da
Bebé Clinica da Faculdade de Odontologia de Aracatuba - UNESP ¢é
preferencialmente educativa e preventiva, o primeiro passo foi a determinacdo dos
critérios de inclusdo e excluséo e a selecdo dos pacientes que poderiam participar do
estudo.

A seguir, procedeu-se o agendamento dos responsaveis pelas criangcas para
assistirem palestras sobre a importancia do estabelecimento de habitos adequados de
higiene bucal, dieta, valorizacdo dos dentes deciduos, cuidados necessarios para a
manutencdo da saude bucal e sobre o funcionamento da Bebé Clinica, dentre outros
temas. Cumprida esta exigéncia, e de que a crian¢a ndo tenha atingido 6 meses de
idade (normalmente a Bebé Clinica aceita criancas com menos de um ano), o paciente
passou a integrar o quadro de participantes do programa, sendo atendido com
retornos bimestrais, permanecendo nesta rotina de atendimento periddico até

completar 4 anos de idade, conforme descrito por Cunha et al.(2000).

3.1. Populagéo estudada

A populacdo estudada foi composta, inicialmente, por 68 pares maes-criangas.
Como critérios de inclusdo e de exclusdo, os bebés deveriam ter seis meses de idade
e pertencer ao conjunto de pacientes ingressantes na Bebé Clinica, ndo deveriam ter
recebido o uso de antimicrobianos nos 3 meses que precederem as coletas e
tampouco apresentar enfermidades de saude sistémicas ou necessidades especiais e
cujas mées concordaram em participar da pesquisa, assinando o termo de

consentimento livre e esclarecido.
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Optou-se também por adicionar as maes das criancas estudadas, uma vez
gue, de maneira geral, os aspectos de dieta, higiene e, posteriormente, microbiota
bucal, sdo dependentes, em grande parte, das condicBes das progenitoras. Assim,
todas as maes das criancas selecionadas que participaram do estudo foram
submetidas a avaliacdo clinica e forneceram espécimes clinicos para a avaliacdo da
presenca de microrganismos superinfectantes e oportunistas de forma analoga ao que
também estava sendo realizado com os bebés.

Como critério de exclusdo para as mées, também estava o uso de
antimicrobianos ou compostos imunossupressores nos trés meses que precederam a
coleta de espécimes clinicos e tampouco deveriam ser portadoras de doencas
sistémicas ou necessidades especiais que pudessem influenciar no desenvolvimento
de enfermidades infecciosas ou que viessem a requerer profilaxia antibiética para a
realizacdo dos exames clinicos necessarios. As mées deveriam ter um minimo de 15
elementos dentais.

No estudo, foram selecionadas, inicialmente, 68 criangcas e suas maes, mas
algumas nado puderam, por diversos motivos, continuar sua participacdo, reduzindo a
amostra, apés 12 meses, para 63 pares e, apés 18 meses, para 56 pares de mées e

bebés.

3.2. Anamnese e exame clinico dos bebés aos 6, 12 e 18 meses de idade
Em consultas agendadas, os bebés foram avaliados através de anamnese e
exame clinico. A partir dos seis meses, durante a anamnese, através de questionario,
as maes foram indagadas quanto ao tipo de alimentacdo, se amamentavam no peito
ou mamadeira, ou, ainda, ambas as formas, e qual o conteiddo da mamadeira,
frequiéncia e existéncia de mamadas noturnas.
Como até a idade de seis meses recomendava-se que a crianca fosse

alimentada exclusivamente por leite materno, ndo foi aplicado diario alimentar nessa
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fase inicial do trabalho, somente foi questionado se a crianca fazia ingestao de outros
alimentos.

Em todas as fases da pesquisa, as mées foram arglidas com relacdo ao uso
de medicamentos e se seus infantes possuiam algum problema de saldde que
necessitasse de medicacdo diaria ou uso de antibidticos ou quimioterapicos com
atividade antimicrobiana, também quanto aos habitos de higiene bucal,
particularmente no que concerne a participacdo materna, a freqtiéncia de realizacdo e
o tipo.

No exame clinico, o qual era realizado ap0s a coleta de saliva para avaliacéo
microbiologica, foram avaliadas a condicdo gengival, a presenca de dentes e a
ocorréncia de céarie dentéria. A higiene bucal foi realizada com auxilio de gaze
embebida em &gua oxigenada 10 volumes diluida em &gua filtrada. Seguia-se entéo a
realizacdo do exame clinico em macri (maca para crianga), com auxilio de refletor de
luz, seringa de ar e espelho clinico.

Nas criancas de até seis meses de idade, as condigbes dos tecidos moles e
roletes gengivais eram avaliadas. Como nessa fase do desenvolvimento cranio-facial,
os elementos dentais deciduos estéo irrompendo no ambiente bucal, de forma que a
profundidade clinica do sulco gengival apresenta grande variagdo de normalidade,
além da irritabilidade e choro caracteristico da faixa etaria, optou-se pela realizacéo de
exame periodontal sem a utilizagdo de sondas periodontais, baseando-se o
diagndstico pela presenca ou auséncia de inflamacdo gengival, presenca de calculo
dentério, coloragdo, textura e sangramento gengival. Foram observadas as faces
mesio vestibular, vestibular, disto vestibular, mesio lingual, lingual e disto lingual de
todos os dentes presentes.

No exame clinico dos bebés com 12 e 18 meses, foram determinadas as
condicdes de higiene bucal das criangas baseadas nos valores obtidos com o indice

de higiene oral de O’Leary et al. (1972), com utilizacdo de solugdo evidenciadora de
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placa bacteriana Replak® Dentsply, a qual ndo apresenta atividade antimicrobiana
significativa.
Os dentes presentes foram anotados e a condicdo clinica dos mesmos foi

avaliada segundo os critérios de Melhado (2003) com seus respectivos codigos:

dente higido (H): dente apresentava-se livre de céarie dentaria,

e cérie em esmalte sem cavitacdo (CESC): pelo menos uma das superficies
apresentando lesdo de mancha branca em decorréncia da
desmineralizagdo do esmalte;

e céarie em esmalte com cavitacdo (CECC); pelo menos uma das superficies
apresentando lesao cariosa cavitada em esmalte;

e céarie em dentina (CDEN): pelo menos uma das superficies apresentando

lesdo cariosa cavitada em dentina.

3.3. Anamnese e exame clinico das condicdes periodontais das maes

Dentre o grupo de pares de mées e bebés selecionados, todas as maes
dispunham na cavidade oral pelo menos 15 elementos dentais. Os exames clinicos
periodontais foram realizados por um U(nico examinador previamente treinado e
calibrado utilizando-se os critérios do Periodontal Screening and Recording (PSR).
Para a realizagdo do exame bucal, utilizaram-se instrumentos odontoldgicos rotineiros,
como espelho bucal plano n° 05, pinga para algoddo (Quinelato®) e sondas
periodontais milimetradas tipo Williams (Duflex®).

A sonda foi introduzida no sulco gengival, de forma delicada, ndo agredindo
mecanicamente 0 mesmo, e posicionada ao longo eixo do dente percorrendo todas as
faces selecionadas dos elementos dentais presentes em cada individuo. A cavidade
bucal do mesmo foi dividida em seis sextantes, como preconizada na metodologia. De
posse dos valores obtidos, foi selecionado o0 maior escore e, se ausente, foi registrado

com X.
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Os escores foram descritos como apresentado empregando o Cdédigo 0 para
pacientes com auséncia total de bolsa periodontal, sem sangramento a sondagem,
auséncia de célculo e excessos de margens restauradoras. O Cédigo 1 era utilizado
em pacientes que apresentavam auséncia de bolsa periodontal, embora com presenca
de sangramento a sondagem, associado a auséncia de calculo e excessos nas
margens das restauracfes. Utilizou-se o Cédigo 2 para os dentes com auséncia de
bolsa periodontal, sangramento a sondagem, presenca de célculo supra e/ou
subgengival e/ou excessos nas margens de restauracdes. O Caodigo 3 foi utilizado
guando ocorria a presenca de bolsa periodontal de 3,5 a 5,5 mm, necessitando de um
exame periodontal complementar e abordagem profissional para tratamento da
periodontopatia. Por fim, o Cddigo 4 foi utilizado para a presenca de bolsa periodontal
acima de 55mm, o qual, por ser considerado periodontite avancada, havia
necessidade da realizagdo de exame periodontal avancado de toda a arcada dentaria
e medida de tratamento eficaz (VAN DER WELDEN et al., 2006).

Como descrito acima, a utlizagdo do Coddigo (*) no sextante descrevia a
presenca de problemas periodontais severos, tais como mobilidade periodontal grau 2
e 3, exposicdo e/ou envolvimento de furca e perda de gengiva inserida, causando
retracdo gengival com medida maior que 3,5mm. Os dados coletados eram registrados
em ficha apropriada, segundo recomendagdo da American Dental Association e
American Association of Periodontology.

Os individuos diagnosticados com os maiores cddigos (3 e 4) receberam
exame periodontal detalhado, considerando o indice de sangramento gengival
(AINAMO;BAY, 1975), a presenca de calculo supragengival, a determinagdo da
profundidade clinica de sondagem e o nivel clinico de insercao (RAMFJORD, 1959) e
0 indice de higiene oral (O'LEARY et al, 1972), com utilizacdo de solugéo
evidenciadora de placa bacteriana Replak® Dentsply, a qual ndo apresenta atividade

antimicrobiana.
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3.4 Levantamento da dieta alimentar das criancas aos 12 e 18 meses de
idade

Para a aquisicdo de dados referentes a dieta das criancas, no que diz respeito
a quantidade, frequiéncia e composi¢cdo da dieta ingerida, foi elaborado um diério
alimentar, baseado no formato preconizado por Thylstrup e Fejerskov (2001).

Foi solicitada as mées a descricdo da alimentagdo oferecida a crianca nos 7
dias que precederam a consulta para coleta dos substratos. Com base nos dados
obtidos com o recebimento desses diarios alimentares, os quais foram analisados para
gue se relacionasse o padrdo de consumo de alimentos cariogénicos, esses achados
foram tabulados e detalhados a seguir.

Os alimentos ditos cariogénicos (carboidratos, aculcares e derivados) foram
reunidos agrupados conforme a freqiiéncia de seu consumo em pontos. Foi dado ao
uso diario, o escore de 5 pontos, seguido por 2 pontos pelo consumo semanal e 1
ponto pelo consumo raro (longo tempo sem ingerir). Foi realizada a somatéria dos
pontos para que se classificasse 0 padrdo desses alimentos em alto e moderado. Foi
dada como alta a somatéria quando maior ou igual a 30 e moderada, quando a soma

de valores for menor que 30 (FRAIZ;WALTER, 2001; LLENA; FORNER, 2008).

3.5. Coleta dos espécimes clinicos

As coletas dos espécimes na saliva e do biofilme na regido subgengival das
criancas e das mdaes foram realizadas no periodo da manha. Este procedimento foi
realizado antes do exame clinico, uma vez que para realizacao deste Ultimo procedia-
se a profilaxia dental da cavidade bucal, podendo esta interferir nos resultados
microbiol6gicos.

Na coleta dos espécimes de saliva ndo estimulada, para as criancas edéntulas,
foram utilizados zaragatoas estéreis, que eram gentilmente passadas pelo soalho

bucal e na regido dos roletes gengivais. Previamente, no laboratério, verificou-se que
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esses swabs eram capazes de absorver 350 L de saliva. A seguir, as zaragatoas
eram transferidas para microtubos com 200 pL de &gua ultra-pura MilliQ e mantidas
em gelo, até o transporte para o laboratério para extracdo do DNA microbiano.

Para as mées, as amostras de saliva ndo estimuladas eram imediatamente
transferidas para os microtubos e mantidas em gelo, como descrito acima.

A partir do momento em que as criancas ja possuiam dentes, o biofilme dental
dos incisivos centrais e do dente com sangramento gengival aparente era coletado
com auxilio de cones de papel absorvente esterilizados que eram introduzidos no
interior dos sulcos gengivais, onde permaneciam por 15 segundos. Entretanto, pela
impossibilidade de realizar a remocéao do biofilme supragengival de forma satisfatoria,
optou-se por considerar os biofilmes supra e subgengivais como um unico biofilme,
denominado de biofilme dental. A seguir, os cones de papel eram transferidos para os
microtubos e também mantidos em gelo até a extracdo do DNA.

Para a coleta de espécimes do biofilme subgengival nas maes, foram utilizados
cones de papel absorvente estéreis, que eram posicionados no interior do sulco
gengival do dente com maior profundidade clinica de sondagem e sangramento
gengival, onde permaneciam por um minuto. A seguir, as amostras também eram
transferidas para os microtubos com &gua ultra-pura MilliQ, para diluicio dos

espécimes destinados a extracdo de DNA.

3.6. Extracdo do DNA microbiano e determinagéo de sua concentracao

O DNA das amostras clinicas nos criotubos com 4gua MilliQ era extraido por
meio do “kit” QlAamp DNA (QIAGEN, Hilden, Alemanha). Cada amostra era
adicionada a 20pL de proteinase K, seguida de 200uL do tampao AL, mantendo-se a
mistura a 56°C, por 10 minutos, adicionando-se, a seguir, etanol absoluto (200 pL) e
centrifugando-se o conjunto através do “QlAamp Column”, a 6000xg, por 1 minuto. A
seguir, desprezava-se o filtrado e adicionavam-se 500 pL do tamp&o AW1 e repetia-se

a centrifugacdo, desprezando-se, novamente, o filtrado. Imediatamente, 500 uL do

33



tampao AW2 eram adicionados ao “QlAamp Column” e o conjunto era centrifugado a
14.000xg por 3 minutos. Desprezava-se o filtrado, enquanto 200 uL de tampéo AE
eram adicionados ao “QlAamp Column”, por 1 minuto, antes de submeter o conjunto a
centrifugacéo final a 6000xg, por 1 minuto. O filtrado era mantido a - 196°C. A
concentracdo do DNA alvo, em cada amostra, era determinada em espectrofotbmetro

(Beckman, Modelo DU-640), com leitura da absorbancia (A260 nm).

3.7. Deteccédo por nested PCR e PCR convencional dos microrganismos
alvo e viruses CMV, HSV-1 E EBV-1.

A presenca de membros da familia Enterobacteriaceae, de género
Enterococcus, E. faecalis (FOSCHI et al., 2005; KE et al., 1999), E. faecium (CHENG
et al., 1997), Helicobacter (LUNDSTROM et al., 2001), H. pylori (SONG et al., 1999),
Pseudomonas, P.aeruginosa (SPILKER et al., 2004), espécies do complexo da
Burkholderia cepacia (MCDOWELL et al., 2001), bem como os viruses Epstein-Barr
tipo 1, Citomegalovirus (IMBRONITO et al.,, 2008a) e Herpes simples tipo 1
(IMBRONITO et al.,, 2008b) foi avaliada pela amplificagdo do DNA microbiano por
PCR, empregando-se iniciadores e condi¢des especificas para cada agente infeccioso
em termociclador Amplitherm (GeneAmp PCR System). Os iniciadores e a
temperatura de anelamento dos mesmos sdo apresentados nas Tabelas 1 e 2.

Ao contrario dos demais agentes infecciosos, Helicobacter sp., H. pylori e os
viruses da familia Herpesviridae foram detectados através de “nested” PCR, onde 5uL
do produto da amplificacdo inicial do DNA, utilizando-se iniciadores externos, eram
submetidos a um segundo conjunto de ciclos de amplificacdo empregando-se
iniciadores internos.

As amplificacdes do DNA eram realizadas em volumes de 25 jl, contendo 2,5
pl de 10 X tampéo PCR, 1,25 pl de MgCl, (50 mM), 2,0 ul de dNTP (10 mM), 0,25 pl

de Tag DNA polimerase (0,5 U), 1,0 pyl de cada iniciador (0,4 uM), 7 ul de agua
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ultrapura MilliQ esterilizada e 10 pyl de DNA (ng). A amplificacdo era realizada em
aparelho de PCR programado para: 1 ciclo de 94°C (5 min.); de 30 a 36 ciclos de 94°C
(30s. a 1 min.), temperatura de anelamento de cada iniciador por 30 s.- 2 min., 72°C
(30s. a 1 min.) e 1 ciclo de 72°C (5 min. a 7 min.), para a extenséao final da cadeia de
DNA em amplificacéo.

Em todas as reac¢fes foi utilizado, como controle positivo, DNA de cepas de
referéncia das bactérias estudadas (Acinetobacter haemolyticus ATCC 19002,
Burkholderia multivorans ATCC 17616, E. faecalis ATCC 29212, E. faecium ATCC
35667, Escherichia coli ATCC 35218 e ATCC 25922, H. pylori ATCC 43504, P.
aeruginosa ATCC 10145, Pseudomonas putida ATCC 49128), enquanto DNA controle
dos viruses EBV-1, HSV-1 e CMV foi fornecido pelo Laboratério de Virologia do
Instituto de Ciéncias Biomédicas - USP.

Os produtos da amplificacdo pelo PCR foram submetidos a eletroforese em gel
de agarose a 1%, corados com brometo de etidio (0,5 ug/ml) e fotografados sobre
transiluminador de luz ultravioleta com camara Kodak (Eletrophoresis Documentation
and Analyses System 120). Como padrdo de peso molecular utilizou-se o marcador

1Kb DNA ladder (Gibco, SP).
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Tabela 1. Iniciadores especificos utilizados nos ensaios de PCR convencional

para deteccdo de diferentes microrganismos por PCR convencional.

|n|C|anres Oligonucleotideos Temperatura de
especificos anelamento
5'- TAC TGA CAA ACC ATT CAT GAT G-3' o
ENterococcus spp. 5 Aac TTC GTC ACC AAC GCG AAC -3' 55°C
. 5'- ATC AAG TAC AGT TAG TCT-3 o
E. faecalis 5'- ACG ATT CAA AGC TAA CTG-3' arc
. 5-ATT GTG GCT AAA ATT ATA GTT-3’ 0
E. faecium 5-ACC CTC ACT TTG AGG ATT ATA G-3' 55°C
5-GAC GGG TGA GTA ATG CCT A-3 o
Pseudomonas spp. 5 cAC TGG TGT TCC TTC CTA TA-3' 54°C
. 5-GGG GGA TCT TCG GAC CTC A-3’ o
P. aeruginosa 5-TCC TTA GAG TGC CCA CCC G-3’ 58°C
complexo da 5-TGA CCG CCG AGA AGA GCA A-3' £60C
Burkholderia cepacia  5-CTC TTC TTC GTC CAT CGC CTC-3
. 5- AGA GTT TGA TCC TGG CTG AG-3 o
Universal 5- ACG GCT ACC TTG TTA CGA CTT-3' 55°C
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Tabela 2. Iniciadores e temperatura de anelamento empregados no “nested”

PCR para deteccdo de Helicobacter spp. e H. pylori, além dos viruses da familia

Herpesviridae.

Iniciadores
especificos

Oligonucleotideos

Temperatura
de
anelamento

Helicobacter spp.

