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RESUMO

O periodo neonatal € um momento muito importante para a formacgéo e exposi¢do antigénica
do recém-nascido. A boca, por ser a porta de entrada principal do corpo humano, recebe
inimeros micro-organismos de diversas fontes, como por exemplo, pela alimentacdo. Apos o
nascimento, a primeira fonte de alimento do neonato é o leite materno que possui inumeras
propriedades imunoldgicas e nutricionais, mas pouco se sabe sobre a presenca da espécie de
Streptococcus mutans (SM) em recém-nascidos. O objetivo deste estudo foi o de verificar a
presenca de DNA de SM (SM-DNA) em amostras de colostro (C), saliva do bebé (SB) e
comparar com a deteccdo na saliva de puérperas (SA) de gestacbes a termo, sem
intercorréncias e também com dados coletados em questionérios. A coleta do material
bioldgico foi realizada apds a aprovacdo do Comité de Etica. Para tanto, 43 amostras de C, SA
e SB foram coletadas logo apds a realizacéo do parto. Estas amostras foram imersas em gelo e
encaminhadas para os ensaios laboratoriais. Apds a extragdo do DNA das amostras com um
kit de extracdo Powerlyser®, este material foi quantificado e submetidos ao qPCR (PCR
guantitativo) com primers especificos para SM. Os resultados mostraram que cerca de 16%
das amostras de C apresentaram DNA de SM, ndo estando correlacionadas com a presenca de
DNA nas amostras salivares (p>0,05). O DNA de SM foi detectado em 49 e 30% das
amostras de SA e SB respectivamente. Houve uma correlacao positiva entre deteccdo DNA de
SM na SA e na SB (p<0,05). O tratamento odontoldgico durante a gestacdo contribuiu para
uma menor prevaléncia de SM na saliva materna (p<0,005). A escovacao de mais de 3 vezes
ao dia influenciou na deteccdo de DNA de SM tanto na SA quanto no C, ou seja, quanto
maior a higiene oral menor a possibilidade de deteccdo de SM-DNA. Os resultados do
presente estudo permitiram concluir que SM-DNA pode ser detectado no colostro,
possivelmente devido a rota entero-mamaria, que também é responsavel pelo transporte do
SM-DNA para o feto, ja que alguns neonatos apresentam detec¢do positiva na saliva. O
tratamento odontoldgico e habitos de higiene podem estar correlacionados com a deteccao de

SM-DNA nas amostras salivares maternas.

Palavras-chave: Streptococcus mutans, colostro, saliva.



ABSTRACT

The neonatal period is a very important time for formation and antigenic exposition of the
newborn. The mouth may be the main input port of the human body begins to receive several
microorganisms from many sources, for example, by feeding. After birth, the first food source
of the newborn is breast milk that has numerous immunological and nutritional properties, but
little is known about the presence of oral bacteria, such as Streptococcus mutans (SM). The
aim of this study was to verify the presence of SM DNA in colostrum (C), Baby’s saliva (SB)
and compare with the detection in Adults Mother’s saliva (SA) of pregnancies of mothers at
term, uneventfully and with data collected in questionnaires. The collection of biological
material was held after the approval of the Ethics Committee. So, 43 samples of C, SA, SB
were soon collected after delivery. These samples were immersed in ice and transported to
laboratory to analysis. Extraction of DNA was performed with a Powerlyser® extraction Kit.
The extracted DNA was quantified and the samples submitted to g-PCR with primers specific
for SM. The results showed that about 16% of C samples showed SM-DNA detectable, not
being correlated with the presence of this DNA in the samples of SA and SB (p>0.05). SM
was detected in 49 and 30% of samples of SA and SB respectively. There was a positive
correlation between the SM detection SA and SB (p<0.05). The number of SA samples with
SM-DNA detectable was decreased in women that dental treatment during pregnancy
(p<0.005). The brushing over 3 times daily influenced the SM detection in both the SA and C.
The results of this study allow to conclude that SM-DNA can be detected in a minority of
colostrum samples as part of the entero-mammary transfer, which is also responsible for SM
transport to the fetus, since some newborns have SM-DNA in saliva. The dental treatment and

hygiene habits may be related to the detection of SM-DNA in maternal saliva samples.