H. pylori

Herpes virus tipo 1

(HSV-1)

Citomegalovirus

(CMV)

Epstein-Barr tipo 1

(EBV-1)

5-AGA GTT TGA TCM TGG CTC A-3'iniciador externo
5'-AAG GAG GTG ATC CAG CC-3'iniciador externo

5°-TGG CAA TCA GCG TCA GGT AAT G-3 iniciador interno
5°-GCT AAG AGA TCA GCC TAT GTC C-3 iniciador interno

5°-CTG GAG AGA CTA AGC CCT CC-3’ iniciador externo
5-AGG ATC AAG GTT TAA GGA TT-3' iniciador externo
5°-CTG GAG AGA CTA AGC CCT CC-3 iniciador interno
5-ATT ACT GAC GCT GAT TGT GC-3" iniciador interno

5°-TAC ATC GGC GTC ATC TAC GGG G-3' inic. externo

5°-GGG CCA GGC GCT TGT TGG TGT A-3 inic. externo
5-GCG TTT ATC AAC CGC ACC TCC-3' inic. interno
5°-CAG TTC GGC GGT GAG GAC AAA-3’ inic. interno

5°-GAG GAC AAC GAA ATC CTG TTG GGC A-3 ini. exteno
5-TCG ACG GTG GAG ATA CTG CTG AGG-3' inic. externo
5-ACC ACC GCA CTG AGG AAT GTC AG-3’ inic. interno

5-TCA ATC ATG CGT TTG AAG AGG TA-3 inic. interno

5°-AGG GAT GCC TGG ACA CAA GA-3’ inic. externo

5-TGT GCT GGT GCT GCT GGT GG-3' inic. externo
5-AAC TTC AAC CCA CAC CAT CA-3 inic. interno
5-TTC TGG ACT ATC TGG ATC AT-3 inic. interno

Inic. Externo 50°C

Inic. Interno 50°C

Inic. Externo 55°C

Inic. Interno 62°C

Inic. Externo 57°C

Inic. Interno 56°C

Inic. Externo 56°C

Inic. Interno 50°C

Inic. Externo 56°C

Inic. Interno 46°C
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3.8. Presenca de diferentes marcadores genéticos de resisténcia aos
antimicrobianos.

A presenca de alguns dos principais genes responsaveis pela resisténcia as
tetraciclinas, macrolideos, lincosaminas, B-lactamicos e metronidazol foi avaliada
diretamente no DNA extraido das amostras clinicas.

Para a tetraciclina, a presenca dos marcadores tet(A), tet(B), tet(C), tet(D),
tet(E), tet(G), tet(K), tet(L), tet(M), tet(O), tet(Q), tet(S), e tet(T), como descrito por
Aminov et al. (2001) e Ng et al. (2001), foi avaliada. Os iniciadores especificos
utilizados sao apresentados na Tabela 3.

A presenca dos genes blargy (BELAAOUAJ et al., 1994), blacrxm € blaspy
(Henriques et al., 2006), que codificam para a producédo das “extended spectrum f3-
lactamases”, e do gene cfxA (GIRAUD-MORIN et al., 2003), responsavel pela
resisténcia a essas drogas em anaerobios bucais e intestinais, foi determinada através
de PCR com iniciadores especificos (Tabela 3). A presenca dos genes erm(G), erm(F)
e erm(B), que codificam para a resisténcia a macrolideos e lincosaminas foi avaliada
segundo Lofmark et al. (2006), enquanto os genes nim, que codificam para a
resisténcia aos nitroimidaz6is em anaerdbios Gram-negativos, foram detectados
através de PCR segundo metodologia descrita por Trinh e Reysset (1996).

As reacbes de amplificacdo foram realizadas em termociclador (AmpliTherm
Thermal Cycler, Madison, WI, USA) programado para 94°C (5 min), seguido de 30-35
ciclos a 94°C (30s.-1 min); temperatura especifica para cada par de iniciadores por 1
min.; 72°C por 1,0 min., seguidos de um ciclo adicional a 72°C por 5 min. a 7 min. para
permitir a concluséo das rea¢fes de amplificacdo do DNA.

Os produtos da amplificacdo do DNA pelo PCR foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose a 1%, corados com brometo de etidio (0,5 pg/ml) e
fotografados sobre transiluminador de luz ultravioleta, como descrito anteriormente.

Como controle positivo dos genes alvo foi utilizado o DNA de isolados clinicos
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mantidos no Laboratério de Microbiologia e Imunologia, FOA-UNESP, que se

mostraram resistentes a essas drogas e portadores desses genes.
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Tabela 3. Iniciadores especificos utilizados nos ensaios para deteccdo de

genes de resisténcia a tetraciclina, macrolideos, lincosaminas, nitroimidazois e aos B-

lactamicos.
A . . Amplicon Temperatura
Alvo Sequéncia dos Oligonucletotideos (pb) de
anelamento
5.GCT ACA TCC TGC TTG CCT TC-3
tet(A) 5'-CAT AGA TCG CCG TGA AGA GG-3 210 55°C
5 AAAACTTATTATATTATAGTG-3'
tet(B) 5. TGGAGTATCAATAATATTCAC-3 169 55°C
5'-CTT GAG AGC CTT CAA CCC AG-3'
tet(C) 5.ATG GTC GTC ATC TAC CTG CC-3' 418 55°C
5'-AAA CCA TTA CGG CAT TCT GC-3'
tet(D) 5'.GAC CGG ATA CAC CAT CCA TC-3' 81 55°C
5'-AAA CCA CAT CCT CCA TAC GC-3'
tet(E) 5'-AAA TAG GCC ACA ACC GTC AG-3 278 55°C
5'-CAG CTT TCG GAT TCT TAC GG-3'
tet(G) 5.GAT TGG TGA GGC TCG TTA GC-3' 884 55°C
5'.TCG ATA GGA ACA GCA GTA-3’
tet(K) 5'.CAG CAG ATC CTA CTC CTT-3' 169 55°C
5'TCG TTA GCG TGC TGT CAT TC-3
tetl) 5.GTA TCC CAC CAA TGT AGC CG-3' 267 55°C
5'ACA GAA AGC TTA TTA TAT AAC-3'
tet(M) 5 TGG CGT GTC TAT GAT GTT CAC-3' i 55°C
5ACG GAR AGT TTA TTG TAT ACC-3'
tet(0) 5.TGG CGT ATC TAT AAT GTT GAC-3' 17 60°C
5AGA ATC TGC TGT TTG CCA GTG-3'
tet(Q) 5.CGG AGT GTC AAT GAT ATT GCA-3' 169 60°C
5'.CAT AGA CAA GCC GTT GAC C-3
tet(S) 5.ATG TTT TTG GAA CGC CAG AG-3' 667 50°C
5AAG GTT TAT TAT ATA AAA GTG-3'
tet(T) 5AGG TGT ATC TAT GAT ATT TAC-3' 169 46°C
5'ATC GCT ACA TCC TGC TTG CCT TC-3'
blaew 280 55°C
5'.CCA CAT AGA TCG CCG TGA AGA GG-3'
5'.CAG TCG ATA GGA ACA GCA GTA-3
blacTx-m 310 55°C
5.GAC CAG CAG ATC CTA CTC CTT-3'
5".TAG TACG GAR AGT TTA TTG TAT ACC-3’
blaspv 251 60°C
5.CCT TGG CGT ATC TAT AAT GTT GAC-3'
on 5.CGT AGT TTT GAG TAT AGC TTT-3' c0r e

5'-GAT GTT GCC TAT ATATGT C-3
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Temperatura
de
anelamento

Amplicon

Alvo Sequéncia dos Oligonucletotideos (bb)

5- AAC CAA AAG TAAACAGTG TCT TAA -3’
erm(B) 110 60°C
5- AAC AGT TGA CGA TAT TCT CGA TT -3

5-GTC GTG TCG TGT GCA AAATA -3
erm(F) 120 60°C
5-TTC GTG CTT CTA TGA CAG TGA -3

5-ACT GCT GAATTG GTA AAG AGA TG -3
erm(G) 210 60°C
5-TGT GCT TAT GTT GTA AGG TAT GC -3’

5-ATG TTC AGA GAA ATG CGG CGT AAG CG-3’
nim 458 62°C
5-GCT TCC TTG CCT GTC ATG TGC TC-3
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3.9. ANALISE ESTATISTICA

Os parametros clinicos avaliados, como o0s modelos de amamentacao,
higienizacéo e dieta entre os integrantes do estudo, foram avaliados de acordo com o
teste exato de Fisher e teste de Qui-quadrado.

A distribuicdo dos diferentes tipos de microrganismos estudados entre as
criancas e suas maes foi analisada através do teste de analise de variancia de
medidas repetidas para dados categéricos (ANOVAmr), segundo Brunner e Langer
(2000).

A tabulagdo dos dados referentes as condi¢cbes socioeconémicas e culturais
das maes e as condi¢des de saude bucal das criancas foi avaliada através do teste de
Qui-quadrado, enquanto a inter-relacdo dicotdmica entre a ocorréncia de cada
microrganismo e para cada variavel ndo microbioldgica foi determinada através dos
testes de Mann-Whitney e exato de Fisher.

As correlacdes entre os diferentes microrganismos ao longo do periodo de
andlise foram determinadas através do teste de correlacdes de Spearman. Adotou-se
o nivel de significancia para ensaios biol6gicos com p<0,05.

Essa analise foi realizada no Centro de Mateméatica, Computacao e Cogni¢céao

da Universidade Federal do ABC-UFABC. O nivel de significancia adotado foi de 5%.
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Resultados



4. RESULTADOS

Os resultados apresentados a seguir foram divididos de acordo com a faixa
etéria dos bebés que compunham a amostra.

Foram selecionados 68 bebés, com idade inicial de 6 meses, baseado na
metodologia estabelecida para a pesquisa. Vale ressaltar, por ser uma pesquisa de
follow-up extenso, o numero final de pacientes participantes na pesquisa sofreu um
decréscimo.

Com relagédo as maes, foi verificado que, aproximadamente, 14,7% das maes
possuiam apenas o 1° grau do ensino fundamental como escolaridade;
aproximadamente 50,0% das mées na faixa do 2° grau e 35,3% no 3° grau, como
apresentado no Grafico 1. Assim verifica-se que parte significativa das maes que
procuram atendimento odontologico preventivo educativo, possui grau de instrucao

mediano ou superior completo, mesmo se tratando de um servigo publico e gratuito.

14,7%

35,3%

O1°grau
@22 grau

Osuperior

50,0%

Gréfico 1 - Distribuicdo das mées de acordo com a sua escolaridade.

RESULTADOS - CRIANCAS 6 MESES DE IDADE E MAES

Na fase inicial da pesquisa, foram realizadas 68 coletas de saliva dos bebés e

igual numero de amostras de saliva e biofilme subgengival das maes.

Erupcéo Dental, Condigbes Gengivais e Higiene Bucal.
Aos 6 meses de idade, todos os bebés apresentaram-se edéntulos (N=68),

com roletes gengivais e tecidos moles bucais em condicbes de normalidade. Apesar
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desses pacientes estarem ingressando no programa educativo-preventivo da Bebé
Clinica da FOA-UNESP, verificamos que 79,4% (54) das mées ja realizavam, ou pelo
menos assim relatavam, a higienizacdo bucal de seus filhos com gaze ou fralda
embebida em agua oxigenada 10 volumes diluida. Entretanto, 20,6% (14) das maes
responderam nédo ter o hébito de higienizar a boca dos bebés. (Grafico 2). Essa
diferenca foi estatisticamente significativa (teste de Qui-quadrado, p<0,001).

Quanto as maes, as condi¢des de higiene bucal foram precarias, mesmo entre
as que apresentavam maiores niveis de educacgdo formal, sendo que apenas 9
(13,2%) apresentavam indice de placa igual ou inferior a 50%, deste modo, a média e
desvio padrdo foram 82,8 % = 24,6 %. N&o foram observadas correlacdes
estatisticamente significativas entre as condi¢cdes de higiene das maes e o seu nivel
de educacéo formal (teste de Qui-quadrado, p=0,836), ou renda familiar (teste de Qui-
guadrado, p= 1,0), da mesma forma que essa caracteristica ndo mostrou correlagdo
com a freqiiéncia declarada de escovacao e uso de fio dental (teste de Qui-quadrado,
p= 0,35) ou higienizacdo dos bebés (teste de Qui-quadrado, p=1,0). Todas as méaes
com indice de placa inferior a 50% eram periodontalmente sadias.

Quanto as condicbes periodontais das maes, 29 (42,6%) eram
periodontalmente sadias, 32 (47,1%) possuiam gengivite associada ao biofilme

microbiano, enquanto 7 (10,1%) eram portadoras de periodontite crénica.
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Gréfico 2 - Porcentagem de bebés avaliados aos 6 meses de idade, de acordo

com a realizagdo ou ndo de procedimentos de higiene pelas méaes.

Dieta e Habitos Alimentares

De acordo com o Gréfico 3, foi verificado neste estudo que apenas 36,8% (25)

dos bebés eram amamentados exclusivamente no peito; 38,2% (26) das criancas

eram alimentadas com mamadeira e 25% (17) com a associacdo de mamadeira com

aleitamento materno. Esses trés padrfes de dieta, aos seis meses de idade, foram

semelhantes em termos de distribuicAo na populacdo estudada, ndo mostrando

correlacdo com outros aspectos estudados. (teste Qui-quadrado, P=0,78).

40%;
35%
30%
25%
20%
15%
10%-

5%1

Omamadeira
DOpeito
O peito + mamadeira

Grafico 3 - Porcentagem de bebés avaliados aos 6 meses de idade, quanto ao tipo

de amamentacdo ingerida.
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Com relacdo aos habitos alimentares noturnos, das 68 criancas avaliadas,
35,3% (24) apresentavam o habito de acordar para mamar e dormir mamando, 47,0%
(32) acordava para mamar e 13,2% (9) dormiam mamando e 4,4% (3) ndo possuiam o
habito de alimentacdo noturna (Gréfico 4). Os dados mostram que, aos seis meses,
estas diferencas foram consideradas significantes estatisticamente (teste de Qui-

quadrado, p<0,001).

Oacorda para mamar

50%-+
DOacorda p/ mamar e dormem mamando

40%- 47,0%
O dormem mamando

Onenhum

30%-

20%-

10%-

0%

Grafico 4 - Categorizagdo dos bebés examinados aos 6 meses de idade, de acordo
com os tipos de habitos alimentares noturnos. Valores expressos em

percentagem.

Prevaléncia de Cérie Dentaria
Ndo houve registro desses dados nesse periodo da pesquisa por serem

pacientes ainda edéntulos.

Avaliacdo Microbiologica

Através de analise de variancia de medidas repetidas para dados categoricos,
observou-se que a ocorréncia da familia Enterobacteriaceae (p= 0,048), os géneros
Enterococcus (p= 0,043) e Helicobacter (P= 0,027), E. faecalis (p= 0,045), H. pylori (p=
0,029) e os viruses CMV (p<0,001) e EBV-1 (p<0,001) apresentaram maior freqiéncia

de detec¢do na saliva das méaes (Tabela 4). Por outro lado, o nUmero de amostras de
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saliva materna contaminadas com E. faecium, Pseudomonas spp., P. aeruginosa,
complexo Burkholderia cepacia ou virus HSV-1 foi modesto, de forma que mesmo que
as maes tenham apresentado maior prevaléncia desses microrganismos, essa
diferenca ndo mostrou relevancia estatistica.

Embora a coloniza¢do da cavidade bucal das maes por Enterobacteriaceae e
pseudomonados nao tenha sido influenciada de forma estatisticamente significativa
pelas condigBes de higiene das pacientes, esse fendbmeno esta mais associado as
dimensdes do grupo amostral e a baixa prevaléncia desses patdégenos, embora
nenhuma das pacientes com indice de placa inferior a 50% apresentou contaminacao
por esses microrganismos.

Os dados apresentados na Tabela 4 evidenciam boa correlacdo entre a
presenca dos microrganismos alvo no biofilme subgengival e saliva das maes,
sugerindo que essa Ultima possa ser utilizada para avaliacdo da prevaléncia dos
mesmos na cavidade bucal, embora para Enterococcus spp. e E. faecalis, as
discrepancias entre os dados do biofilme e da saliva tenham se mostrado maiores.

Através do teste de correlagbes de Spearman, verificou-se que a distribuicdo
dos microrganismos estudados apresentou relacdo positiva entre maes e criangas,
sugerindo que as maes podem ser as principais fontes de infeccdo desses

microrganismos, sendo a saliva um veiculo de transmisséao.
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Tabela 4. Ocorréncia dos diferentes grupos bacterianos e viruses estudados,

na saliva de bebés aos 6 meses de idade, além da saliva e biofilme de suas maes.

Grupos Experimentais — 6 meses N (%)

Microrganismo SALIVA BIOFILME

Bebés (N=68) Maées (N=68) Bebés (N=68)* Maes (N=68)

Bactérias
Enterobacteriaceae 4 (5,9) 12 (17,6) - 19 (27,9)
Enterococcus spp. 5(7,4) 15 (22,1) - 23 (33,8)
E. faecalis 5(7,4) 13 (19,1) - 21 (30,9)
E. faecium 0 (0,0) 2(2,9 - 5(7,4)
Helicobacter spp. 5(7,4) 27 (39,7) - 31 (45,6)
H. pylori 4 (5,9) 26 (38,2) - 28 (41,2)
Pseudomonas spp. 2(2,9) 7 (10,3) - 9 (13,2)
P. aeruginosa 2(2,9) 4 (5,9) - 8 (11,8)
complexo Burkholderia
cepacia 0 (0,0) 4 (5,9) - 6 (8,8)
Viruses
CMV 0 (0,0) 22 (32,4) - 28 (41,2)
EBV-1 0 (0,0) 23 (33,8) - 29 (42,6)
HSV-1 0 (0,0) 5 (7,4) - 7 (10,3)

*Bebés edentulos aos seis meses de idade.
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Tabela 5. Ocorréncia dos diferentes grupos bacterianos e viruses estudados na

saliva das maes e dos bebés aos 6 meses, em relacdo as condi¢bes periodontais das

progenitoras.

Maes sadias Maes com gengivite Ma&es com periodontite
(N=29) (N=32) (N=7)
Microrganismo
Saliva Saliva Saliva Saliva Saliva Saliva
Bebés Mées Bebés Mées Bebés Mées
Bactérias
Enterobacteriaceae 1(3,4) 3(10,3) 3(9,9) 7 (21,9) 0 (0,0) 2 (28,6)
Enterococcus spp. 0(0,0) 4 (13,8) 3(9,49) 9 (28,1) 2 (28,6) 2 (28,6)
E. faecalis 0(0,0) 3(10,3) 3(9,4) 8(22,9) 2 (28,6) 2 (28,6)
E. faecium 0 (0,0) 0 (0,0) 0(0,0) 2(6,3) 0 (0,0) 0 (0,0)
Helicobacter spp. 1(3,4) 9 (31,0) 4 (12,5) 15 (46,9) 0 (0,0) 3(42,9)
H. pylori 1(3,4) 8 (27,6) 3(9,4) 15 (46,9) 0 (0,0) 3(42,9)
Pseudomonas spp. 0(0,0) 2 (6,9) 1(3,1) 4(12,5) 1(14,3) 1(14,3)
P. aeruginosa 0 (0,0) 1(3,4) 1(3,1) 3(9,4) 1(14,3) 0 (0,0)
complexo Burkholderia
cepacia 0(0.,0) 1(34) 0(0,0) 3(9.4) 0(0,0) 0 (0,0)
Viruses
CMmV 0 (0,0) 4 (13,8) 0 (0,0) 13 (40,6) 0 (0,0) 5(71,4)
EBV-1 0 (0,0) 4 (13,8) 0 (0,0) 14 (43,8) 0 (0,0) 5(71,4)
HSV-1 0 (0,0) 2 (6,9) 0(0,0) 3(9,4) 0 (0,0) 0 (0,0)
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Através de anadlise de variancia de medidas repetidas para dados categéricos,
verificou-se que todos os agentes infecciosos estudados apresentam aumento de
prevaléncia nas maes com gengivite e periodontite (Tabela 5), tanto na saliva quanto
no biofilme, mas para E. faecium (p= 0,79), Helicobacter spp. (p= 0,65), H. pylori (p=
0,61), Pseudomonas spp. (p= 1,0), P. aeruginosa (p= 1,0), complexo Burkholderia
cepacia (p= 0,92) e o virus HSV-1 (p= 0,83), esse aumento de prevaléncia nao foi
estatisticamente significativo.

Nesse sentido, familia Enterobacteriaceae (p= 0,041), Enterococcus spp. (p=
0,032), E. faecalis (p= 0,036), e os viruses CMV (p<0,01) e EBV-1 (p<0,01) mostraram
correlacdo estatisticamente significativa com o sangramento gengival e com gengivite,
sendo raros em maes periodontalmente sadias. Em funcdo do pequeno numero de
méaes com higiene bucal satisfatéria, ndo foi possivel comparar a microbiota
oportunista observada nas méaes com higiene satisfatéria e as demais. Para esses
microrganismos, observaram-se correlagfes estatisticamente significativas entre a
condicdo periodontal das mées, a presenca desses microrganismos na saliva e

biofilme maternos e saliva das criancas (valores de p entre p= 0,038 e p<0,01).
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Tabela 6. Ocorréncia dos diferentes grupos bacterianos e viruses estudados no

na saliva e biofilme das maes aos 6 meses, em relagédo as condi¢bes periodontais das

mesmas.

Maes sadias Maes com gengivite Ma&es com periodontite
(N=29) (N=32) (N=7)
Microrganismo
Saliva Biofilme Saliva Biofilme Saliva Biofilme
Mées Mées Maes Maes Maes Maes
Bactérias
Enterobacteriaceae 3(10,3) 5(17,3) 7 (21,9) 11 (34,4) 2 (28,6) 3(42,8)
Enterococcus spp. 4(13,8) 6 (20,7) 9(28,1) 13 (40,6) 2 (28,6) 4 (57,1)
E. faecalis 3(10,3) 6 (20,7) 8(22,9) 12 (37,5) 2 (28,6) 3 (42,8)
E. faecium 0 (0,0) 0 (0,0) 2(6,3) 4 (12,5) 0 (0,0) 1(14,3)
Helicobacter spp. 9(31,0) 11 (37,9) 15(46,9) 17 (53,1) 3(42,9) 3(42,8)
H. pylori 8 (27,6) 10 (34,5) 15(46,9) 15(46,9) 3(42,9) 3(42,8)
Pseudomonas spp. 2 (6,9) 3(10,3) 4 (12,5) 5 (15,6) 1(14,3) 1(14,3)
P. aeruginosa 1(3,4) 2(6,9) 3(9,4) 5 (15,6) 0 (0,0) 1(14,3)
complexo
Burkholderia cepacia ~ + (34) 2(6,9) 3(94)  3(94) 0 (0,0) 1(14,3)
Viruses
CMmV 4 (13,8) 5(17,3) 13 (40,6) 16 (50,0) 5(71,4) 7 (100,0)
EBV-1 4 (13,8) 6 (20,7) 14 (43,8) 16 (50,0) 5(71,4) 7 (100,0)
HSV-1 2(6,9) 2 (6,9) 3(9,4) 5 (15,6) 0 (0,0) 0 (0,0)
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RESULTADOS - CRIANCAS 12 MESES DE IDADE E MAES

Neste segundo momento de coleta de dados e materiais para analise, houve
reducdo do numero de participantes de 68 para 63 bebés e suas maes, por motivos
diversos, como perda de contato ou utilizacdo de antimicrobianos.

Das maes que continuaram participando do estudo (N=63), 27 (42,9%) eram
periodontalmente saudaveis, 31 (49,2%) eram portadoras de gengivite, 5 (7,9%)
apresentavam periodontite, ndo mostrando diferencas significativas em relacdo ao
grupo que iniciou o estudo. Da mesma forma as condigdes de higiene bucal néo
mostraram melhora significativa, quando comparadas com os dados obtidos no inicio

da pesquisa.

Erupcédo Dentéaria e Condigdo Gengival dos Bebés

A partir desta fase de avaliagdo, os 63 pacientes que permaneceram na
pesquisa apresentavam ao menos algum dente erupcionado. Aos 12 meses de idade,
11 (17,5%) criancas tinham até dois dentes erupcionados, 21 (33.3%) apresentavam
de 3 a 5 dentes ja erupcionados, 24 (38,1%) tinham entre 6 e 8 dentes nessas
condicbes, enquanto 7 (11,1%) apresentavam de 9 a 10 elementos dentais

erupcionados (Grafico 5).

11,1% 17,5%

O2 dentes

B3 a5 dentes
06 a 8 dentes
09 a 10 dentes

0,
38, 1% 33,3%

Gréfico 5. Numero de dentes erupcionados nas criangas com 12 meses.

No gue concerne aos tecidos gengivais dos pacientes nesta fase da pesquisa,

verifica-se que 0s mesmos apresentavam padrdao de normalidade, ndo havendo
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modificacdo em insercao, textura e coloracdo. Os dentes erupcionados examinados
apresentavam padrao de normalidade em relacdo a implantagéo. A titulo de avaliagdo
da insercdo tecidual, a interpretacdo da profundidade clinica de sondagem era
avaliada cuidadosamente em associacdo com as demais condi¢des clinicas, uma vez
que falsas bolsas e sulcos gengivais mais profundos podem ser observados em

dentes irrompendo na cavidade bucal.

Higiene Bucal dos Bebés

No quesito higiene bucal dos bebés, as maes relataram realizar a mesma com
gaze e agua oxigenada 10 volumes diluida ou apenas com agua em 41,3% (26)
criangas uma vez ao dia, em 36,5% (23) duas vezes ao dia, em 19% (12) trés ou mais

vezes ao dia, e em 3,2% (2) a higiene era realizada raramente (Gréafico 6).
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Gréfico 6 - Porcentagem de bebés avaliados aos 12 meses de idade, com relacdo

a freqiéncia de higienizac¢ao bucal.

Dieta Alimentar

Avaliando-se os diarios alimentares preenchidos pelas méaes, todas as criancas
apresentavam um padrdo de consumo moderado em relacdo a ingestao de alimentos
cariogénicos. Vale ressaltar que, no presente estudo, foi considerada como consumo
moderado a ingestdo dos referidos alimentos em seis ou menos refeicdes durante a

semana, baseado no escore admitido para a analise do diario alimentar.
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Prevaléncia de Carie Dentaria nos Bebés

No periodo de avaliagdo, apds exame clinico detalhado, ndo houve a detec¢éo

clinica de cérie nos dentes deciduos das criancas, apresentando-se higidos.

Avaliacado Microbiol6gica

Aos 12 meses de idade, os agentes infecciosos, objetos do presente estudo,
evidenciaram um padrdo de colonizacdo semelhante ao observado aos 6 meses; o
mesmo também foi observado para as maes. Nenhum microrganismo estudado
mostrou uma elevacéo significativa, em termos de prevaléncia, na saliva de bebés e
criangas entre 6 e 12 meses (Tabela 7).

Através de analise de variancia de medidas repetidas para dados categoricos,
observou-se que a ocorréncia da familia Enterobacteriaceae (p= 0,048), os géneros
Enterococcus (p = 0,043) e Helicobacter (p = 0,027), E. faecalis (p = 0,047), H. pylori
(p = 0,027) e os viruses CMV (p <0,001) e EBV-1 (p <0,001) apresentaram maior
frequiiéncia de detec¢cdo na saliva das méaes (Tabela 7). Como também observado aos
6 meses, o total de amostras de saliva materna e dos bebé&s contaminadas com E.
faecium, Pseudomonas spp., P. aeruginosa, complexo Burkholderia cepacia ou virus
HSV-1 foi modesto, impossibilitando, no universo de dados obtidos, diferenciar a
contaminacao salivar das maes e criangas quanto a esses Ultimos patégenos.

O numero de dentes erupcionados ndo afetou significativamente a distribuicao
dos agentes infecciosos estudados (ANOVA, com p variando de p = 0,675 a p = 1,0).

Os dados apresentados na Tabela 7 também evidenciam boa correlacdo entre
a presenca dos microrganismos alvo no biofilme subgengival e saliva das mées e, da
mesma forma, das criangas, sugerindo que a presenca desses agentes na cavidade
bucal das criancas apresenta alguma estabilidade, o que implicaria a existéncia de um

processo de colonizacdo, no caso das bactérias estudadas, ou infeccao, para os
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viruses CMV e EBV-1. Esses dados maternos se assemelham aos obtidos no inicio do
estudo.

Quanto ao biofilme subgengival das méaes, quando comparado com o biofilme
das criangas, observam-se as mesmas caracteristicas ja descritas para a saliva: maior
prevaléncia de membros da familia Enterobacteriaceae, género Enterococcus e
E.faecalis, bem como do género Helicobacter e H. pylori, além de CMV e EBV-1 nas
amostras maternas (ANOVA, com variando de p=0,043 a p<0,01). Os demais
microrganismos estudados foram detectados em baixa prevaléncia nas mées e bebés,
de forma a ndo permitir comparacdes estatisticamente significativas entre os dois
grupos.

Quando os dados das maes aos 12 meses sao comparados com os dados
obtidos aos 6 meses, observa-se grande estabilidade da prevaléncia desses
microrganismos oportunistas e superinfectantes. Para 0s microrganismos mais
prevalentes, como a familia Enterobacteriaceae, géneros Enterococcus e Helicobacter,
além de E. faecalis, H. pylori, viruses CMV e EBV-1, a reprodutibilidade dos resultados
entre as coletas aos 6 e 12 meses foi sempre superior a 78,6% (para CMV) atingindo
96,4% no caso de H. pylori, sugerindo a presenca mais estavel no ambiente bucal.
Para os demais microrganismos, resultados semelhantes foram obtidos entre 60% a
77,8% das amostras, dependendo do microrganismo alvo.

Nas amostras de saliva, para as maes, a estabilidade da detec¢do desses
microrganismos foi compativel & descrita acima para o biofilme, variando de 92,3%
para E. faecalis a 77,4% para o género Helicobacter, entre 0s microrganismos
detectados com maior frequéncia, e entre 50% e 75% para os demais microrganismos,
como o os integrantes do complexo da Burkholderia cepacia e Pseudomonas
aeruginosa, respectivamente.

Da mesma forma, foi observado na saliva e no biofilme das maes, um conjunto
de patdégenos oportunistas constituido pelos microrganismos entéricos, pelo género

Helicobacter e H. pylori, o que demonstra uma colonizacdo mais estavel, com
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concordancia entre a primeira e a segunda coleta ao redor de 70%, sendo que quando
a crianca era portadora de Helicobacter spp., H. pylori, familia Enterobacteriaceae,
Enterococcus spp. ou E. faecalis, a mde também apresentava esses microrganismos
na saliva ou biofilme em 83,3%, 100,0%, 71,4%, 71,4% e 57,1% dos casos. Para os
viruses CMV e EBV, embora as criancas em que os mesmos foram detectados sejam
filhas de maes portadoras, ndo houve concordancia de resultados entre as duas
coletas realizadas, visto que esses viruses ndo foram detectados aos 6 meses de
idade na saliva das criangas.

Ndo foram observadas quaisquer influéncias do tipo de dieta, habitos
alimentares noturnos, caracteristicas de higienizagdo das criangas e a microbiota
observada nas Tabelas 7, 8 e 9, sendo que através do teste exato de Fisher os
valores de significancia variaram de p= 0,82 a p = 1,0. Por outro lado, as Tabelas 8 e
9 demonstram que existe influéncia das condicbes periodontais na ocorréncia de
alguns desses microrganismos na saliva e biofilme das mées e, posteriormente, na

saliva e biofilme das criangas com 12 meses de idade.

S7



Tabela 7. Ocorréncia dos diferentes grupos bacterianos e viruses estudados

na saliva e no biofiime de bebés aos 12 meses de idade e suas maes.

Grupos Experimentais — 12 meses N (%)

Microrganismo SALIVA BIOFILME
Bebés (N=63) Maes (N=63) Bebés (N=63) Maes (N=63)
Bactérias
Enterobacteriaceae 7 (11,1) 11 (17,5) 8 (12,7) 16 (25,4)
Enterococcus spp. 7 (11,1) 13 (20,6) 13 (20,6) 20 (31,7)
E. faecalis 7 (11,1) 12 (19,1) 10 (15,9) 17 (27,0)
E. faecium 0 (0,0) 1(1,6) 0 (0,0) 3(4,8)
Helicobacter spp. 6 (9,5) 21 (33,3) 10 (15,9) 25(39,7)
H. pylori 6 (9,5) 21 (33,3) 7 (11,1) 27 (42,9)
Pseudomonas spp. 1(1,6) 5(7,9) 2 (3,2 7(11,1)
P. aeruginosa 1(,5 4 (6,3) 2(3,2) 6 (9,5)
complexo
Bukholderia cepacia 0(0.0) 3(4.8) 0(0.0) 4(6.3)
Viruses
CMV 3(4,8) 19 (30,2) 8 (12,7) 22 (34,9)
EBV-1 2(3,2) 18 (28,6) 10 (15,9) 26 (41,3)
HSV-1 0 (0,0) 7 (11,1) 0 (0,0) 5(7,9)
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Tabela 8. Ocorréncia dos diferentes grupos bacterianos e viruses estudados na
saliva de bebés aos 12 meses de idade e suas maes, em relacdo as condicdes

periodontais dessas ultimas.

Méaes Sadias Mé&es com Gengivite  M&es com Periodontite
(N=27) (N=31) (N=5)
Microrganismo
Bebés Mées Bebés Mées Bebés Mées
Bactérias
Enterobacteriaceae 1(3,7) 3(11,1) 4 (12,9) 5(16,1) 2 (40,0) 3 (60,0)
Enterococcus spp. 2(7,4) 4 (14,8) 5(16,1) 8 (25,8) 0 (0,0) 1 (20,0)
E. faecalis 2(7,4) 3(11,1) 4 (12,9) 8 (25,8) 1 (20,0) 1 (20,0)
E. faecium 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 1(3,2) 0 (0,0,0) 0 (0,0)
Helicobacter spp. 3(11,1) 8 (29,6) 3(11,1) 12 (38,7) 0 (0,0) 1 (20,0)
H. pylori 2(7,4) 8 (29,6) 3(11,1) 12 (38,7) 1 (20,0) 1 (20,0)
Pseudomonas spp. 0(0,0) 0(0,0) 1(3,2) 4(12,9) 0 (0,0) 1(20,0)
P. aeruginosa 0 (0,0) 1(3,7) 1(3,2) 3(9,7) 0 (0,0) 0 (0,0)
complexo
Viruses
CMmV 0 (0,0) 2(7,4) 3(11,1) 13 (41,9) 0 (0,0) 4 (80,0)
EBV-1 0 (0,0) 2(7,4) 2 (6,5) 12 (38,7) 0 (0,0) 4 (80,0)
HSV- 1 0 (0,0) 3(9,7) 0 (0,0) 3(9,7) 0 (0,0) 1(20,0)
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Tabela 9. Ocorréncia dos diferentes grupos bacterianos e viruses estudados no

biofilme dental de bebés aos 12 meses de idade e suas maes, em relagdo as

condicBes periodontais dessas Ultimas.

Mées Sadias

Mé&es com Gengivite Ma&es com Periodontite

(N=27) (N=131) (N=5)
Microrganismo
Bebés Maes Bebés Maes Bebés Méaes
Bactérias
Enterobacteriaceae 1(3,7) 4 (14,8) 5(16,1) 8 (25,8) 2 (40,0) 4 (80,0)
Enterococcus spp. 3(11,1) 7 (25,9) 8(25,8) 10 (32,3) 2 (40,0) 3 (60)
E. faecalis 2 (7,4) 3(11,1) 6(19,4) 11(355)  2(40,0) 3 (60,0)
E. faecium 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 2 (6,5) 0 (0,0,0) 1(20,0)
Helicobacter spp. 4(14,8) 8(296) 5(16,1) 15(48,4)  1(20,0) 2 (40,0)
H. pylori 2 (7,4) 8(29,6) 4(12,9 17(54,8) 1(20,0) 2 (40,0)
Pseudomonas spp. 0(0,0) 0(0,0) 2 (6,5) 6 (19,4) 0 (0,0) 1(20,0)
P. aeruginosa 0 (0,0) 0 (0,0) 2 (6,5) 6 (19,4) 0 (0,0) 0 (0,0)
complexo
Burkholderia cepacia 0(0.0) 1(3.7) 0(0.0) 3(9.7) 0(0.0) 0(0.0)
Viruses
Citomegalovirus 1(3,7) 2(7,4) 5(16,1) 16(51,6) 2 (40,0) 4 (80,0)
EBV-1 1(3,7) 4(14,8) 7(225) 17(54,8) 2(40,0)  5(100,0)
HSV- 1 0 (0,0) 2 (7,9 0 (0,0) 3(9,7) 0 (0,0) 0 (0,0)
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RESULTADOS - CRIANCAS 18 MESES DE IDADE E MAES

Por se tratar de um estudo de projec¢éo longitudinal, neste terceiro momento de
coleta de dados e materiais para andlise houve diminuicdo do nimero de criangas e
suas maes de 63 pares para 56 pares bebés/maes, por motivos diversos, como perda
de contato ou utlizagdo de antimicrobianos. Assim, quando comprometido um
elemento do par (mae/bebé), a dupla foi excluida, para que houvesse uniformidade
dos dados.

Das mées que permaneceram no estudo, 26 (46,4%) eram periodontalmente
sadias, 27 (48,2%) eram portadoras de gengivite e 3 (5,4%) tinham periodontite

cronica.

Erupcéo Dentaria e Condicao Gengival

Aos 18 meses de idade, 19 (33,9%) bebés tinham até 10 dentes erupcionados
e 37 (66,1%) apresentavam entre 10 e 20 elementos dentais erupcionados.

Com relagéo aos tecidos gengivais das criangas, como também observado aos
12 meses, verificou-se que os mesmos seguem em padrdo de normalidade, ndo
havendo modificagdo em insercdo, textura e coloragdo. Os dentes erupcionados
examinados apresentavam padrdo de normalidade em relacdo a implantacdo. O
namero de criangas com pelo menos 11 dentes erupcionados aos 18 meses de idade
foi estatisticamente superior ao niumero de criangas com menos de 11 dentes (teste de

Mann-Whitney, p= 0,027).