Keywords: Streptococcus mutans, colostrum, saliva
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1 INTRODUCAO

O leite materno possui variadas propriedades que beneficiam o neonato, principalmente pelos
componentes imunoldgicos que possuem e também como uma importante fonte nutricional
(Jeurink et al., 2013; Van Herwijnen et al., 2016). Além dos fatores nutricionais e
imunolodgicos, varios estudos apontam que hd uma grande diversidade bacteriana oferecida
pelo aleitamento materno (Hunt et al., 2011; Al-Shehri et al., 2015; Boix-Amoros et al.,
2016). J& foram descritas, a presenca de DNA de estreptococos, estafilococos, bactérias
lacticas e bifidobactérias em amostras de leite materno humano (Martin et al., 2007; Collado
et al., 2009; Fitzstevens et al., 2016).

As bactérias oferecidas pelo leite materno podem refletir na colonizacdo intestinal de
neonatos, pois, criancas amamentadas apresentam uma microbiota intestinal rapidamente
dominada por bifidobactéria e torna-se mais diversificada ap6s a suplementacdo da dieta
(Favier et al., 2002; Moodley-Govender et al., 2015) enquanto que criancas alimentadas com
formulas, o intestino é predominantemente colonizado por géneros Enterobacteriaceae,
Streptococcus, Bacteroides e Clostridium (Favier et al., 2002).

A gravidez € um momento Unico na vida de uma mulher e € caracterizado por mudancas
fisiol6gicas importantes. A grande maioria dos relatos da literatura a respeito da associacdo
entre condicdo oral materna e gestacdo, estd relacionada aos micro-organismos
periodontopatogénicos tais como: Porphyromonas gingivalis e Fusobaterium spp, envolvidos
em possiveis etiologias de nascimentos prematuros (Paige et al., 1998; Madianos et al., 2001;
Scannapieco et al., 2003; Pizzo et al., 2005; Xiong et al., 2006; Pretorius et al., 2007; Cong et
al., 2016; Hartnett et al., 2016; Mannava et al., 2016).

Nesse contexto, a doenca periodontal tem sido associada a diversas condicdes sistémicas,
dentre elas alteragdes durante a gestacdo (Loesche, 1993), determinando um risco para a
prematuridade e baixo peso ao nascer (Davenport et al., 2002; Rajapakse et al., 2005;
Michalowicz et al., 2006; Offenbacher et al., 2006; Radnai et al., 2006; Xiong et al., 2006;
Bassani et al., 2007; Khan et al., 2016).

Além destas bactérias associadas a doencas periodontais, outros patdgenos orais (Bearfield et
al., 2002; Dasanayake et al., 2005; Payne e Bayatibojakhi, 2014; Andonova et al., 2015),
incluindo Streptococcus mutans (SM) e Lactobacillus casei, responsaveis pela doenca cérie,
podem estar presentes na cavidade amnidtica (Morency et al., 2006; Gendrin et al., 2015),
mas pouca informacdo e estudos longitudinais coesos abordam estes micro-organismos.

Diferentemente dos micro-organismos periodontais, uma maior colonizagao por estes micro-
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organismos denominados cariogénicos resulta em uma menor incidéncia de partos prematuros
(Dasanayake et al., 2005; Durand et al., 2009; Merglova et al., 2014).

A grande maioria dos estudos com gestantes e micro-organismos orais cariogénicos,
especialmente Streptococcus mutans, envolve a transmissdo destes micro-organismos da mae
para o filho, pois esta representa a principal fonte primaria de infec¢do (Lapirattanakul et al.,
2008; Binks e Duane, 2015; Da Silva Bastos et al., 2015). Alguns estudos tém demonstrado
que mées com elevadas concentracdes de SM salivares, tendem a ter filhos altamente
infectados, sendo que as maes pouco colonizadas tém filhos com baixos niveis detectaveis
deste micro-organismo (Berkowitz e Jordan, 1975; Rogers, 1977; Kohler et al., 1983; Li e
Caufield, 1995; Li et al., 2000; Redmo Emanuelsson e Thorngvist, 2001; Tanzer et al., 2001,
Azevedo et al., 2014).