Higiene Bucal

No quesito higiene bucal dos bebés, as mées relataram se preocupar em
realizar a higiene oral da crian¢a, a qual era realizada com gaze e agua oxigenada 10
volumes diluida ou apenas com agua. Em 24 (42.9%) criancgas, a higiene ocorria duas
vezes ao dia, em 16 (28,6%) esta ocorria trés ou mais vezes ao dia, e em 15 (26,8%)

criangas, uma vez ao dia, sendo que, em apenas uma crianga, a higiene era realizada
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raramente (Gréfico 7). Vale ressaltar, que a partir deste momento, as maes eram
orientadas a realizar a higienizagdo bucal com escovas dentais, ja que 0os molares ja
estavam em erupc¢do. O grupo de criancas que recebia higienizacdo com frequéncia
de duas vezes ao dia foi estatisticamente maior do que os demais (teste de Qui-
quadrado, p= 0,049, guando comparado com os valores do grupo de criangcas que
recebia higiene 3 ou mais vezes ao dia; p= 0,046, quando comparado com os valores

do grupo de criangas que recebia higiene uma vez ao dia).
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Gréfico 7 - Porcentagem de bebés avaliados aos 18 meses de idade, com relagéo

a frequéncia de higienizacdo bucal.

Dieta Alimentar

Avaliando-se os diarios alimentares preenchidos pelas maes, nesta fase houve
uma modesta alteracdo com relacédo a administracao de alimentos cariogénicos, sendo
gque algumas dessas maes passaram a oferecer aos seus filhos uma quantidade maior
desses alimentos. Essa diferenca nédo foi estatisticamente significativa (teste de Qui-

quadrado, p= 0,32).

Prevaléncia de Carie Dentaria
No periodo de avaliagdo aqui descrito houve alteracdo com a presenca de

cérie. Apés a realizacéo da profilaxia e posterior exame clinico dos bebés envolvidos,
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verificou-se que 7,1% dos pacientes apresentavam lesdo de cérie ativa na forma de
mancha branca. Estas lesdes cariosas foram observadas no incisivo central superior,
na regido cervical da face vestibular. Em funcdo do nimero de criancas estudadas, a
presenca de céries ndo diferiu significativamente da observada nas criancas com 12

meses de idade (teste exato de Fisher, p= 0,43) (Gréfico 8).
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Grafico 8-  Porcentagem de bebés avaliados aos 18 meses de idade, quanto a

prevaléncia de lesao de céarie dentaria.

Avaliacdo Microbioldgica

As Tabelas 10, 11 e 12 apresentam os dados microbiolégicos da saliva e
biofilme, das mées e criangas, relativos a terceira coleta, bem como a distribuigcdo dos
diferentes agentes infecciosos na saliva e biofilme de criancas e méaes, separadas em
grupos de acordo com as condi¢des periodontais dessas Ultimas.

Aos 18 meses, também ndo foram observadas quaisquer influéncias do tipo de
dieta, caracteristicas de higienizacdo das criangcas e ocorréncia dos patégenos
estudados, sendo que, através do teste exato de Fisher, os valores de significancia

variaram de p= 0,582 a p=1,0.
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A comparacdo dos dados microbioldgicos obtidos da saliva das criancas, nos
trés periodos de tempo, revela que houve um aumento modesto na ocorréncia desses
microrganismos e viruses oportunistas ou superinfectantes, mas apenas a prevaléncia
de CMV e EBV-1 atingiram significancia estatistica (ANOVA, p= 0,039 e p= 0,045,
respectivamente).

Embora nao tenha atingido significancia estatistica, 0 aumento na freqténcia e
a estabilidade da colonizagdo por microrganismos entéricos, tanto Gram-negativos,
como os membros da familia Enterobacteriaceae, quanto Gram-positivos, como 0s
enterococos, foram verificados. Quase sempre a mesma crianga que mostrava a
presenca desses patdégenos na saliva aos 6 meses de idade, também os albergava
aos 12 e, principalmente, 18 meses de idade.

Essa uniformidade de resultados na saliva e biofilme das méaes foi observada
para todos 0s microrganismos e viruses estudados, com excegdo para O0S
pseudomonados, como o0 género Pseudomonas, P. aeruginosa e integrantes do
complexo da Burkholderia cepacia, que apresentaram maior irregularidade de
deteccéo, o que sugere um estado mais transitorio desses microrganismos.

Aos 18 meses de idade, a prevaléncia de microrganismos entéricos
Helicobacter spp., H. pylori e viruses CMV e EBV-1 na saliva das maes ainda é
superior ao observado nas criangas (ANOVA, com p= 0,048 a p= 0,03), enquanto para
os demais agentes ndo se observaram diferencas significativas, em grande parte
como conseqiiéncia da baixa freqtiéncia e tamanho dos grupos amostrais.

Os dados do biofilme das criangas aos 18 e 12 meses se mostraram bastante
semelhantes, sendo que nenhuma diferenca de prevaléncia dos agentes infecciosos
alvo atingiu significancia estatistica. Nesse sentido, as mesmas diferencas de
prevaléncia observadas entre mées e criangas aos 12 meses foram confirmadas
nessa terceira coleta.

A titulo de andlise estatistica aos 18 meses, uma vez que as maes com

periodontite apresentavam a maioria das caracteristicas clinicas das mées com
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gengivite, e o0 numero daquelas era modesto demais para constituir um grupo
separado, optou-se por somar os dados de ambos os segmentos. Assim, as criangas
cujas maes eram portadoras de gengivite ou periodontite, apresentavam trés vezes o
risco de adquirirem, de suas progenitoras, microrganismos entéricos e viruses CMV e
EBV, bem como um risco duas vezes maior de atingir a idade de 18 meses como

portadores do género Helicobacter ou H. pylori.
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Tabela 10 - Ocorréncia dos diferentes grupos bacterianos e viruses estudados

na saliva e no biofiime de bebés aos 18 meses de idade e suas méaes.

Grupos Experimentais — 18 meses N (%)

Microrganismo SALIVA BIOFILME

Bebés (N=56) Maes (N=56) Bebés (N=56) Maes (N=56)

Bactérias
Enterobacteriaceae 7 (12,5) 13 (23,2) 10 (17,9) 18 (32,1)
Enterococcus spp. 6 (10,7) 11 (19,6) 14 (25,0) 19 (33,9)
E. faecalis 6 (10,7) 11 (19,6) 11 (19,6) 17 (30,4)
E. faecium 0 (0,0) 1(1,8) 0 (0,0) 3 (5,4
Helicobacter spp. 7 (12,5) 21 (37,5) 10 (17,9) 25 (44,6)
H. pylori 7 (12,5) 20 (35,7) 9 (16,1) 21 (37.,5)
Pseudomonas spp. 2 (3,6) 6 (10,7) 3(54) 8 (14,3)
P. aeruginosa 2 (3,6) 5(8,9) 3(5,4) 8 (14,3)
complezgpl?;lélgolderia 0(0,0) 3 (5.4) 0(0.,0) 5 (8,9)
Viruses
CMV 9 (16,1) 18 (32,1) 9 (16,1) 21 (37,5)
EBV-1 7 (12,5) 17 (33,9) 8 (14,3) 19 (33,9)
HSV-1 2 (3,6) 4(7,1) 0 (0,0) 6 (10,7)

66



Tabela 11. Ocorréncia dos diferentes grupos bacterianos e viruses estudados
na saliva de bebés aos 18 meses de idade e suas maes, em relacdo as condi¢des

periodontais dessas ultimas.

Méaes Sadias Mé&es com Gengivite Ma&es com Periodontite
N=26 N=27 N=3
Microrganismo ( ) ( ) ( )
Bebés Mées Bebés Mées Bebés Maes

Bactérias

Enterobacteriaceae 0 (0,0) 2(7,7) 6 (22,2) 10(37,0) 1(33,3) 1(33,3)

Enterococcus spp. 1(3,8) 3(11,5) 5(18,5) 6 (22,2) 0 (0,0) 1(33,3)
E. faecalis 1(3,8) 3(11,5) 5(185)  7(25,9) 0 (0,0) 0 (0,0)

E. faecium 0(0,00 0(0,0) 0(0,0) 1(3,7) 0 (0,0) 0(0,0)
Helicobacter spp. 2(7,7) 9(346) 4(148) 11(40,7)  1(33,3) 1(33,3)
H. pylori 1(3,8) 8(30,8) 5(185) 11(40,7)  1(33,3) 1(33,3)

Pseudomonas spp. 1(3,8) 1(3,8) 1(3,7) 4 (14,8) 0 (0,0) 1(33,3)

P. aeruginosa 1(3,8) 1(3,8) 1(3,7) 4 (14,8) 0 (0,0) 0 (0,0)
B“khoég;rsgfpaCia 000 138 0(00 2(4 000  0(00)
Viruses
CMV 00,0 138 6(222 14(1,9 3(1000) 3 (100,0)
EBV-1 000,00 2(77) 5(185) 12(444) 2(66,6) 3 (100,0)
HSV-1 138 3(115 138 137 000  0(00
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Tabela 12. Ocorréncia dos diferentes grupos bacterianos e viruses estudados
no biofilme de bebés aos 18 meses de idade e suas maes, em relagdo as condi¢des

periodontais dessas ultimas.

Méaes Sadias Mé&es com Gengivite Ma&es com Periodontite
N=26 N=27 N=3
Microrganismo ( ) ( ) ( )
Bebés Mées Bebés Mées Bebés Maes

Bactérias
Enterobacteriaceae 1(3,8) 4(15,4) 8(29,6) 11 (40,7) 1(33,3) 3 (100,0)

Enterococcus spp. 3(11,5) 5(19,2 9(33,3) 10(37,0) 2 (66,6) 3 (100,0)

E. faecalis 2(7,7) 5(19,2) 7(259) 10(37,0) 2(66,6) 2 (66,6)

E. faecium 00,0 0(0  0(00  2(7.4) 0 (0,0) 1(33,3)
Helicobacter spp. 2(7,7) 9(346) 7(259) 14(51,9) 1(33,3)  2(66,6)
H. pylori 2(7,7) 8(308) 6(222) 11(40,7) 1(333)  2(66,6)

Pseudomonas spp. 1(3,8) 2(7,7) 1(3,7) 5(18,5) 1(33,3) 1(33,3)

P. aeruginosa 138 2(7,7) 2(74) 4148  0(00)  2(66.6)
Comp'ezgpi‘é'i‘go'de“a 0000) 2(7.7) 000 3@111)  0(00) 0(0.,0)
Viruses
CMV 138 2(7.7) 7(259) 16(593) 1(333)  3(100,0)
EBV-1 000) 2(77) 7(259 14(519) 1(333)  3(100,)
HSV-1 000) 3(115 000 1337 000  0(00)
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Associag0Oes Inter-Microbianas Detectadas nas Mé&es e nos Bebés

A andlise da freqUéncia de deteccao dos diferentes microrganismos estudados,
através do teste de andlise de variancia de medidas repetidas para dados categéricos,
como proposto por Brunner & Langer (2000), e do teste de correlacbes de Spearman
permitiu que algumas associacdes estatisticas entre os microrganismos fossem
verificadas. Contudo, ndo se pode dizer com segurangca que uma associacao
estatisticamente significativa entre a ocorréncia de duas espécies microbianas
constitui prova de um relacionamento ecolégico sinergistico ou antagonistico, uma vez
gue tais dados ndo foram avaliados em estudos laboratoriais sob condi¢cdes
controladas, mas podem ser a base para futuras investigacdes nesse sentido.

Deve-se ressaltar que o presente estudo constitui a metade de um estudo mais
amplo que incluiu muitos microrganismos membros da microbiota normal de mées e
bebés, como Actinomyces spp., Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
Campylobacter rectus, Eikenella corrodens, Fusobacterium nucleatum, F.
periodonticum, Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, P. nigrescens,
Streptococcus mutans, S. sobrinus, Tannerella forsythia e Treponema denticola, além
daqueles listados no presente segmento, vindo a compor 0s mais relevantes membros
da microbiota bucal e alguns dos patdégenos mais associados as infeccdes de cabeca
e pescoco. Como os dados ecoldgicos relativos aos microrganismos superinfectantes
e oportunistas se estenderam aos membros da microbiota bucal citados acima, os
dados das inter-relacdes entre eles sdo aqui apresentados.

A ocorréncia de EBV-1 e CMV no biofilme subgengival das mées com gengivite
ou periodontite foi estatisticamente mais elevada do que a observada nas maes
periodontalmente sadias. Essa ocorréncia desses viruses mostrou-se também
associada a presenca de outros periodontopatégenos, como T. forsythia (p= 0,003), P.
gingivalis (p <0,001) e P. intermedia (p= 0,009), além das bactérias da familia

Enterobacteriaceae (p= 0,033). Nas criancas, essas associacfes somente se
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mostraram presentes para P. intermedia (p= 0,041) e aos 18 meses, em funcdo da
baixa prevaléncia dos demais anaerobios Gram-negativos.

A distribuicio de membros do género Enterococcus e da familia
Enterobacteriaceae mostrou relacdo inversa com a ocorréncia dos cocos cariogénicos,
OuU seja, has maes e criancas com maiores niveis de S. mutans e/ou S. sobrinus
menores eram as probabilidades da deteccdo desses microrganismos entéricos na
saliva e no biofilme (teste de correlagdo de Spearman, com P variando de p=0,024 a
p=0,003). Também foi observado o0 mesmo tipo de relacdo inversa entre a ocorréncia
desses microrganismos entéricos e a presenca de F. nucleatum, E. corrodens e C.
rectus (teste de correlagdo de Spearman, com p variando de p= 0,045 a p= 0,017).

A ocorréncia de pseudomonados, o complexo da Burkholderia cepacia, E.
faecium, Helicobacter spp., H. pylori e HSV-1 ndo mostrou associacdo com nenhuma
das demais espécies avaliadas no presente estudo ou membros da microbiota

residente na cavidade bucal.

Presenca de diferentes marcadores genéticos de resisténcia aos
antimicrobianos.

Os dados apresentados nas Tabelas 13 e 14 mostram que a presenca de
genes de resisténcia a drogas antimicrobianas utilizadas com certa freqiiéncia na
odontologia € comum em amostras clinicas. Entre as amostras de saliva e biofilme de
criancas, os marcadores com maior distribuicdo foram tet(A), tet (B), tet (M) e tet (Q),
embora a presenca de outros marcadores de resisténcia tenham sido observados,
particularmente o gene cfxA, associado a resisténcia aos B-lactamicos.

Nas maes esse quadro é mais complexo e apenas os genes tet(L), erm(G) nao
foram detectados em alguma das amostras de saliva ou biofilme maternos, enquanto
0s genes tet(S) e nim foram raramente detectados. A presenca de genes de

resisténcia as tetraciclinas foi a mais disseminada e ndo apresentou correlacdo com o
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uso consciente desses farmacos durante o periodo de realizacdo do estudo, 0 mesmo
ocorrendo com a presenga dos marcadores cfxA. Verificou-se que, enquanto 69,1%
das criancas cujas amostras clinicas foram coletadas ndo mostraram a presenca de

marcadores de resisténcia, nas mées esse percentual cai para 10,3%.
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Tabela 13. Prevaléncia de diferentes marcadores de resisténcia aos

antimicrobianos em amostras de saliva e biofilme oriundas de mées e criancas.

Marcadores de Criangas Maes
resistancia Saliva Biofilme Saliva Biofilme
(N=187) (N=119) (N=187) (N=187)
tet(A) 7 (3,7)* 9 (7,5) 24 (12,8) 38 (20,3)
tet(B) 6 (3,2) 4(3,3) 17 (9,1) 23(12,3)
tet(C) 0 (0,0) 0(0,0) 3(1,6) 1(0,5)
tet(D) 0 (0,0) 0 (0,0) 4(2,1) 2(1,1)
tet(E) 0 (0,0) 0 (0,0) 6 (3,2) 3 (1,6)
tet(G) 0 (0,0) 0 (0,0) 2 (1,1) 0 (0,0)
tet(K) 3 (1,6) 2(1,7) 12 (6,4) 10 (5,3)
tet(L) 0 (0,0) 0 (0,0) 0(0,0) 0 (0,0)
tet(M) 17 (9,1) 21 (17,6) 72 (38,5) 69 (36,9)
tet(O) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 4(2,1)
tet(Q) 9(4,8) 11 (9,2) 48 (25,6) 53 (28,3)
tet(S) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 1 (0,5)
tet(T) 0 (0,0) 0 (0,0) 6 (3,2) 9 (4,8)
blarew 1(0,5) 1(0,8) 11 (5,8) 19 (10,1)
blacTym 0 (0,0) 0 (0,0) 2(1,1) 2(1,1)
blasy 0 (0,0) 0 (0,0) 3(1,6) 5 (2,6)
cfxA 2(11) 4(3,3) 19 (10,1) 36 (19,2)
erm(B) 0 (0,0) 0 (0,0) 3 (1,6) 3 (1,6)
erm(F) 3(1,6) 2(1,7) 7(3,7) 8 (4,2)
erm(G) 0 (0,0) 0 (0,0) 0(0,0) 0 (0,0)
nim 0 (0,0) 0 (0,0) 2 (1,1) 2 (1,1)
*N (%)
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Tabela 14. Numero de criangas e maes em que foram detectadas amostras

(pelo menos uma amostra por individuo) de genes de resisténcia a antimicrobianos.

Marcadores de resisténcia Criancas (N=68) Maes (N=68)
tet(A) 6 (7,4) 26 (38,2)
tet(B) 4 (5,9) 14 (20,6)
tet(C) 0(0,0) 2 (2,9)
tet(D) 0 (0,0) 3 (4,4)
tet(E) 0(0,0) 3(44)
tet(G) 0(0,0) 1(1,4)
tet(K) 2(2,9) 9 (13,2)
tet(L) 0 (0,0) 0 (0,0)
tet(M) 12 (17,6) 41 (60,3)
tet(O) 0 (0,0) 0 (0,0)
tet(Q) 7 (10,3) 32 (47,0)
tet(S) 0(0,0) 1(1,4)
tet(T) 0 (0,0) 4 (5,9)
blarew 1(1,4) 8 (11,7)
blacTx.m 0 (0,0) 1(1,4)
blasuy 0 (0,0) 2(2,9)
CfxA 3 (4,4) 16 (23,5)
erm(B) 0(0,0) 4 (5,9)
erm(F) 3(4,4) 5(7,3)
erm(G) 0 (0,0) 0 (0,0)
nim 0 (0,0) 1(1,4)
Pacientes nos quais nao foi detectado
nenhum marcador de resisténcia aos 47 (69,1) 7 (10,3)

antimicrobianos nas amostras clinicas

*N (%)
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5 — DISCUSSAO

A cavidade bucal e tecidos adjacentes apresentam 0s mais complexos e
diversificados microbiomas do corpo humano em contato com o0 ambiente externo.
Nessa area, numerosos ecossistemas estdo presentes, como a superficie dental, o
sulco gengival, as mucosas lisas, o dorso de lingua e a orofaringe, cada qual com sua
microbiota residente e microbiota suplementar caracteristicas. De maneira geral, esse
ambiente se encontra em condi¢cdes de equilibrio dindmico, no qual o sistema
imunoldgico é capaz de fazer frente as agressdes a que o hospedeiro € submetido.
Nessas condigbes, a propria microbiota bucal atua como parte da resisténcia
inespecifica, colonizando e ocupando espacos, utilizando residuos, ativando e
estimulando a resposta imune da crianga, preparando-a para desafios futuros (BERG,
1996).