Ao nascer, 0 neonato entra em contato com diversos micro-organismos do ambiente. A
cavidade oral é a via priméria de entrada de bactérias e outros micro-organismos (Berkowitz
et al., 1980; Rosenblatt et al., 2015), e alguns destes, embora passem pelas mucosas, ndo séo
capazes de coloniza-las (Smith e Taubman, 1992). No entanto, ha micro-organismos que se
tornam residentes das superficies mucosas, modificando-a e permitindo o estabelecimento de
outros micro-organismos, aumentando a complexidade das comunidades microbianas das
mucosas (Marcotte e Lavoie, 1998).

Estreptococos representam a maioria das bactérias que colonizam primeiramente a cavidade
bucal, constituindo uma microbiota comensal. Os relatos literarios mostram que espécies
Streptococcus salivarius, Streptococcus mitis biovar 1 e Streptococcus oralis (Pearce et al.,
1995) podem ser detectadas apds o nascimento e ao longo do primeiro més de vida.
Streptococcus mitis compreenderam a maioria dos estreptococos orais detectaveis em criangas
de 1 a 5 meses de idade (Smith e Taubman, 1990). Assim que os dentes comecam a
erupcionar na cavidade bucal surgem novos sitios de colonizacdo e a microbiota oral torna-se
progressivamente mais complexa. A presenca de superficies dentais ndo descamativas é
suficiente para a colonizagdo por varios estreptococos orais, tais como Streptococcus mutans
(Merglova e Polenik, 2016).

A aquisicdo inicial por SM pode ocorrer antes deste periodo da janela de infecgdo (19-31
meses), quando criancas sdo expostas a um elevado consumo de sacarose e ao contato com a
saliva de individuos altamente infectados (Berkowitz et al., 1980; Berkowitz, 2003; Maki et
al., 2014; Lynch et al., 2015). As mées parecem ser as principais fontes de infeccdo por SM
das criancas (Li e Caufield, 1995).
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A cérie dental é uma doenca infecciosa que representa um problema de saude publica em
muitas populacdes de diferentes paises, incluindo o Brasil. Streptococcus mutans sdo 0s
principais micro-organismos envolvidos no desenvolvimento da cérie dental, por reunirem um
grupo de fatores que modulam sua capacidade de colonizar as superficies dentarias e se
acumular no biofilme dental, produzindo e tolerando acidos em quantidades suficientes para
promover a desmineralizagdo do esmalte dentario, o que inicia a lesdo de carie (Loesche,
1993; Heilmann et al., 2015). O tratamento restaurador das cavidades dentarias formadas,
apesar do alto custo e utilizacdo de materiais melhorados, ndo interfere na colonizacdo por
SM e a doenga continua a se desenvolver, resultando na falha das restauragdes realizadas,
assim como, no desenvolvimento de novas lesdes. Processos mais graves ou negligenciados
da cérie dental estdo associados ainda com a susceptibilidade do hospedeiro a outras doencas
sistémicas como, por exemplo, a endocardite bacteriana (Li et al., 2000).

Estudos prévios revelaram que criangas ao nascimento ja apresentavam elevadas quantidades
de anticorpos IgA especificos para SM na saliva (Borges et al., 2015) o que aventou a
hipdtese de que o contato com o micro-organismo ocorre durante a vida intrauterina. Um
estudo recente mostrou que, o sangue do corddo umbilical pode conter DNA de SM (Mendes,
2016), o que leva a supor que a estimula¢do imunoldgica e o contato do neonato com SM
pode ocorrer durante a vida gestacional. Também resultados prévios revelaram que o colostro
apresenta niveis elevados de IgA contra SM e seus antigenos de viruléncia (Petrechen et al.,
2015), o que pode proteger o aleitado contra o acumulo e adesdo de SM nas mucosas, mas
pouco se sabe sobre os reflexos da amamentacdo na colonizacdo oral do neonato e 0 seu
desenvolvimento imunoldgico de mucosas, especialmente contra Streptococcus mutans, ja
que muitos estudos evidenciam a presenca de bactérias em colostro humano, dai a

importancia do presente estudo.



15

2 HIPOTESE

O colostro possui DNA de SM detectavel tal como as amostras salivares maternas,

enguanto que a saliva do neonato ndo possui tal material genético.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

O presente estudo buscou analisar a presenca e auséncia de material genético de SM
em amostras colostro de voluntarias de boa saude geral e comparar com amostras salivares

maternas e de neonatos.

3.2 Especificos

e Detectar a frequéncia de amostras de SA, SB e C positivas para DNA de SM;
e Comparar a detec¢cdo do material genético do micro-organismo entre as amostras;
e Associar os dados de deteccdo de DNA de SM com as informaces obtidas em

questionario de salde geral e oral.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Delineamento do estudo e coleta amostral

Apds aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto (FMRP, ANEXO 1) sob protocolo nimero 13290/2010, 43 puérperas do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (HC-FMRP) foram
selecionadas. Todas as voluntarias assinaram um termo de consentimento Livre e Esclarecido
para sua participacdo e foram entrevistadas com questionario sobre salde geral e oral, além de
dados socioecondmicos (ANEXO 2). Foram incluidas mulheres de boa salde geral, gestacao
sem intercorréncias ou alteracGes fetais e neonatais. Apds o parto foi realizada a coleta do
colostro através da ordenha manual por enfermeiras do HC-FMRP e em seguidas as salivas
ndo estimuladas foram obtidas por succdo com pipetas graduadas estéreis. Os volumes
amostrais foram inseridos em tubos estéreis de poliestireno e imediatamente imersos em gelo.
As amostras foram acondicionadas em uma caixa térmica com gelo a 4°C, por duas horas e
foram encaminhadas para o Laboratério de Microbiologia da Universidade de Uberaba
(UNIUBE) para extracdo do material genético e posteriormente para o Laboratério de
Imunologia da Universidade Federal do Triangulo Mineiro de Uberaba (UFTM), sob
orientagdo do Prof. Dr. Virmondes Rodrigues, para realizacdo dos ensaios de PCR

quantitativo.

4.2 Deteccao de DNA de SM nas amostras biol6gicas

4.2.1. Extracdo de DNA das amostras

Primeiramente, todas as amostras foram tratadas com solucdo de lisozima para
rompimento de parede celular de bactérias gram positivas. A partir de entdo as amostras
foram submetidas a extracdo do DNA de acordo com o protocolo do fabricante do Kkit
PowerLyzer® PowerSoil DNA Isolation (PROMEGA, Carlsbad. CA) conforme
esquematizado na Figura 1. As amostras receberam 750 pL de solugéo bead juntamente com
mais 60 pL da solucdo C1 (auxilia na lise celular) e foram agitadas em vOrtex para
homogeneizacao e transferidas para centrifuga a 10.000 xg por 30 segundos em temperatura

ambiente. O sobrenadante obtido foi transferido para um novo tubo em que foi aplicado 250
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ML de solucdo C2 (remove contaminantes organicos e inorganicos) que foi agitado e incubado
a 4°C por 5 minutos. Apo6s a centrifugacdo em temperatura ambiente por 1 minuto a 10.000 xg
foi retirado o sobrenadante e adicionado 200 pL de solucdo C3 (precipita o material organico
e inorganico removendo contaminantes). Em seguida, o eppendorf foi levado ao vortex
brevemente e incubado por 5 minutos a 4°C. As amostras foram novamente centrifugadas em
temperatura ambiente por 1 minuto a 10.000 xg.

Ao sobrenadante obtido foram adicionados 1200 pL da solucdo C4 (auxilia na
ligacdo do DNA) e o eppendorf foi levado por 5 segundos ao vortex. Foram transferidos para
um novo eppendorf (Spin Filter) 675 pL do sobrenadante que se formou e o contetdo foi
levado a centrifuga a 10.000 xg por 1 minuto até que o sobrenadante fosse filtrado através do
filtro. O volume filtrado foi desprezado e foram adicionados 500 pL da solu¢do C5 (remove
as impurezas facilitando o DNA a se ligar a silica) e centrifugado a temperatura ambiente
durante 30 segundos a 10.000 xg. Para finalizacdo do processo, o eppendorf foi centrifugado
sem nenhum liquido adicional, apenas contendo o material genético aderido a membrana,
afim de que o DNA bacteriano pudesse atravessar o filtro, apds este passo, o contetdo
genético foi transferido para um novo eppendorf e em seguida adicionado 100 pL da solugédo
C6 (DNA se liga ao elevado teor de sal e é liberado seletivamente) e levado a centrifuga em
temperatura ambiente a 10.000 xg por 30 segundos. Apo6s a centrifugacdo o filtro foi
descartado, o material genético que atravessou a membrana foi preservado, restando ao final

do processo 100 pL de DNA pronto para uso.
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Figura 1. Representacdo esquemética do processo de extracdo do DNA cromossomal kit PowerLyzer®
PowerSoil DNA Isolation.