Quando esse sistema entra em desequilibrio, as infec¢cdes que geralmente
ocorrem sdo limitadas em extenséo e gravidade, em termos de letalidade e destruicao
tecidual, sendo que a odontologia se dedica a trata-las e preveni-las, uma vez que a
carie, as doencas infecciosas do periodonto lateral e apical sdo bons exemplos dessas
doencas (FENG;WEINBERG, 2006; SASSONE et al., 2008; SIQUEIRA JR, 2002).

Contudo, em pacientes que vivem em condicbes de profunda desnutricdo
(SCHAIBLE;KAUFMANN, 2007), pacientes oncolégicos (YONEDA et al.,, 2007),
condicBes de higiene corporal e bucal precarias (BARBOSA et al., 2001; SLOTS et al.,
1991), sem o adequado saneamento bésico, pacientes imunossuprimidos (BOTERO et
al., 2007; DIS DIOS et al., 1993; GAETTI-JARDIM JR. et al., 2008), hospitalizados
(PEDREIRA et al., 2009), entre outros, uma microbiota oportunista, constituida de
microrganismos exdgenos ou superinfectantes, pode se implantar e produzir
enfermidades locais e sistémicas com uma viruléncia ndo observada em membros da
microbiota bucal normal e, ao contrario das infec¢cdes enddgenas, em que 0 cirurgiao

dentista tem o conhecimento necessario para realizar o tratamento, essas infec¢des
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ndo sdo necessariamente polimicrobianas e, com freqiéncia, seus agentes etiolégicos
sé&o completamente desconhecidos do cirurgido dentista.

Dessa forma, entender os fatores que facilitam a implantacdo desses
microrganismos e, principalmente, a época em que esse processo se inicia, sdo de
grande relevancia na prevencdo de sérias enfermidades que poderdo atingir os
portadores desses patdgenos, nas décadas seguintes a sua transmissdo. Nesse
sentido, os “determinismos e fatalismos” ndo podem ser aceitos sob pena de
acreditarmos na incapacidade humana de melhorar as condi¢gfes de vida e educagdo
das préximas geragbes de criangas que, continuamente, se colocam nas maos de
profissionais de saude, a qual, na boca, hem sempre se manifesta apenas como
auséncia de carie ou doenca periodontal, cujo estudo, obviamente, deve continuar.

Embora a microbiota associada as doencas bucais se mostre relativamente
constante nas diferentes sociedades ao redor do mundo, algumas importantes
particularidades geogréficas, relativas a habitos e caracteristicas étnicas da populagéo
vém sendo descritas (HAFFAJEE et al., 1994; HERRERA et al., 2008), dificultando a
comparacdo entre os dados de sociedades poliétnicas, como a brasileira, com 0s
dados oriundos da grande maioria dos paises desenvolvidos, onde esses estudos sédo
realizados. Como agravante, dentro da literatura consultada, o presente estudo parece
ser o primeiro relato da maioria desses microrganismos na cavidade bucal de bebés,
nessa faixa etaria, e suas maes, em avaliacdo longitudinal.

Os estudos abordando a transmissdo de microrganismos bucais para criancas
vém implicando a saliva como principal veiculo dessa disseminacdo (DOGAN et al.,
2008; MIYAMOTO et al., 2009; UMEDA et al., 2004), o que possivelmente também é
verdadeiro para alguns patégenos nao bucais, mas que podem manter colonizacdo
estavel na cavidade bucal, como H. pylori, que pode ser encontrado com certa
freqiiéncia na boca de pacientes com infeccdes gastricas (PARSONNET et al., 1999;

ROTHENBACHER et al., 2002; SONG et al., 2000).
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Entretanto, as fontes de infeccdo se tornam mais variadas quando o0s
patdgenos entéricos e os pseudomonados s&o considerados, uma vez que esses
microrganismos também podem se manter no ambiente externo, por longos periodos
de tempo (SCHELSTRAETE et al.,, 2008), como na agua de abastecimento e de
efluentes, ou do equipo odontolégico (BARBEN;SCHMID, 2008; FUENTEFRIA et al.,
2008).

Outros microrganismos sé@o conhecidos por terem o principal habitat no solo,
em rizoma de plantas, apenas produzindo quadros infecciosos em pacientes
portadores de determinadas condicbes predisponentes, como 0s membros do
complexo Burkholderia cepacia, tdo frequentemente associados as infeccdes
pulmonares em pacientes com fibrose cistica, onde constituem a principal causa de
Obitos (JACOBS et al., 2008; SPRINGMAN et al., 2009).

Embora o presente estudo ndo tenha a pretensdo de avaliar a transmissao
desses patégenos oportunistas, o que implicaria na genotipagem e outros métodos
moleculares para determinacdo da origem dos microrganismos alvo, a composi¢do da
microbiota bucal das mées e dos bebés, quanto a esses organismos, mostrou boa
correlacdo, tanto em nivel de biofilme dental quanto contaminacado salivar, sugerindo
que a saliva reflete com certa exatiddo a microbiota adjacente, podendo se converter
em veiculo de disseminacdo desses patdgenos, o que ja foi consolidado para
microrganismos tipicamente bucais, como aqueles associados a céarie e doenca
periodontal (DOGAN et al., 2008; UMEDA et al., 2004). Nesse particular, deve-se
esclarecer que esses microrganismos oportunistas s&o significativamente mais
tolerantes as condi¢des desfavoraveis que imperam fora do contato com o0 organismo
do hospedeiro (ZEHNDER;GUGGENHEIM, 2009).

A presenca desses agentes infecciosos, na saliva materna, depende da
continua remocédo dos mesmos a partir da superficie do biofilme e das mucosas, uma
vez que a saliva € um elemento transitério. Essa semelhanca, em termos de

prevaléncia de espécies microbianas e viruses, no biofiime e saliva, permitem a
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utilizacdo da saliva em exames para diagnéstico, mas, por outro lado, facilita a
disseminacdo de agentes infecciosos que se alojam no biofilme e que, de outra
maneira, ndo se propagariam facilmente. Deve-se ressaltar que a saliva oferece certa
protecdo ao microrganismo ou virus, no sentido que reduz a oxidagdo dos mesmos e a
dessecacao do patégeno, o que é critico para alguns agentes, como 0s viruses HSV,
EBV e CMV, que sdo envelopados e, portanto, dependem de delicadas estruturas de
superficie (adesinas), posicionadas no envoltério externo lipoprotéico, para manter sua
infectividade (SLOTS, 2009).

A transmissdo de um microrganismo necessita de contatos repetidos entre a
fonte de infeccdo e o ambiente que devera receber o patdgeno, uma vez que a
cavidade bucal representa um ambiente complexo, tanto em termos estruturais quanto
bioquimicos, o que explicaria o longo periodo de contato necessario para a aquisicao
de alguns desses microrganismos oportunistas, em condi¢cdes normais. Dessa forma,
membros da familia da crianca séo os principais envolvidos na disseminacéo desses
agentes, como verificado para H. pylori, cuja transmissdo entre pais e filhos vem
sendo confirmada (BRAGA et al., 2007; ROTHENBACHER et al., 2002).

5.1 - Enterobacteriaceae

Alguns dos patégenos estudados, como os membros das familias
Enterobacteriaceae e Pseudomonadaceae, sdo freqientemente ligados a quadros de
imunossupressao, falta de higiene, consumo de drogas ilicitas e infec¢des refratarias
(BARBOSA et al., 2001; CASTRO et al., 2009; DAHLEN, 2009; GAETTI-JARDIM JR et
al.,2008a; GAETTI-JARDIM JR et al., 2008b), além de apresentar reconhecida
tolerancia a condicdes ambientais favoraveis e a antimicrobianos (CASTRO et al.,
2009; SLOTS;TING, 2002), o que poderia facilitar a sua transmissdo entre diferentes
individuos.

Esses microrganismos, em particular os pseudomonados, apresentam a
capacidade de se perpetuarem em ambientes pobres em nutrientes e podem

facilmente ser transmitidos entre diferentes individuos e para o ambiente externo,
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como efluentes hospitalares (FUENTEFRIA et al., 2008) e, particularmente, clinicas
odontoldgicas (SZYMANSKA et al., 2008). A presenca desses microrganismos Gram-
negativos, oriundos do ambiente externo e da microbiota intestinal, na cavidade bucal,
é transitoria, mas em individuos com disfun¢des imunol6gicas ou que apresentaram
supressdo de parte significativa da microbiota bucal, a presenca dessas bactérias
pode se tornar estavel (DIZ DIOS et al.,, 1993; GONCALVES et al.,, 2007) e as
infeccBes a elas associadas tendem a ser de dificil resolu¢do (CASTRO et al., 2009).

Em neonatos, o primeiro contato com membros da familia Enterobacteriaceae
pode se dar através do canal do parto, cesarianas (MUYTJENS et al., 1983), alimento
contaminado, como o leite utilizado em unidades de tratamento intensivo, e, nessas
dramaticas situacdes, sérias infeccfes neonatais, como meningites e quadros
septicémicos fatais podem se originar (ABRAMCZYK et al., 2003; MUYTJENS et al.,
1983; WEIR, 2002).

Outra fonte frequente desses microrganismaos, principalmente P. aeruginosa e
linhagens multirresistentes de Klebsiella pneumoniae, Enterobacter spp.,
Acinetobacter baumannii, Proteus mirabilis e Morganella morganii sdo as internacdes
hospitalares, particularmente em criancas pequenas e que necessitam de respirador
artificial, sendo que o ambiente bucal se mostra bastante propicio, para esses
patégenos, nessas condi¢cdes (KUSAHARA et al., 2007; PEDREIRA et al., 2009).

A gravidade e a precocidade dessas infec¢gfes associadas a presenca desses
bastonetes na orofaringe tém surpreendido a medicina (ABRAMCZYK et al., 2003;
KUSAHARA et al.,, 2007; PEDREIRA et al., 2009), que, por peculiaridades de
formagé&o daqueles que a exercem, tem dificuldade em compreender a interagédo entre
a microbiota bucal e o hospedeiro.

Isso se torna mais relevante quando se verifica que a média de idade das
criancas internadas em unidades pediatricas de tratamento intensivo, com infeccdes
respiratérias associadas a essas enterobactérias ou que adquiriram infeccBes

nosocomiais ligadas a esses patdgenos € de 29 meses e a taxa de letalidade é de,
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aproximadamente, 28% (ABRAMCZYK et al., 2003), podendo chegar a 60% quando o
género Acinetobacter, um membro da familia Enterobacteriaceae, est4 envolvido
(ASHKENAZI et al., 1992). Esses valores sdo inaceitaveis sob quaisquer pontos de
vista.

Em anos recentes, varios estudos tém advogado que a colonizacdo da
cavidade bucal e orofaringe por Enterobacteriaceae e Pseudomonadaceae pode estar
intimamente ligada a ocorréncia de infec¢des respiratorias graves em pacientes de
todas as idades mantidos em unidades de tratamento intensivo (FOURRIER et al.,
2000; FOURRIER et al.,, 2005; KOEMAN et al.,, 2006; KUSAHARA et al., 2007,
PEDREIRA et al., 2009).

Assim, o0 uso de anti-sépticos bucais poderia minimizar o fenémeno, embora
esse procedimento seja controverso em pediatria. Por outro lado, os dados de
Pedreira et al. (2009) evidenciaram que a associacdo de clorexidina (0,12%) com a
higiene bucal teve o mesmo efeito sobre a ocorréncia desses microrganismos
oportunistas quanto a higiene bucal convencional isoladamente.

Quanto aos dados sobre a ocorréncia desses microrganismos, COmMo
apresentados nas Tabelas 4 a 12, estes se mostram inferiores aos observados na
literatura citada acima. Entretanto, esses estudos acima citados ndo foram realizados
com criancas na mesma faixa etaria, neonatas ou com poucos meses de idade e,
estes estariam voltados para o ambiente hospitalar, que reconhecidamente albergam
extensa colecdo de enteropatdgenos multirresistentes a antimicrobianos. Essa
exposicdo das criangas, nesses estudos, ao ambiente hospitalar e suas fontes de
infecgcdo cruzada por si s6 exacerbaria a frequiéncia de colonizacdo da cavidade bucal
por esses patdgenos entéricos e pseudomonados, 0 que explicaria a diferenca entre a
prevaléncia de 41% descrita por Pedreira et al. (2009) e a ocorréncia desses
patégenos nos bebés que participaram do presente estudo.

Por outro lado, os estudos de Kusahara et al. (2007) e Pedreira et al. (2009),

com criancas de aproximadamente dois anos de idade, as quais estavam internadas
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em unidades de tratamento intensivo, concordam com os dados aqui apresentados,
onde observa-se que os membros da familia Enterobacteriaceae, como um todo,
seriam o0s principais patégenos exdégenos na regido de boca e orofaringe, embora
suplantados por Staphylococcus aureus quando a comparacgédo é feita tomando-se o
tdxon apenas em nivel de espécie.

Por outro lado, a presenca desses microrganismos também poderia
representar o remanescente da microbiota adquirida durante a passagem pelo canal
do parto, como mostrado por Bettelheim et al. (1974), ou até aquela adquirida no
ambiente hospitalar, tanto para as criancas nascidas através de cesariana quanto por
parto normal. Entretanto, a prevaléncia desses microrganismos tende a se reduzir com
a aquisicdo da microbiota residente, autoctone de boca, uma vez que, por
antagonismo e competicdo por espaco e nutrientes, 0s anaerébios acabam
suplantando-as. Esse processo pode ser afetado pela ocorréncia de quadros de
imunossupressao ou em paciente que utilizaram antimicrobianos (GAETTI-JARDIM JR
et al., 2008a).

Os dados da correlacao estatistica entre 0os microrganismos aqui apresentados
suportam a idéia desse antagonismo, de forma que, como a prevaléncia desses
microrganismos foi pouco afetada ao longo do tempo e apresentaram apenas uma
certa elevacéo entre as criangas com idade de 6 aos 18 meses, a fonte de infeccdo
deve ter se mantido préxima as criangas e as maes constituem as principais
candidatas a representar essas fontes, em funcdo da correlacdo observada entre a
presencga desses grupos microbianos na saliva e biofilme de bebés e suas mées.

Infelizmente, no presente estudo, todas as maes podem ser consideradas
como portadoras de higiene bucal deficiente, uma vez que apenas 13,2% tinham um
indice de placa inferior a 50%, o que limita as compara¢fes estatisticas sobre a
importancia da higiene bucal na presenca desses patdégenos entéricos na cavidade
bucal. Contudo, desde que os resultados do presente estudo mostraram uma

frequiéncia maior de membros da familia Enterobacteriaceae entre maes com gengivite
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e periodontite, possivelmente por criar condicdbes adequadas a proliferacao
microbiana, quaisquer fatores capazes de induzir inflamacdo gengival e gengivite
podem ser considerados como predisponentes para a ocorréncia de bastonetes Gram-
negativos entéricos na cavidade bucal e a literatura sobre a relag@o entre higiene e
gengivite é vasta e constitui uma realidade conhecida da populacéo leiga.

Além desse aspecto, falta de higiene, imperfeicbes no tratamento de agua e
esgoto podem colaborar para a presenca desses microrganismos na cavidade bucal
(SLOTS et al., 1991). Contudo, a quase totalidade da populacdo de Aracatuba-SP,
cidade onde o projeto foi executado, € servida por rede de abastecimento de agua e
servico de esgoto, o0 qual, inclusive, é integralmente tratado antes de ser eliminado
como efluentes urbanos, minimizando a importancia dessa fonte de contaminacédo. Por
outro lado, os habitos de criancas pequenas facilitariam o contato com o contetdo
fecal delas proprias, onde esses microrganismos sdo mais freqientes (PARK et al.,
2005).

Embora os valores de prevaléncia de membros da familia Enterobacteriaceae
tenham se mostrado relativamente baixos, principalmente na saliva das criangcas com
6 meses, os bebés que pareciam alberga-los no inicio do estudo, geralmente foram
capazes de manté-los até o final do experimento, aos 18 meses, sugerindo que, em
grande parte dessas criancas, tais microrganismos foram aptos a se tornar parte da
microbiota residente ou suplementar da cavidade bucal.

Nessa linha, em estudo longitudinal de 4 anos com criancas chinesas do
ensino basico, Sedgley et al. (1997) também evidenciaram a presenca desses
patdégenos, que variaram de 25,3%, 37,0%, 24,0% a 25,8%, em valores anuais, com
uma média de 27,9%, mostrando uma colonizacao estavel. Entretanto, é possivel que
a idade mais elevada dessas criancas possa justificar a diferengca observada com os
resultados aqui apresentados, onde Enterobacteriaceae esteve presente em 12,7 %

das amostras de biofilme dental aos 12 meses e 17,9 % aos 18 meses. A influéncia do
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fator idade deve ser considerada quando se verifica que os resultados dessas criancas
chinesas foram proximos aos observados paras as mées no presente estudo.

Dentre as espécies da familia Enterobacteriaceae, Citrobacter freundii,
Enterobacter cloacae, E. sakazakii, Klebsiella oxytoca, Pantoea agglomerans, Proteus
vulgaris, P. mirabilis, Serratia liquefaciens e Serratia sp. (GAETTI-JARDIM JR et al.,
2008a; GAETTI-JARDIM et al, 2008b), além de Enterococcus faecalis
(SOUTO;COLOMBO, 2008b), que ndo pertencem a essa familia, se destacam pela
facilidade com que se implantam no sulco gengival de pacientes com gengivite ou
periodontite e isso pode, de alguma forma, facilitar o desenvolvimento de infecgdes
nosocomiais e respiratorias ligadas a eles. A propria localizagéo e estrutura anatémica
da cavidade bucal parecem facilitar essa ligacdo com a &rvore respiratéria, propiciando
condicbes para a disseminacdo dos patégenos em pacientes de todas as idades,
incluindo os idosos portadores de protese total (DANILUK et al., 2006).

Quanto a ocorréncia desses microrganismos em pacientes com periodontite e
gengivite, como sugerido no presente estudo, hd muita controvérsias na literatura.

As enterobactérias possuem ampla capacidade metabdlica e podem, através
de restos teciduais e alimentares, produzir e exportar compostos capazes de induzir
halitose, como o sulfeto de hidrogénio e metil-mercaptanas (SOPAPORNAMORN et
al., 2006), sdo capazes de induzir inflamacdo através de potentes endotoxinas e
apresentam numerosas e importantes exotoxinas, além de mecanismos de resisténcia
a antimicrobianos (GONCALVES et al., 2007), o que poderia colaborar para o
desenvolvimento de infeccdes periodontais necrosantes em pacientes debilitados
(GAETTI-JARDIM JR. et al., 2008a).