4.2.2. Quantificacdo do DNA extraido

Apds extracdo do DNA das amostras foi realizada a quantificacdo de material
genético extraido bem como seu grau de pureza. Para isto 2 pL da amostra foi analisado em
Espectrofotdmetro NanoDrop® (Thermo Fisher Scientific, Wilmingtong, DE, EUA). A
pureza das extracbes das amostras foi considerada adequada quando razdo entre as

absorbancias a 260 nm e 280 nm aprestavam valores entre 1.8 e 2.0. Para valores fora deste
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intervalo as extracbes foram descartadas e repetidas, ja que valores maiores que estes
intervalos indicam contaminacdo por RNA e abaixo sugerem a presenca de proteinas
(Sambrook e Gething, 1989).

4.2.3. PCR guantitativo (PCR-q) das amostras

Os ensaios de PCR quantitativo das amostras foram realizados em duplicatas e
comparados a dois iniciadores que asseguraram a reatividade e/ou negatividade, através da
realizacdo dos ensaios com DNA extraido de cepas de S. mutans (UA159), como controle
positivo e agua ultrapura livre de qualquer tipo de DNA, como controle negativo. Para 0s
experimentos foram utilizados os primers de oligonucleotideos para SM (Extend

Biotecnologia Ltda.), como descritos por (Yano et al., 2002) e demonstrado na Tabela 1.

. . . N° de
Gene Orientacao Sequéncia b
ases
Et/:elrggcoccus mutans | o ward 5" AGCCATGCGCAATCAACAGGTT 3’ 31
Etzelrggcoccus mutans | poverse 3" CGCAACGCGAACATCTTGATCAG 5° 32

Tabela 1. Apresentacdo do gene, orientacdo, sequéncia dos pares de bases e nimeros de bases dos
oligonucleotideos (YANO et al., 2002).

Os oligonucleotideos foram previamente dissolvidos em TE 1X [10 mM tris-HCL.
EDTA 1mM (pH 7.5-8.0)]. Foi utilizado um mix, que continha: 4,5 pL de 1X Sybr green
master mix (Roche), 1 uL de cada primer (TABELA 1), 4,5uL de agua ultrapura livre de
DNA e 2 pL de amostra de DNA cromossomal. Em seguida, este mix foi depositado em uma
placa MicroAmp® Fast 96-Well Reaction Plate (Costar) que foi selada adequadamente,
levada para um "speed"” de 2 segundos e colocada no termociclador.

O termociclador utilizado na realizacdo da técnica foi programado para obter uma
desnaturacdo do DNA a uma temperatura de 95°C por um periodo de 10 minutos, o
anelamento ocorreu a 62°C por 20 segundos e 0 processo de extensédo a 68°C por 40 segundos,
todo o processo de termo ciclagem se deu em 40 ciclos consecutivos sendo que o ciclo final
compreendeu em média o intervalo entre 75°C a 85°C (Yano et al., 2002).

Foram obtidas curvas de MELT, bem como a concentragdo de DNA de SM obtido
em cada amostra (FIGURA 2). Para primeira analise dos dados obtidos por meio dos testes de
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g-PCR, considerou-se o limiar do ciclo do threshold (Ct), como sendo o ciclo em que a

fluorescéncia emitida pelo 1X SYBR GREEN foi detectada sobrepondo-se ao background.
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Figura 2. Curva de Amplificagcdo do g-PCR. Representacdo da especificidade da reacéo.
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Figura 3. Software StepOne®.

Os sinais de fluorescéncias, emitidos pelo 1X Syber Green a medida que o produto é

amplificado, sdo expressos graficamente (sinais de fluorescéncia versus numero

como pode ser observado (FIGURA 3), permitindo monitorar em tempo real

de ciclos),

através do

Software StepOne®, a cinética e a eficiéncia da reacdo de amplificacdo, ou seja, esta

metodologia permite monitorar o momento em que a fluorescéncia emitida pelo produto
amplificado ultrapassa o limiar de deteccdo (indicado por CT=0.015 na FIGURA 2). O CT
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indica 0 momento a partir do qual a reacdo é otimizada (fase exponencial) e o produto
amplificado é quantificado.
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5 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados foram analisados utilizando o Software BioStat®. As frequéncias de
amostras com positividade para DNA de SM foram comparadas entre si e com os dados
obtidos pelo questionario pelo do teste do Qui-quadrado ou pelo Teste Exato de Fisher
(quando as repeticBes foram menores que 5). As correlacGes entre presenca de DNA entre as
amostras e 0s dados obtidos pelos questionarios foram transformados em escores para analise

de correlagéo de Spearman. Um valor de p<0,05 foi considerado estatisticamente significante.
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6 RESULTADOS

6.1. Deteccdo de DNA de SM nas amostras

A andlise de deteccdo de DNA microbiano mostrou que a maioria das amostras de C
(84%) e de SB (70%) ndo tiveram DNA de SM detectavel (Tabela 2) enquanto que cerca de

metade das amostras de SA apresentaram tal material genético.

Frequéncia de amostras de acordo com a
deteccdo de DNA de SM:

Amostra Positiva Negativa
N=43 n (%) n (%)
Colostro (C) 7 (16)2 36 (84)2
Saliva Materna (SA) 21 (49)2 22 (51)2
Saliva Bebé (SB) 13 (30) 30 (70)

As Letras subscritas representam as diferengas significativas entre as amostras e se
diferem significantemente, considerando p<0.05, quanto detecgdo de material
genético de SM. @ Qui-quadrado, p<0.003, g=10.37

Tabela 2. Frequéncias e porcentagem de amostras positivas e negativas de C (Colostro), SA (saliva
Materna), Saliva do neonato (SB) para deteccdo de DNA de Streptococcus mutans (SM).

As andlises comparativas entre a frequéncia das amostras positivas e negativas
mostraram que héa diferencas estatisticamente significantes entre o C e a SA, pois a saliva
materna apresenta mais SM detectavel do que o colostro (Qui-quadrado, p<0.05). Houve uma
correlacdo positiva entre deteccdo de positiva e negatividade de deteccdo de DNA-SM entre
SB e SA (Spearman, p<0.05, rs=0.36) em que 10 e 19 pares das amostras salivares tiveram

respostas positivas e negativas a0 mesmo tempo.

6.2. Dados socioecondmicos coletados nas entrevistas e deteccdo de DNA de SM
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Os dados coletados através do questiondrio mostraram que a maioria das amostras foi
extraida de gestantes da raca branca (60.5%), com 2° grau completo (56.4%) e que tiveram
parto vaginal (76.8%). N&o houve correlacdo entre a deteccdo de SM nas amostras de SA ou

C com dados obtidos no questionario (Spearman, p>0.05, rs<0.12).

6.3. Dados de saude oral coletados nas entrevistas e deteccdo de DNA de SM

A maioria das voluntarias (70%) ndo fizeram tratamento odontolégico durante a
gravidez. Acima de 60% das gestantes informaram que visitavam regularmente o dentista e
que escovavam 0s dentes mais de trés vezes ao dia. Os resultados da comparacdo entre as
amostras e os dados de salde oral (TABELA 3) mostraram que o tratamento odontoldgico ou
ndo durante a gravidez nao influencia a positividade ou negatividade de deteccdo de DNA de
SM no C, SB e SA (TABELA 3, Teste de Fisher, p>0.05). Embora as mées que nao
realizaram tratamento durante a gestacdo apresentaram mais DNA de SM detectavel (69%) do
que negativos. Tal diferenca ndo foi estatisticamente significante (TABELA 3, p>0.05). A
auséncia de tratamento odontoldgico durante a gestacdo fez com que o nimero de amostras
positivas fosse maior em SA, 0 que aconteceu ao contrario nas amostras de C e SB (TABELA
32 p<0.05).