As frequéncias com que bactérias entéricas e Pseudomonas spp. sao isoladas
de pacientes com gengivite ou periodontite parecem variar entre populacdes, tendo
sido detectadas em 14 % dos pacientes nos Estados Unidos (SLOTS et al., 1990) e
em 31,2% dos portadores de periodontite e gengivite em brasileiros (BARBOSA et al.,

2001). O resultados do presente estudo mostram uma ocorréncia mais proxima da
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relatada por Barbosa et al. (2001) e Diz Dios et al. (1993), evidenciando a presenca
desses patdgenos entre 25% a 37% das maes com gengivite e de 33,3% a 42,8% das
maes com periodontite, mas ligeiramente superiores aos relatados por Goncalves et
al. (2007), que detectaram esses microrganismos em 20% dos pacientes com
periodontite cronica.

Embora a elevada frequéncia de deteccdo desses microrganismos, nas maes
com inflamacdo periodontal, tenha sugerido a participagdo dos mesmos na
patogénese das doengas periodontais, como sugerido por Botero et al. (2007) e Souto
et al. (2006), e a auséncia de dados sobre a participacdo quantitativa dos mesmos no
biofilme ndo permite que se exclua a possibilidade de uma permanéncia transitoria ou
com baixas populacdes desses grupos bacterianos na cavidade bucal, como relatado
para outras populacdes (BOTERO et al., 2005; BOTERO et al., 2007).

5.2 - Pseudomonados

Os pseudomonados apresentam diversas caracteristicas comuns com 0S
membros da familia Enterobacteriaceae, sendo, por vezes, a eles associados. Dentre
essas espécies se destaca P. aeruginosa, pelo seu envolvimento em processos
infecciosos nosocomiais, por possuir elevada letalidade em pacientes hospitalizados
(DEFEZ et al., 2004; FURTADO et al., 2009 in press) e em infec¢des bucais refratarias
a drogas antimicrobianas (CASTRO et al., 2009), possuindo uma extensa gama de
fatores de viruléncia.

Dentre esses fatores destacam-se a sua mobilidade e invasividade (KIPNIS et
al., 2006), a presenca de endotoxina (BACKHED et al., 2003; WIELAND et al., 2002),
producdo de proteases (MALLOY et al.,, 2005; MATSUMOTO, 2004) com atividade
protetora frente ao sistema imunolégico e que podem colaborar na degradacdo de
proteinas teciduais, bem como extensa gama de enzimas e toxinas capazes de atuar
sobre o arcabouco de ampla variedade de tipos celulares (KONIG et al., 1997,
SAWA;WIENER-KRONISH, 2004; SCHULTZ et al.,2000). Além desses fatores, existe

vasta literatura sobre a resisténcia a drogas antimicrobianas entre esses bastonetes
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Gram-negativos (FUENTEFRIA et al., 2008; FURTADO et al., 2009 in press; WEILE et
al., 2007).

Alguns estudos (COLOMBO et al., 2002; PERSSON et al., 2008) tém sugerido
um papel para os membros da familia Enterobacteriaceae e P. aeruginosa na etiologia
da periodontite e gengivite em algumas popula¢des, como a brasileira. Os dados aqui
apresentados reforcam a idéia de que, na nossa populacdo, a familia
Enterobacteriaceae pode, de fato, ter relacdo com as alteracdes inflamatérias
periodontais, mas ndo suportam uma colonizacéo persistente da cavidade bucal por P.
aeruginosa e outros pseudomonados, independentemente da condicao clinica
periodontal, como observado para as maes e seus bebés.

Nesse sentido, a colonizagdo persistente e precoce por pseudomonados,
incluindo-se nessa denominacédo P. aeruginosa e outros membros desse género, pode
constituir um dos primeiros sinais de fibrose cistica em criangas (BAUSSANO et al.,
2006). A presenca de P. aeruginosa parece acelerar a deterioracdo das condicbes
respiratorias desses pacientes (KOSOROK et al.,, 2001), enquanto sua eliminagéo,
através de antibioticoterapia, parece retardar o processo (FREDERIKSEN et al., 1997).

Os dados apresentados pelos bebés aos 6, 12 e 18 meses de idade sédo
consistentes de uma presenca transitoria de Pseudomonas spp., P. aeruginosa e do
complexo da Burkholderia cepacia, ha cavidade bucal. Entretanto, quase todos os
estudos com bebés se referem a criangas com imunossupressdo ou internadas em
unidades pediatricas de tratamento intensivo (KUSAHARA et al., 2007; PEDREIRA et
al., 2009), o que dificulta compara¢cdes com criangas aparentemente saudaveis e que
ndo estdo expostas a fontes de infeccdo tdo intensas, sem considerar os fatores
predisponentes para essas infeccBes representados pelas criancas com cateteres,
sondas géstricas, mantidas em aparelhos de respiragdo artificial, entre outros, em
ambiente hospitalar. Porém, a baixa prevaléncia desses microrganismos, quando

comparados com a elevada frequéncia de deteccdo dos bastonetes Gram-negativos
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entéricos, esta de acordo com os dados de Kusahara et al. (2007), com criancas de
unidades pediatricas de terapia intensiva na faixa dos 24,3 meses de idade média.

Os dados aqui apresentados também sdo compativeis aos obtidos por
Baltimore et al. (1989), em estudo longitudinal de 6 meses com bebés neonatos, onde
a associacao de espécies da familia Enterobacteriaceae e P. aeruginosa podia ser
encontrada em 26% das criancas, mas se forem considerados apenas os resultados
gue se referem aos pseudomonados, esses se assemelham aos do presente estudo,
evidenciando que esse grupo de microrganismos nao faz parte da microbiota
residente, tampouco da microbiota suplementar da cavidade bucal de bebés.

Nesse sentido, embora Demko et al. (1995) e Maselli et al. (2003) tenham
mostrado que bebés do género feminino com fibrose cistica sejam mais propensos a
infeccdo por P. aeruginosa, os dados de Baussano et al., (2006), com bebés com essa
mesma doenga, e o0 presente estudo, com criangas aparentemente saudaveis, nédo
encontraram quaisquer correlagbes entre género e a presenca desses
pseudomonados.

5.3 - Enterococcus

Na odontologia, o papel de microrganismos superinfectantes tem merecido
destaque, particularmente quando esses microrganismos estdo envolvidos em
infecgBes refratarias, como ocorre com as infecgbes nosocomiais, endodoénticas e
periapicais associadas ao género Enterococcus (SOUTO;COLOMBO, 2008b). Dentre
as espécies desse género, destaca-se E. faecalis pela sua resisténcia aos
antimicrobianos e antibiéticos, bem como pela sua prevaléncia na cavidade bucal
(SOUTO;COLOMBO, 2008b), bem como E. faecium, pela sua distribui¢cdo e relevancia
nas infecgcbes nosocomiais (VANKERCKHOVEN et al., 2008). Entretanto, pouco se
conhece sobre a distribuicdo desses microrganismos em bebés e criancas pequenas.

O habitat natural dessas duas espécies de cocos Gram-positivos € o intestino
grosso (COLE et al.,, 1999). Até recentemente e na concepcdo dos meédicos, esses

microrganismos ainda seriam considerados exogenos na cavidade bucal, onde
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estariam presentes apenas em pacientes hospitalizados ou membros da equipe de
saude (CAMPBELL et al., 1983; SMYTH et al., 1987), o que ndo condiz com a
realidade. Esses cocos, em particular E. faecalis, e outros microrganismos entéricos
tém sido associados a periodontite em pacientes gravidas (PERSSON et al., 2008) e
outros grupos (SOUTO;COLOMBO, 2008b).

Os dados aqui apresentados evidenciaram que a ocorréncia de inflamacéao
gengival pode criar condi¢des favoraveis para uma maior colonizagéo por E. faecalis,
mas o0 nimero de maes com periodontite ndo permitiu maiores conclusées do ponto de
vista estatistico. Por outro lado, E. faecium n&o foi detectado nas amostras dos bebés,
enquanto sua ocorréncia nas maes, independentemente das condi¢cdes clinicas
dessas ultimas, foi bastante periférica e ndo apresentou correlagdo com os demais
fatores estudados.

A deteccdo de E. faecalis, no presente estudo, ndo encontrou paralelo na
literatura consultada, sendo que os poucos estudos que procuraram detectar esses
patégenos em criancas pequenas, o fizeram em pacientes mais velhos e que seriam
internados em unidades de tratamento intensivo (HUFNAGEL et al.,, 2007;
KUSAHARA et al., 2007; PEDREIRA et al., 2009). Nesse particular, Kusahara et al.
(2007) e Pedreira et al. (2009) falharam em detectar esses cocos nas criangas,
resultados esses que podem ter se originado do fato de que a énfase da coleta era a
orofaringe, sem dar muita relevancia ao sulco gengival, onde esses microrganismos
foram encontrados com maior freqiiéncia em criancas em outros estudos realizados no
laborat6rio (MESSIAS, 2009).

Hufnagel et al. (2007) verificaram que mais de 23% dos bebés prematuros
mantidos em unidades pediatricas de tratamento intensivo tinham a mucosa retal e
vaginal colonizadas por enterococos, metade das quais colonizada por E. faecium e,
em apenas 13% das amostras, E. faecalis, sendo que o histérico de uso de
antimicrobianos, extensdo da prematuridade e o baixo peso ao nascer foram fatores

que interferiram positivamente na ocorréncia desses cocos. Embora esses resultados
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tenham sido obtidos em condicbes muito diferentes das utilizadas na presente
investigacao, é possivel que a cavidade bucal ndo ofereca condigbes apropriadas para
0 estabelecimento de E. faecium, o que néo ocorreria com E. faecalis, desde que o
mesmo é comum na cavidade bucal de diferentes popula¢gBes adultas e parece se
alojar preferencialmente no biofilme dental e dorso de lingua (COLOMBO et al., 2002;
SEDGLEY et al., 2006; SOUTO;COLOMBO, 2008b).

Enquanto os dados, para E. faecalis, obtidos com as mées, foram préximos aos
relatados por Colombo et al. (2002), Souto et al. (2006) e Souto e Colombo (2008b),
para pacientes brasileiros com diferentes condi¢cfes periodontais e os mesmos foram
superiores aos evidenciados por estudos com populacdes de outras localidades
(COLOMBO et al., 2002; SEDGLEY et al., 2004; SEDGLEY et al., 2006) levantaram
diversas hipéteses para explicar a maior prevaléncia desses microrganismos entéricos
em brasileiros, como também citado no presente estudo, mas nenhuma das quais se
mostrou plenamente satisfatéria e esse fenbmeno ainda ndo possui explicacdo e
necessita ser confirmado com outras criangas e faixas etéarias.

A despeito da grande énfase que a literatura acima citada dedica a ocorréncia
de E.faecalis no biofilme dental e no biofilme que se desenvolve no interior do sistema
de canais radiculares de dentes com polpa necrética (SEDGLEY et al., 2006), o que
pode sugerir que a colonizacdo da cavidade bucal se mostra dependente da presenca
e numero de dentes, o que néo foi observado no presente estudo, os resultados aqui
apresentados sugerem que as mucosas das criancas podem ser tao relevantes para a
implantacdo desses cocos quanto a presenca de dentes na cavidade bucal, o que esta
de acordo com os dados de Sedgley et al. (2006), os quais relataram que a lingua e o
biofilme seriam os maiores reservatérios de E. faecalis na cavidade bucal.

5.4 - Helicobacteriaceae

Estudos mostram que Helicobacter pylori € a causa mais freqliente de gastrite
e Ulceras gastricas e possui forte relacdo com alguns tipos de cancer no estbmago

(MEGRAUND;LAMONLIATTE, 1992; UEMURA et al., 2001), sendo freqientemente
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encontrado em paises em desenvolvimento (POUNDER;NG, 1995; SACK;GYR, 1994).
A aquisicdo desse microrganismo se da na infancia, onde a transmissao intra-familiar
€ bastante relevante, possivelmente entre mae e filhos (ROTHENBACHER et al.,
2002), através do contato oral-oral, gastro-oral e oro-fecal, sendo que a proépria
cavidade bucal poderia atuar como um reservatorio (ANAND et al., 2006; BANATVALA
et al.,, 1993; PYTKO-POLONCZYK et al., 1996; SONG et al., 1994). Entretanto, ainda
ndo estd claro o momento em que essa transmissdo ocorre e se, de fato, a
transmissao intra-familiar € a mais relevante (KONNO et al., 2008).

A determinacdo da cinética de transmissdo para criancas poderia permitir
avaliar os fatores associados a esse fenbmeno, criando estratégias para minimiza-lo
(ROWLAND et al., 2006). Desde que a maioria dos patégenos que se aloja no canal
alimentar o faz precocemente, na primeira infancia, onde a cavidade oral por vezes
atua de forma téo ativa quanto os olhos e as maos, no reconhecimento do mundo, é
de se esperar uma colonizacéo efetiva da cavidade bucal por H. pylori, nessa faixa
etaria. De acordo com Konno et al. (2008), 76% das criangas e pré-adolescentes
colonizados, na mucosa gastrica, por esse microrganismo, compartiihavam das
mesmas cepas com outros membros da familia e, em 69% deles, a mae era a
portadora da linhagem predominante, sugerindo uma transmisséo mée-filho.

Alguns estudos pioneiros (ASHORN et al.,, 1995) evidenciaram uma baixa
incidéncia desse patégeno, mas esse fato deriva mais das limitacbes das
metodologias utilizadas, baseadas na cultura ou sorologia, do que reflexo da biologia
do patégeno (ROWLAND et al., 2006). Outros estudos, como o de Malaty et al. (2002),
evidenciaram que 4% das criancas caucasianas, com idade entre 12 e 36 meses,
eram portadoras de anticorpos reativos frente a esse microrganismo e esse valor se
elevava para 13% em criangas negras oriundas de familias com as mesmas condi¢des
socioecondmicas. Nesse estudo, o percentual de incremento anual na prevaléncia

desse bastonete foi de 1,4%, até a idade adulta, com um pico de elevacao de 2,1% ao
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ano em criancas com 4-5 anos, de forma que o periodo médio para aquisicdo do
patdgeno seria de 7,5 anos, bem acima da avaliada no presente estudo.

Os dados de Tam et al. (2008), com criancas chinesas, evidenciaram que esse
patégeno é mais freqliente em criangas cujas méaes apresentam educacgdo formal
modesta e mais de cinco moradores no mesmo domicilio, atingindo 13,1% entre 6 e 19
anos de idade. Entretanto, esses estudos citados anteriormente avaliam a
soroconversdo, de forma que ndo importa o local de estabelecimento do
microrganismo para o resultado do teste aponte a presenca dos anticorpos e evidencie
o historico de infecgdo prévia ou presente, dificultando compara¢cdes com os dados
agui apresentados.

N&o se pode negar que a populacédo de bebés e maes, que constituiu o grupo
amostral, ilustra as modificac6es demograficas que a prépria populagéo brasileira vem
experimentando nas Ultimas décadas, onde as mulheres tém um menor ndmero de
filhos e posterga a maternidade por motivos profissionais. Assim, 56% das maes
exercia atividades profissionais fora da sua residéncia, 48% das criangas n&o tinham
irmaos e 32% tinham um dnico irm&o, mostrando a existéncia de familias menores, o
gue certamente interfere com a transmissao desses microrganismos (MALATY, 2007,
TAM et al., 2008).

A prépria idade média das maes, de 28,35 + 6,58 anos, bem como o grau de
instrucdo, difere significativamente da observada em décadas passadas, em que a
taxa de fertilidade da populacdo brasileira era muito mais elevada (Fonte:
www.ibge.gov.br) e a expansao populacional criava condi¢cdes para o desenvolvimento
de areas de grande exclusdo social e propicias a disseminacdo desses
microrganismos (MALATY et al., 1996).

Assim, os dados do presente estudo foram obtidos de criangas cujas mées, em
grande parte, apresentavam educacgdo formal mediana ou superior, e as frequéncias
de deteccdo de H. pylori e Helicobacter spp. foram de 11,1% a 15,9% aos 12 meses

de idade e de 16,1 a 17,9% aos 18 meses, sem mostrar influéncias de condi¢des
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socioecondmicas e raciais. Esses valores possivelmente estdo subestimados porque
ndo trazem informacdes sobre a presenca desses microrganismos em outros sitios
anatdbmicos fora da cavidade bucal e desconsidera a possibilidade de outras
populacdes bacterianas fora do biofilme dental. Além disso, categorizar a populagéo
brasileira de acordo com a cor da pele ou a heranca cultural predominante é um erro
que vem se repetindo, de forma que pouca utilidade existe no conceito de “ragas” ou
similar nessa populacéo.

Esses dados sdo semelhantes aos obtidos por Granstrom et al. (1997) através
de métodos soroldgicos, em criangas suecas, mas nao se deve deixar de considerar
que esse estudo também se refere a alardeada soroconversao e ndo a ocorréncia dos
patégenos na cavidade bucal.

Os dados apresentados aqui mostram uma frequéncia homogénea de
distribuicdo desse microrganismo na saliva e biofime e nada evidencia que a
prevaléncia do mesmo va se elevando apds os 18 meses de idade. Esse dado
necessita de um periodo maior da avaliacdo para ser validado, mas resultado
semelhante foi obtido por Goodman et al. (2005) com criancas do sudoeste dos
Estados Unidos da América e do México, evidenciando que a elevacdo da presenca
do patdgeno ndo € homogénea em todas as populagdes, principalmente naquelas em
gque a frequiéncia de colonizacéo inicial se mostra elevada.

De acordo com Klein et al. (2008), esse fenébmeno de flutuacéo na prevaléncia
de H. pylori é frequente, embora os fatores a ele associados ndo sejam claros. A
presenca desse microrganismo, em criancas a partir dos 6 meses, pode diminuir ou
aumentar dependendo do nivel de contaminagdo inicial da familia, sendo mais
provavel que diminua entre o primeiro e o quinto ano de vida. Sem explicar
satisfatoriamente esses dados, os autores ainda afirmam que os bebés do género
masculino, nos primeiros 18 meses de idade sdo mais propensos a adquirir o

microrganismo.
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Nas maes, entretanto, a freqiéncia de deteccdo de H. pylori foi inferior a
descrita na literatura (SONG et al., 1994, LI et al., 1996; CZESNIKIEWICZ-GUZIK et
al., 2004; ANAND et al., 2006; LIU et al., 2008; LIU et al., 2009), em outras populacdes
humanas, mas semelhantes aos resultados de Czesnikiewicz-Guzik et al. (2007), ndo
se observando qualquer relacdo entre a ocorréncia desse microrganismo e as
condicbes de salde periodontal ou existéncia de lesGes bucais, como também
observado por Berroteran et al. (2002) e Anand et al. (2006).

Em pacientes pediatricos, € muito comum que a infeccdo por Helicobacter
pylori esteja associada a presenca concomitante dos géneros Shigella e/ou
Salmonella, que sdo membros da familia Enterobacteriaceae e comuns em toxi-
infeccbes alimentares em criancas (SHMUELY et al 2004). Contudo, no presente
estudo, do ponto de vista estatistico, ndo foram observadas correlacdes entre a
presenca de Helicobacter spp. ou H. pylori e quaisquer outros microrganismos.