C SA SB
Dados Coletados Positiva Negativa Positiva Negativa Positiva Negativa
Satide Oral n=7 n=36 n=21 n=22 n=13 n=30
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Tratamento odontoldgico
Durante a gravidez (n=13) 3(23) 10(77) 4(31) 9 (69) 5(38) 8(62)
Sem tratamento (n=30) 4(13)° 26 (87)? 17 (57)2° 13 (43)ab 8 (27)° 22 (73)°

As Letras subscritas representam as diferengas significativas entre as amostras e se diferem significantemente,
considerando p<(0.03, quanto detec¢do de material genético de SM conforme o tratamento odontologico. “ Teste
de Fisher, p=0.001, " Qui-quadrado, p<0.001, g=18.47

Tabela 3. Frequéncia e porcentagem de amostras com detec¢do positiva e negativa de SM no C
(colostro), SA (Saliva Materna) e SB (Saliva de bebé) de acordo com o tratamento odontoldgico
durante a gestacao.

A Tabela 4 representa a frequéncia de deteccdo de DNA-SM nas amostras de acordo
com o numero de escovagOes durante o dia. N& houve diferengas estatisticamente
significantes na frequéncia de detec¢do de SM em cada amostra de acordo com o nimero de

escovacOes (Teste de Fisher, p>0.05). Também ndo houve diferencas estatisticamente
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significantes entre 0 C e SB e SA e SB (Teste de Fisher, p>0.05). Houve diferenca
estatisticamente significante na frequéncia de deteccdo de DNA-SM quando comparado entre
C e SA tanto para escovacOes de 1 a 2 vezes e acima de 3 escovacgdes no dia (teste Exato de
Fisher, ° p<0.01).

C SA SB
Dados Coletados Positiva Negativa Positiva Negativa Positiva Negativa
Saude Oral n n n n n n
Escovagdo ao dia
1a 2 vezes(n=16) 4z 122 10° 62 6 10
Acima de 3 vezes (n=27) 3k 24° 11°b 16° 7 20

As Letras subscritas representam as diferengas significativas entre as amostras e se diferem significantemente,
considerando p<0.05, quanto detec¢do de material genético de SM conforme o numero de escovagées durante o
dia. > Teste de Fisher, p<0.01.

Tabela 4. Frequéncia de deteccao positiva e negativa para DNA de SM em amostras de C, SB e SA de
acordo com o numero de escovagdes durante o dia.
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7 DISCUSSAO

O presente estudo buscou analisar a presenca e auséncia de material genético de SM
em amostras colostro de puerperas de boa salde geral e comparar com amostras salivares. Os
ensaios de PCR quantitativo utilizados foram suficientes para deteccdo de DNA de SM em
todas as amostras, bem como no controle positivo (Cepa de Streptococcus mutans UA159).
Ha de se considerar que a detecgcdo de material genético, com a utilizacao destes ensaios, ndo
diferencia micro-organismos vivos, bactérias mortas ou rompidas e fragmentos bacterianos.
Assim, a deteccdo positiva ndo significa que o micro-organismo esteja viavel para
colonizagéo.

Os resultados do presente estudo permitiram detectar DNA de SM em amostras de C
em cerca de 16% das amostras, independente da deteccdo na SA. O caminho de entrada de
bactérias nas glandulas mamarias e leite humano ainda ndo esté claro. Ha hipdteses de que as
bactérias podem estar nas glandulas mamaria por contaminacdo de fora, ou por dentro através
de uma via éntero bacteriana, ou ainda, por uma associacdo entre ambas as vias (Jost et al.,
2015). A contaminacdo de fora pode ocorrer pelo contato com a pele e transferéncia da
microbiota bucal neonatal durante a amamentacdo (Ramsay e Hartmann, 2005). Isso pode
explicar a predominancia no leite humano de Staphylococcus e Streptococcus que sé@o
comensais tipicos da microbiota via oral e da pele (Bik et al., 2010; Kong e Segre, 2012)
respectivamente. No entanto, a coleta das amostras do presente estudo foi realizada antes da
primeira mamada do neonato o que ndo permite a observacdo da contaminagdo durante o
aleitamento do bebé.

Uma outra hipétese para explicar a presenca de micro-organismos no colostro seria a
via éntero bacteriana, em que micro-organismos saem do intestino materno por internalizacdo
em leucdécitos (como por exemplo, células dendriticas) que migram para a via linfatica e a
circulacdo sanguinea, alcancando as glandulas mamarias em lactacdo (Martin-Sosa et al.,
2004; Jost et al., 2014), o que justifica a presenca de DNA de S. mutans em uma parte das
amostras.