5.5 -Complexo da Burkholderia cepacia

De uma forma geral, cada patégeno apresenta maior ou menor especificidade
quanto a espécie ou género do animal hospedeiro ou planta que podem infectar e
parasitar. Muitos sdo os casos, como observado com os virus da poliomielite, cuja
especificidade é bastante elevada, ndo apenas quanto a espécie animal parasitada,
mas também quanto aos tipos de células nas quais 0s viruses séo capazes de se
multiplicar, 0 mesmo ocorrendo com o virus CMV, EBV e HSV (SLOTS, 2009). Outros
agentes infecciosos se adaptaram a novas espécies animais e, paulatinamente
perdem a capacidade de infectar a espécie que outrora era parasitada, como o virus
HIV, que se adaptou inicialmente em primatas n&o humanos e, posteriormente atingiu
0 Homo sapiens, muito se distanciando das linhagens que infectavam o macaco verde
africano (DIAMOND, 1992).

Os exemplos de elevada especificidade da relagdo parasita-hospedeiro séo
documentados e numerosos, como a relagdo entre Streptococcus mutans,

hidroxiapatita e pelicula adquirida, o que limita seu habitat a algumas areas na
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cavidade bucal de humanos e ndo humanos (CAUFIELD et al, 1993;
TANKKUNNASOMBUT et al., 2009), ou mesmo o papel de anaerdbios obrigatorio das
espécies Porphyromonas gingivalis ou Tannerella forsythia, bem como o microaerdfilo
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, associados as periodontites humanas e
raramente detectados em ambientes externos a cavidade bucal (FENG;WEINBERG,
2006).

Entretanto, nada disso parece ser muito significativo para um grupo de
espécies geneticamente inter-relacionadas, mas fenotipicamente distintas, conhecidas
com o nome de “complexo da Burkholderia cepacia”. Duas espécies se destacam na
capacidade de produzir infecgbes: B. cenocepacia e B. multivorans (BALDWIN et al.,
2008). Sua distribuicao € extremamente ubiqua, sendo encontradas desde amostras
de rizoma de plantas comestiveis, solos e amostras de agua, além de infeccdes
oportunistas graves, como as pneumonias em criangas portadoras de fibrose cistica,
sendo que o ambiente externo parece ser a principal fonte de B. multivorans para
humanos (BALDWIN et al., 2008), enquanto a transmissdo entre pessoas é
reconhecidamente a forma de disseminacdo de B. cenocepacia (GOVAN et al., 1993;
MAHENTHIRALINGAM et al., 2001).

No presente estudo, ndo foi possivel identificar, em funcdo do tempo
necessario para a padronizacdo das condicfes experimentais, dentro das poucas
amostras positivas para esse grupo microbiano, qual das espécies estava de fato
presente. Contudo, como um todo, os dados mostram que esses patdgenos
oportunistas ndo fazem parte da microbiota residente de méaes e seus filhos,
confirmando que a colonizagdo precoce por esses patdgenos pode, de fato, ser
indicativa de condicéo debilitante ainda ndo diagnosticada (BAUSSANO et al., 2006).
No presente estudo, nenhuma amostra de saliva ou biofilme dos bebés mostrou
contaminagdo por esses microrganismos, mas entre 3 a 5 amostras de saliva e
biofilme foram positivas nas méaes, das cerca de 120 amostras que eram processadas,

em media, apOs cada coleta de espécimes clinicos no estudo.
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5.6 — Citomegalovirus e Epstein Barr

Os viruses da familia Herpesviridae estdo entre os mais prevalentes agentes
infecciosos, atingindo praticamente toda a populacéo até a sexta ou sétima década de
vida, mesmo que de forma assintomatica (YAMAMOTO et al., 1998). Os viruses HSV-
1 CMV e EBV-1 vém sendo associados com a patogénese de infec¢Oes bacterianas
agudas ou agudizacdes de infeccBes bacterianas pré-existentes, na cavidade bucal,
tornando-os relevantes no desenvolvimento de infec¢des oportunistas (SLOTS, 2009).

As infec¢gBes por CMV estéo entre as principais enfermidades congénitas e pré-
natais. Para as infec¢Bes congénitas, o niumero de neonatos atingidos varia de 0,18%
a 6,2%, principalmente em popula¢des de baixa renda e condi¢cbes socioecondmicas
menos favorecidas (ALFORD et al, 1990; LUCK & SHARLAND, 2009). Nesse sentido,
a infeccdo perinatal se daria, principalmente, como resultado da aquisicdo do virus
durante o parto ou aleitamento materno, tendo sido freqiiente em nosso pais, onde
atingia de 5% a 40% das criancas (ALFORD et al., 1990; MACHADO et al., 1991).
Essas infec¢cdes congénitas podem acarretar uma ampla gama de seqiielas como
desordens de desenvolvimento, alteragbes neurologicas e surdez, enquanto a
severidade das infeccdes neonatais € bastante variavel (LUCK;SHARLAND, 2009;
YAMAMOTO et al., 1998).

As criangas que participaram do presente estudo ndo apresentavam os sinais e
sintomas de infeccdo congénitas ou neonatais, que estdo amplamente descritas nos
estudos de Luck e Sharland (2009) e Yamamoto et al. (1998) mas nédo se pode afirmar
gque casos de infeccdo neonatal ndo tenham existido, a despeito dos cuidados com a
mé&e durante o periodo gestacional e a realizagdo de exames laboratoriais, 0s quais
podem produzir pequena margem de resultados falso negativos e falso positivos
(YAMAMOTO et al., 1998).

Na mesma forma, a utilizacdo da saliva para diagndstico de infec¢do pelo CMV
ndo € um método padréo, visto que a quantidade de viruses nesse meio é pequena se

comparada com a urina e o sangue do paciente, particularmente na infeccdo
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congénita, onde a concentracdo viral torna-se mais elevada do que a observada em
adultos (STAGNO;PASS, 1983).

Em adultos portadores, onde esse virus se mantém em estado de laténcia em
linfécitos e outras células, produzindo uma viremia relativamente pequena, a
gquantidade de virus na saliva seria insatisfatéria para o diagndstico laboratorial em
cultura de células, métodos sorolégicos ou por PCR, caso a infec¢do inicial tivesse
ocorrido h& alguns meses. Em outras condi¢cdes, como infecgcbes mais antigas, a
presenca desses agentes na saliva ou biofiime seria fruto de hemorragias em
pacientes com viremia significativa ou replicacdo viral nos tecidos que margeiam a
cavidade bucal (SLOTS, 2009).

Por outro lado, o virus Epstein-Barr € bastante freqliente na saliva de pacientes
infectados, constituindo seu maior veiculo de disseminacdo. As amostras de saliva e
biofilme das maes, que se mostraram portadoras do virus CMV, quase sempre
albergavam conjuntamente o virus EBV-1, possivelmente pela semelhanca em termos
estruturais, 0 que condiciona, em grande parte, a sensibilidade a desinfetantes e
ressecamento, bem como as caracteristicas de sua transmissdo (SAYGUN et al.,
2008; SLOTS et al., 2006; SLOTS, 2009).

A despeito de estudos que mostram a soroconversao de criangas, em Varios
paises, por esses agentes infecciosos (AARNISALO et al., 2003; GHEBREKIDAN et
al., 1999), pouco se sabe sobre os fatores que poderiam condicionar um aumento da
presenca desses viruses no sulco gengival de criancas pequenas e na saliva. Nos
paises em desenvolvimento, a aquisicdo desses viruses é bastante precoce, enquanto
nos paises desenvolvidos, a transmisséo por vezes se da na puberdade (NILSSON et
al., 2009).

Os viruses herpéticos, em geral, e os viruses CMV e EBV, em patrticular,
podem predispor a ocorréncia de infeccdes oportunistas por facilitar a exposi¢éo de
novos receptores na superficie das células do hospedeiro, além de induzir a liberagédo

de IL-10 por mondcitos, reduzindo a expressdo das moléculas do complexo de
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histocompatibilidade principal do tipo Il, indispensével para a resposta imune humoral
e celular (MORGENSEN;PALUDAN, 2001).

Como consequéncia, ocorreria uma reducdo da capacidade fagocitica de
macréfagos e a capacidade de gerar radicais oxidativos (MORGENSEN;PALUDAN,
2001), além de induzir a liberacéo de IL-6 por fibroblastos e IL-18 € TNF-a a partir de
mondcitos, além de outros peptideos com importante atividade pré-inflamatéria, que
poderiam estar ligadas ao inicio de processos infecciosos em que o0 componente
inflamatorio se mostra proeminente (BOTERO et al., 2008b;
MORGENSEN;PALUDAN, 2001; WARA-ASWAPATI et al., 2003)

Alguns estudos sugerem que a ativacdo das infec¢bes pelo CMV e EBV-1,
simultaneamente, poderia criar um estado de imunossupressao local e levar a
reativacdo de outras infec¢Bes herpéticas latentes, como as associadas ao virus
herpes simples, além de exacerbar o quadro inflamatério das infec¢bes bacterianas,
como as gengivites ou periodontites (BOTERO et al., 2007b; SAYGUN et al., 2008;
SLOTS et al., 2006).

Assim, a associacdo estatistica entre esses viruses e a ocorréncia de
periodontite e gengivite, nas maes, pode estar ligada aos fenbmenos descritos acima,
enquanto que a inflamag&o poderia criar condigfes favoraveis para patdégenos mais
resistentes aos componentes do sistema complemento e outros mecanismos de
defesa do hospedeiro, como algumas espécies da familia Enterobacteriaceae, o que
poderia explicar a associacdo detectada entre esses viruses e microrganismos
entéricos. Outros patégenos com atividade proteolitica, como P. gingivalis e T,
forsythia, também mostraram essa associacdo e séo capazes de reativar infeccbes
herpéticas (SUGANO et al., 2004) e de degradar anticorpos e proteinas do sistema
complemento (ELEY;COX, 2003)

Kaye et al., (2008) estudaram a transmissdo vertical do CMV entre mées e
filhos, mostrando a presenca desse virus em 3.9% dos recém nascidos. A positividade

aumentou significativamente uma vez que a quase totalidade das maes infectadas
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pelo agente viral eliminava particulas virais nas secrecfes exdcrinas, como o colostro.
Os dados desses autores sobre a prevaléncia de CMV em mées (36%) foram
semelhantes & média observada entre as maes que participaram do presente estudo e
qgue tinham gengivite, mas ndo podemos comparar de maneira adequada essas
informacBes pela auséncia de uma descricdo pormenorizada da condicdo periodontal
das pacientes do estudo acima.

Os dados apresentados, relativos aos CMV nas mées com periodontite crénica
ou gengivite, sdo semelhantes aos observados por Botero et al. (2008a) e Wu et al.
(2007b). Entretanto, alguns estudos ndo observaram relacdo entre CMV e periodontite
ou gengivite (ROTOLA et al.,, 2008; WATANABE et al., 2007). Da mesma forma, a
ocorréncia de EBV-1 nas maes com gengivite ou periodontite crénica se mostrou
semelhante a relatada por outros estudos com pacientes com periodontite (CHALABI
et al., 2008; KLEMENC et al., 2005; SAYGUN et al., 2008) e gengivite (CHALABI et al.,
2008).

Embora alguns estudos procurem associar o virus HSV-1 com a severidade da
doenca periodontal em humanos (KAMMA et al., 2000), sugerindo que a co-infeccéo
com virus CMV poderia estar ligada com o aumento da profundidade clinica de
sondagem, sangramento e perda de inser¢do em pacientes com pouco acumulo de
biofilme microbiano (LING et al., 2004). Entretanto, existem poucas evidéncias sobre
gualquer participacdo mais efetiva desse agente na periodontite ou gengivite
(SAYGUN et al., 2008), o qual ndo foi detectado na saliva ou biofilme dos bebés e foi
raramente observado nas maes, ndo mostrando relacdes com quaisquer parametros
estudados, diferentemente do relatado por Imbronito et al. (2008b), onde esses viruses
se mostraram associados as formas mais agressivas de periodontite.

Entretanto, o papel desempenhado por esses viruses herpéticos nas infeccbes
bucais precisa ser mais bem avaliado, posto que a presenca dos mesmos, nos tecidos
periodontais, pode ndo estar necessariamente ligada a origem dessas enfermidades,

mas apenas refletir a presenca de mais sangue no sulco gengival inflamado e bolsa
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periodontal, quando comparado com individuos sadios, ou mesmo a presenca de
linfécitos portadores desses viruses nos tecidos periodontais (SUNDE et al., 2008).
Essa hipétese merece ser considerada, uma vez que o “nested” PCR é a metodologia
mais sensivel para a deteccdo desses agentes e pode detectar poucas cépias do
genoma viral no tecido, mesmo em quantidades que provavelmente ndo teriam
maiores implicacdes clinicas (WARA-ASWAPATI et al., 2003).

5.7 - Genes de Resisténcia

O advento dos antimicrobianos com toxicidade seletiva representou um marco
na historia recente da humanidade, possibilitando o tratamento de enfermidades até
entdo associadas a elevadas taxas de mortalidade. Entretanto, diversos fatores, como
seu uso indiscriminado, automedicagdo, mutacdes e disseminagao vertical e horizontal
de genes de resisténcia, levaram a proliferacdo de microrganismos capazes de
sobreviver em contato com esses farmacos (ROBERTS, 1996; ROBERTS, 1998),
poucos anos apos a purificagao desses ultimos. Assim, “uma corrida atras da prépria
cauda” teve inicio, como novas drogas sendo desenvolvidas e, a seguir, identificacdo
de bactérias capazes ndo apenas de sobreviver a elas, mas também com a
possibilidade de transferir essa capacidade para microrganismos outrora sensiveis.

Dentre 0s microrganismos que apresentam maior resisténcia aos
antimicrobianos destacam-se 0os membros das familias Enterobacteriaceae e
Pseudomonadaceae, além dos géneros Enterococcus, Staphylococcus e
Mycobacterium, entre 0s microrganismos anaerobios facultativos e aerdbios
(ROBERTS, 1998; PEDREIRA et al., 2009), além de Bacteroides, Peptostreptococcus
(algumas espécies reclassificadas e posicionadas em géneros como Parvimonas; EX.
P. micra) Prevotella e Fusobacterium entre os anaerObios obrigatorios (GAETTI-
JARDIM Jr. et al., 2007; HANDAL et al., 2005; PIGRAU et al., 2007).

Em funcdo da participagdo desses microrganismos em mudltiplas infeccgdes,
com mortalidade elevada, especialmente em unidades pediatricas de terapia intensiva

(KUSAHARA et al., 2007; PEDREIRA et al., 2009), muitos programas de controle tém
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procurado minimizar a disseminacdo desses patdégenos resistentes e os efeitos
devastadores que causam em pacientes com necessidades especiais.

Estudos periodicos tém fornecido dados satisfatorios sobre a susceptibilidade a
antimicrobianos desses patdgenos oportunistas, em avaliagbes que, por vezes,
ganham dimensdes nacionais e acabam por considerar ndo apenas os isolados de
origem humana, mas também animal e mesmo amostras ambientais (PITOUT et al.,
2005; SILVA et al., 2007). Contudo, poucos relatos descrevem a susceptibilidade a
antimicrobianos desses organismos isolados da cavidade oral humana (BARBOSA et
al., 2001; GAETTI-JARDIM JR. et al.,, 2007), onde 0os mesmos apresentam a
capacidade de produzir as mais seérias infecgbes ligadas a regido de cabecga e
pescoco. Como agravante, a falta de informac6es sobre os determinantes genéticos
associados a essa resisténcia € pronunciada, especialmente para as linhagens e
espécies mais freqlientes na cavidade bucal, que ndo despertam o interesse da classe
médica, tampouco dos cirurgides dentistas.

Dentre as drogas antimicrobianas mais empregadas ao redor do mundo, os -
lactdmicos, tais como penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos e 0s
monobactamicos estdo entre os mais prescritos em todo o mundo (JACOBY, 2006).
Em patégenos Gram-negativos, as [(-lactamases sdo 0s mais importantes fatores de
resisténcia a B-lactamicos, e sua crescente prevaléncia e evolugcédo alarmante parecem
estar diretamente relacionadas com a utilizag&o clinica destas drogas (JACOBY, 2006;
PITOUT et al., 2005). Na cavidade bucal, a producao dessas enzimas esta associada
principalmente ao gene cfxA, o qual apresenta diferentes alelos, como cfxAl e cfxA2,
proeminentes entre as espécies dos géneros Bacteroides e Prevotella, anaerébios
obrigatérios da microbiota bucal (GIRAUD-MORIN et al., 2003).

Entre os patdégenos oportunistas mais ligados as infec¢des bucais, como as
enterobactérias, a producdo dessas enzimas esta ligada a uma extensa miriade de

genes diferentes, notadamente os ligados a familia blargy, blacrx.m € blasyy. Os

resultados das tabelas 13 e 14 evidenciam que a presenca de amplicons compativeis
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com o gene blargy has amostras de saliva e biofilme das méaes foi mais elevada do
que a apresentada para os demais genes que codificam para as B-lactamases com
maior espectro de agdo, as quais estiveram presentes nas mesmas amostras em que
membros da familia Enterobacteriaceae foram detectados.

Os resultados aqui apresentados, relativos ao gene cfxA, cuja presenca foi
detectada em 19,2% e 10,1% das amostras de biofiime e saliva das maes,
respectivamente, sugerem que esse gene esteja ligado a membros da microbiota
bucal normal dessas pacientes.

Nesse sentido, os dados relativos a ocorréncia de microrganismos da
microbiota anaerébia dessas mesmas pacientes, 0s quais constituiram parte da tese
de doutoramento de Karine Takahashi, mostram a presenca de bactérias do género
Prevotella, notadamente P. intermedia, em 18,9% das amostras de bebés e em 50%
das amostras de biofilme subgengival das maes, sendo que esses microrganismos
sdo, de fato os principais reservatorios desse gene na cavidade bucal (GIRAUD-
MORIN et al., 2003; IWAHARA et al., 2006). Nas criancas esses genes foram
raramente detectados, o mesmo ocorrendo com 0S ¢géneros microbianos que
costumam albergé-los.

Embora ndo se possa atribuir a esses microrganismos a presenca desses
marcadores, a literatura revela que os mesmos sdo 0s principais reservatérios dessa
classe de genes (SPANU et al.,, 2002). Esses genes das familias blatgy, blasyy €
blactxm S0 marcadores de resisténcia que codificam para enzimas capazes de
degradar penicilinas e cefalosporinas, principalmente (PITOUT et al., 2005), que
constituem o cerne da terapéutica com antimicrobianos em odontologia.

A transmissao de bactérias resistentes entre individuos € um evento descrito
detalhadamente, porém genes de resisténcia ou mutacfes que conferem esse
fendtipo, somente constituem vantagem na presenca de agentes antimicrobianos, no
ambiente, uma vez que o microrganismo é obrigado a desviar parte do seu

metabolismo para sobreviver em contato com a droga, consumindo nutrientes e
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energia nessas atividades. Na auséncia dessas drogas, 0s microrganismos sensiveis
proliferam mais rapidamente do que os resistentes, de forma a recompor lentamente o
perfil original de susceptibilidade a antibidticos da microbiota (ROBERTS, 1996;
ROBERTS 1998).

Nesse sentido, mesmo que a maioria dos genes de resisténcia tenha sido
detectada em amostras de saliva e biofilme das maes, possibilitando a disseminacao
dos mesmos para os bebés, se as progenitoras fossem educadas a evitar a
automedicacdo e os profissionais de saude fossem disciplinados a empregar esses
farmacos de forma mais restrita, esse fendbmeno de transmissédo de microrganismos
resistentes seria, inevitavelmente, suplantado pelo desenvolvimento da microbiota
normal desses bebés, perdendo importancia clinica.

As opcdes terapéuticas para as infeccbes causadas por organismos Gram-
negativos expressando B-lactamases sao limitadas pelo fato desses microrganismos
serem geralmente resistentes a maioria dos farmacos desse grupo, com exce¢ao dos
carbapenémicos (PEREZ-PEREZ;HANSON 2002).

Como agravante, entre os genes que codificam para as (-lactamases, apenas
uma pequena parcela dos mesmo foi avaliada, de forma que n&o foram abordadas as
alteracdes de permeabilidade de membrana externa e modificagbes conformacionais
nas proteinas de ligacdo a penicilina (PLPs), alvo da acdo dessas drogas
(LIVERMORE et al., 1995). Assim, muitos outros marcadores devem estar presentes
nas amostras estudadas.

Alguns géneros microbianos, como Enterococcus, destacando-se E. faecium,

Y

sdo intrinsecamente mais resistentes a penicilina e a ampicilina. Nesses cocos, a
resisténcia a ampicilina se da em funcdo da presenca da proteina de ligacdo a
penicilina no. 5 (PLP5), a qual apresenta baixa afinidade por essas drogas (RICE et
al., 2004).

Os mais comuns determinantes genéticos de resisténcia a tetraciclina sao

representados pelos genes tet, que podem ser separados em genes que codificam
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para bombas protéicas de e fluxo da droga [especialmente genes tet (A), tet(B), tet(C),
tet(D), tet(E), tet(G), tet(l), tet(K) e tet(L)], genes associados & protecdo ribossomial
[genes tet(M) tet(F) tet(Q)], e gene tet(X) que codifica para uma proteina capaz de
inativar as moléculas da droga (ROBERTS et al., 1996). Em cocos Gram-positivos, a
presenca concomitante de dois ou mais marcadores tet € comum (ROBERTS 1998).

Em microrganismos bucais, os principais marcadores de resisténcia a essas
drogas séo os genes tet(M) e tet (Q), embora os genes tet(W) tet(Q) tet(O) tet(S)
também tenham sido detectados em microrganismos bucais (VILLIDIEU et al., 2003).

Nas enterobactérias, os mais comuns marcadores de resisténcia a tetraciclina
sao os genes tet (A) e tet (B) (AMINOV et al.2001; MACAULEY et al. 2007; NG et al.,
2001; RAMOS et al. 2009 — in press; ROBERTS et al.,, 1996). Nos enterococos, 0S
marcadores de resisténcia aos genes tet(K) e tet(M) representou 58,62% do
detectados.

No presente estudo, genes tet puderam ser detectados tanto em criangcas como
em suas maes, mas nessas Ultimas a diversidade de marcadores foi surpreendente.
No Brasil, a tetraciclina e seus derivados sdo empregados rotineiramente no preparo
de racles para frangos de engorda (PESSANHA;GONTIJO FILHO, 2001), o que
explicaria a grande disseminagéo de genes de resisténcia a essas drogas em todos os
grupo microbianos, praticamente condenando o uso sistémico desses farmacos a
histéria da medicina e odontologia.

Os macrolideos (azitromicina, claritromicina e eritromicina) e lincosaminas
(clindamicina e lincomicina) compartilham de receptores muito proximos na superficie
da subunidade 50S do ribossomo bacteriano, de forma que freqliientemente a mutacéo
de um Unico gene pode elevar a resisténcia bacteriana as duas classes de drogas
(ROBERTS, 2002). Além desse aspecto, a resisténcia as lincosaminas como um todo,
principalmente para alguns isolados do géneros Streptococcus e Bacteroides
(GAETTI-JARDIM JR et al., 2007a; GAETTI-JARDIM JR. et al., 2007b), pode estar

relacionada a presenca de genes erm (PUMBWE et al., 2007). Entretanto, as
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lincosaminas, em particular a clindamicina, permanecem como drogas de escolha no
tratamento de infeccdes sérias em odontologia, principalmente nas infeccdes
anaerdbias mistas (RUSH et al., 2007).

A maioria dos microrganismos resistentes a essas drogas na cavidade bucal €
portadora do gene ermB ou ermF, embora Aggregatibacter actinomycetemcomitans e
Campylobacter rectus também possam ser detentores do marcador ermC, sendo que
esse ultimo também é frequente em cocos anaerdbios facultativos dos géneros
Staphylococcus, Streptococcus e Enterococcus (ROBERTS, 1998). Os dados da
Tabela 13 evidenciam maior ocorréncia desses genes (ermB e ermF) nas mées, sendo
que apenas o gene ermF foi detectado nos bebés.

Os nitroimidazois se tornaram as drogas mais utilizadas no tratamento das
infeccbes anaerdbias mistas, tdo freqiientes em periodontia, endodontia e cirurgia
buco-maxilo-facial. Sua efetividade frente a bactérias anaerébias Gram-negativas é
substancial (KURIYAMA et al., 2007), mas amostras clinicas dos géneros Bacteroides
(TRINH;REYSSET, 1996) e Prevotella (MORY et al., 2005). A resisténcia a esses

compostos depende dos genes nim, destacando-se 0s genes nimA, nimB, nimC e

nimD, que conferem resisténcia de nivel moderado a elevado (ROBERTS, 1998).
Esses genes estdo presentes em plasmideos, transposons € mesmo nho
cromossomo bacteriano, e codificam para uma enzima denominada 5’-nitroimidazol
redutase, que converte o nitroimidazol em um derivado 5’-aminoimidazdlico, inativo
(Reysset et al., 1996). Nas amostras de biofilme e saliva de maes e criangas, o0 gene
nim praticamente nado foi detectado, uma vez que apenas 1,1% das amostras clinicas
maternas se mostraram positivas para 0 mesmo. Esses dados evidenciam a
possibilidade do uso do metronidazol como coadjuvante no tratamento de infeccbes

eminentemente anaerdbias, como as gengivites necrosantes.
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Conclusao
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6. CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo, uma vez analisados, permitiram as

seguintes conclusoes:

A) dentre os microrganismos estudados, os cocos do género Enterococcus e, em
particular E. faecalis, bem como a familia Enterobacteriaceae, Helicobacter spp. e H.
pylori sdo freqlientes na microbiota bucal das maes e parcela significativa de seus

bebés, dos 6 aos 18 meses de idade;

B) a ocorréncia de membros da familia Enterobacteriaceae, do género Enterococcus e
E. faecalis foi mais elevada em mées com inflamacéo periodontal, o mesmo ocorrendo

com o Citomegalovirus e o virus Epstein-Barr tipo 1;

C) a ocorréncia de Helicobacter spp. e H. pylori ndo mostra preferéncia por tecidos
periodontais inflamados e esses microrganismos foram os mais prevalentes nas maes

e um dos mais freqiientes nos bebés, tanto na saliva quanto no biofilme;

D) a saliva de maes portadoras de gengivite e periodontite apresentam maior
prevaléncia desses microrganismos, em relacdo ao observado com as maes

periodontalmente sadias;

E) o complexo da Burkholderia cepacia, Enterococcus faecium, o virus herpes simples
tipo 1, bem como Pseudomonas spp. e P. aeruginosa foram raramente detectados na

saliva e biofilme de maes e seus bebés;

F) a ocorréncia desses microrganismos ndo mostrou correlagdo com condicbes

socioecondmicas e de dieta alimentar;

G) genes de resisténcia aos B-lactamicos, tetraciclina, macrolideos e lincosaminas
foram observados nas amostras clinicas de saliva e biofiime microbiano, tanto de

bebés quanto de suas maes.
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8. ANEXOS

ANEXO A

o
" aﬁ%gé?’ UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
u nes ® $ULIO DE MESQUITA FILHO™
Campus de Aracatuba
Ran

COMITE DE ETICA EM PESQUISA —CEP-

OF. 158/2006
CEP Aragatuba, 19 de setembro de 2006.

SFCD/bri

Referéncia Processo FOA 2006-01470

O Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa desta Unidade, tendo em vista o
parecer favoravel do relator que analisou o projeto “AVALIACAO DA MICROBIOTA
BUCAL,DE BEBES AOS 6, 18 E 30 MESES DE IDADE E SUA R‘ELACAO COM
DIETA ALIMENTAR, CONDICAO GENGIVAL, ERUPCAO ‘DENTARIA E
PREVALENCIA DE CARIE DENTARIA” expede o seguinte parecer:

Aprovado: '

Informamos a Vossa Senhoria que de acordo com as normas contidas na resolugdo
CNS 215, devera ser enviado relatorios parciais em 14/09/2007, 14/09/2008 ¢ o relatério
final em 14/09/2009. T

1

Prof. Dr. Stefan l de C%alho Dekon

Coordenador do CEP

Ciente.De acordo.

/ {3 / (97 / Pl é-
Ilmo. Senhor Kokt !
Dr.ROBSON FREDERICO CUNHA @1_@3 '
Aragatuba-SP- Dr.Robson-Fregerico Cunha

Faculdade de Odontologia ¢ Curso de Maedicina Veterinéria —
Rua José Bonificio, 1193 CEP 16015-050 Aragatuba — SP
Tel (18) 620-3203 E-mail: diretor@foa:unesp.br
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ANEXO B

QUESTIONARIO - CRIANCA

Nome:
Filiacdo: MAE:

PAI:
Endereco:
Bairro: CEP:
Cidade: Estado
Tel. Res.: Cel.:

1 - Instrumento de coleta de dados
1.1 — Tipo: Formulario

1.2 — N° (Quanto a aplicagéo): 1.3 - Data: / /
1.4 — N° do prontuario na Bebé-Clinica:

2 — Entrevistado (Responsével pelo paciente)

1] Mae 2[] Pai  3[]AvVO0 (0) 4[] Tia(o) 5[]Outro

2.1 — A crianga vive com quem? Passa mais tempo com quem da familia?

3 — Fatores socioecondémico — culturais

3.1 — Dados da crianca

3.1.1-Sexo:( )M ()F

3.1.2 — Data de nascimento / / 3.1.3 —Idade
3.1.4 — Naturalidade 3.1.5 — Estado
3.1.6 — Quantos irmaos a crianca tem ?

1] Primogénito  2]] Segundo 3[]Terceiro 4[] Quartooumais 5] Filho tnico

3.2 — Escolaridade
3.2.1 — Quantos anos de estudos completaram os pais da crianga? (incluir apenas os
anos aprovados):

Mée Pai
. sem escolaridade . sem escolaridade
. 1° grau incompleto . 1° grau incompleto
. 1° grau completo . 1° grau completo
. 2° grau incompleto . 2° grau incompleto
. 2° grau completo . 2° grau completo
. nivel superior incompleto . nivel superior incompleto
. nivel superior completo . nivel superior completo

No ok wWwNPE
~NOoO O~ WN PR

3.3 — Profisséo

3.3.1 - Quais as respectivas profissdes dos pais ?
Mée:
Pai:

3.3.1 - Quais as ocupacdes dos pais nos ultimos 12 meses?
Méae:
Pai:

140



3.4 — Renda
3.4.1 — Quantas pessoas que moram ha sua casa trabalharam no més passado?

3.4.2 — Qual a renda mensal do chefe da familia? (a pessoa que é responsavel pela
familia), (icluir salério, pensao, auxilio doenca, aposentadoria, etc.):
R$ reais ( salarios minimos)

3.4.3 — Entre as outras pessoas que moram na casa e trabalharam no més passado,
quanto cada uma recebeu no final do més passado? (excluir o chefe da familia)

Pessoa 1 — Recebeu R$ reais, ( salarios minimos)
Pessoa 2 — Recebeu R$ reais, ( salarios minimos)
Pessoa 3 — Recebeu R$ reais, ( salarios minimos)

3.4.5 — Contando com vocé, guantas pessoas da familia dependem dessa renda total?

4 — Habitos de Higiene Bucal
4.1 — Realiza a limpeza na boca do bebé ?

1] Sim 2[] Ndo  3[] Asvezes

4.2 — Com o que realiza a higiene ?

4.3 — Quantas vezes ao dia realiza a higiene?

1] Uma 2[] Duas 3[] Trés 3[] Quatro 4[] N&o realiza todos os dias

4.4 - Utiliza o fio dental ?

1] Sim 2] Nao  3[] Asvezes

4.5 — Quantas vezes ao dia utiliza o fio dental ?

1] Uma 2[] Duas 3[] Trés 4[] Naéo realiza todos os dias

4.6 — Quem realiza a higiene bucal da crianga ?

5 - Habitos de Alimentacé&o

5.1 — Amamentagéao

1] Somente Peito 2[] Somente Mamadeira  3[] Peito e mamadeira

5.2 - Se mamadeira, esta contém:

1] Dorme mamando 2] Acorda a noite para mamar 3[] N&o tem este habito

5.3 - Tem contato com outros tipos de alimentos:
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Periodo Frequéncia da alimentacéo
Tipos de alimentos Nas Entre as Rara Diaria Semanal N&o tem o
refeicbes | refeicdes (n° de dias) (n° de dias) habito
N . C/ acucar
A Cha S/ agucar
o >
Suco C/ a(;L'Jcar

R S/ aclcar
E | Refrigerante Nprmal
T Diet
E . C/ acucar
N Leite S/ aclcar
T. | Outras
r |_Papinhas
g | Frutas
T | Bolacha e Biscoito
E | logurte
$ Doces

" | Outros

5.4 - No momento da alimentag&o vocé tem o habito de assoprar a comida antes de
da-la para a crianca?

6 — Fatores associados com o desenvolvimento de problemas bucais, na
concepcgdao dos pais:

6.1 — Mesmo tendo todos os cuidados necessarios com a saude bucal do seu filho, em
algum momento da vida seu filho vai ter um dente cariado ?

1] Sim, eu acho 2[] N&o, eu néo acho 3[] Néo sei

6.2 — Vocé acha que é importante cuidar do dente de leite do seu filho, mesmo
sabendo que ele vai ficar pouco tempo na boca e que outro vai nascer no seu lugar ?

1] Sim, eu acho 2[] Nao, eu néo acho 3[] Nao sei

7 — Saude geral da crianga:
7.1 - Tem algum problema de satde? ( ) Sim ( ) Nao
7.2 - Qual?

7.3 - Toma algum medicamento diariamente? ( ) Sim ( ) Nado
7.4 - Qual?

7.5 - Tomou algum medicamento recentemente? ( ) Sim ( ) N&o
7.6 - Qual?
7.7 - Ha quanto tempo?

8 - Exame clinico intrabucal:
8.1 - Tecidos moles:
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1° COLETA - 6 meses

Paciente estava tomando alguma medicacao? ( )Sim ( )Né&o
Qual ?

Estava com algum problema de saude? ( ) Sim ( ) Nao
Qual ?

Data: Idade da Crianca:

50 60 70 80
51 61 71 81
52 62 72 82
53 63 73 83
54 64 74 84
55 65 75 85

2° COLETA — 12 meses

Paciente estava tomando alguma medicagéo? ( )Sim ( )Nao
Qual ?

Estava com algum problema de saude? ( ) Sim ( ) Néo
Qual ?

Data: Idade da Crianca:

50 60 70 80
51 61 71 81
52 62 72 82
53 63 73 83
54 64 74 84
55 65 75 85

3° COLETA — 18 meses

Paciente estava tomando alguma medicag&o? ( )Sim ( )Nao
Qual ?

Estava com algum problema de saude? ( ) Sim () Néo
Qual ?

Data: Idade da Crianca:

50 60 70 80
51 61 71 81
52 62 72 82
53 63 73 83
54 64 74 84
55 65 75 85
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ANEXO C
QUESTIONARIO - MAE

Nome:
Data de Nascimento: / / Mé&e da crianca:

1 — Habitos de Higiene Bucal
1.1 — Quantas vezes por dia vocé escova seus dentes?

1] Uma 2[] Duas 3[] Trés 3[] Quatro 4[] N&o realiza todos os dias

1.2 - Utiliza o fio dental ?

1] Sim 2[] Néo 3[] Asvezes 4.0 Nao utiliza

1.3 — Quantas vezes ao dia utiliza o fio dental ?

1] Uma 2] Duas 3[] Trés 4[] Nao utiliza todos os dias

1.4 — Faz uso de algum enxaguatorio bucal ?

1] Sim 2[] Nao 3[] As vezes 4.1 Nao utiliza

1.5 - Quando escova seus dentes, ha sangramento gengival ?

1] Sim 2[] Nao 3[] Asvezes 4.[] Na&o acontece

1.6 - Quando e onde foi sua Ultima visita ao dentista ?

1] Particular 2] Publico 3[] Instituicdes de ensino 4.1 Néo foi

1° COLETA - 6 meses

A mae faz uso de alguma medicacado diariamente ? ( ) Sim ( ) Nao
Qual ?

Tem algum problema de saiude? ( ) Sim ( ) Nao

Qual ?

Utilizou algum tipo de medicamento recentemente? ( ) Sim ( ) Néo
Qual ?

Exame intrabucal:
Tecidos moles:

Data: Identificaco:

11 21 31 41
12 22 32 42
13 23 33 43
14 24 34 44
15 25 35 45
16 26 36 46
17 27 37 47
18 28 38 48
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2° COLETA — 12 meses

A mae faz uso de alguma medicacéo diariamente ? ( ) Sim ( ) N&o
Qual ?

Tem algum problema de sadude? ( ) Sim ( ) Nao

Qual ?

Utilizou algum tipo de medicamento recentemente? ( ) Sim () Néo
Qual ?

Exame intrabucal:
Tecidos moles:

Data: Identificacéo:

11 21 31 41
12 22 32 42
13 23 33 43
14 24 34 44
15 25 35 45
16 26 36 46
17 27 37 47
18 28 38 48

3° COLETA - 18 meses

A mae faz uso de alguma medicacéo diariamente ? ( ) Sim ( ) Nao
Qual ?

Tem algum problema de saide? ( ) Sim ( ) Nao

Qual ?

Utilizou algum tipo de medicamento recentemente? ( ) Sim ( ) Nao
Qual ?

Exame intrabucal:
Tecidos moles:

Data: Identificacéo:

11 21 31 41
12 22 32 42
13 23 33 43
14 24 34 44
15 25 35 45
16 26 36 46
17 27 37 47
18 28 38 48
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ANEXO D

DIARIO ALIMENTAR
INICIO: / / TERMINO: / /

2° feira 3° feira 4° feira 5o feira 6° feira | Sabado | Domingo

Café
da
manha

Lanche

Almoco

Lanche

Jantar

Ceia
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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