Embora o género Streptococcus seja encontrado de forma abundante no colostro e no
leite por varios autores (Jimenez et al., 2008; Cephas et al., 2011; Hunt et al., 2011) a espécie
S. mutans, investigada no presente estudo, foi pouco encontrada nas amostras de colostro.
Uma das razdes pode estar relacionada a auséncia de contato com a cavidade oral do bebé que

poderia contaminar a mama com tal bactéria. Mas também, o processo de translocacao
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bacteriana da mée poderia ser mais intenso apds o nascimento do neonato quando o estimulo
de succao e liberagdo hormonal estimularia um maior funcionamento das glandulas mamarias.

A boca é o local do corpo com maior diversidade bacteriana, sendo muito maior que
a microbiota da vagina ou do intestino, pois alberga mais de 700 espécies bacterianas
identificadas (Parahitiyawa et al., 2010). Existem estudos que confirmem a presenga de
bactérias orais nos tecidos e substancias fetais, especialmente as associadas a doenca
periodontal, tais como Fusobacterium nucleatum de mulheres que tiveram partos prematuros
(Bearfield et al., 2002; Davenport et al., 2002). No entanto, pouco se sabe sobre bactérias
cariogénicas provenientes do nicho oral materno no desenvolvimento imunoldgico e
colonizacao oral fetal.

Tal como acontece com outras interfaces no nosso corpo, na mucosa oral ha uma
batalha constante pela integridade do tecido e o sistema imunoldgico que trabalham para
impedir que as bactérias orais invadam os tecidos (Kliman, 2014). CondicGes orais durante a
gestacdo, como o aumento da permeabilidade gengival, fruto das alteragbes hormonais,
podem contribuir para que ocorra uma bacteremia transitoria promovendo o transporte de
DNA de SM para a circulacdo.

Reconhecidamente, SM é um micro-organismo comum na microbiota bucal e esta
associado a formacdo da cérie dentaria (Loesche, 1993). Como a cérie é uma doenca
multifatorial, nem sempre o individuo que alberga a bactéria na cavidade oral, tem ou esta
com a doencga. SM pode ser um micro-organismo transitorio na cavidade bucal, o que justifica
a ndo deteccdo de DNA de SM nas salivas de 51% das amostras salivares maternas. Das
amostras que tiveram DNA de SM detectavel na saliva materna, a maioria ndo apresentou SM
no C, ou seja, ndo houve uma correlacdo com a presenca de DNA de SM. Este resultado
mostra que embora a saliva apresente 0 micro-organismo, nem sempre este entra na
circulacdo e consiga atingir as glandulas mamarias e ser secretado em conjunto com o
colostro. Por outro lado, houve detecgdo do DNA de SM em trés amostras de colostro, ndo
tendo correlagdo com as salivas maternas ja que as mesmas ndo apresentaram deteccdo para
SM, pois 0s micro-organismos podem ser transitérios na cavidade oral, uma vez que é
possivel o SM penetrar na gengiva materna que fica mais permeavel durante a gestacéo.
Como o nicho de colonizacdo de SM no corpo é a boca, esta ndo deteccdo na saliva, pode
estar associada a escovacao recente ou mesmo pelo SM ser transitério na cavidade oral.
Assim sendo e sem excluir estas amostras positivas no leite e ndo na saliva, cerca de 33% das
gestantes que apresentam SM na saliva poderdo transferir tal bactéria para o neonato através

do leite maduro.



29

A transferéncia de micro-organismos de mae para filho através da amamentagéo
desempenha um papel importante para o desenvolvimento das defesas imunoldgicas do
neonato, em especial contra SM, ja que o colostro apresenta niveis elevados de IgA contra SM
(Petrechen et al., 2015). Estudos recentes mostraram que salivas de criancas nao colonizadas
pelo SM podem apresentar IgA contra esta bactéria logo ap6s o nascimento (Borges et al.,
2015) sinalizando que a estimulagdo pode ser durante a vida intrauterina. Além da
estimulacdo imunoldgica de mucosa durante a vida intrauterina, os resultados do presente
estudo, mostram que a transferéncia de SM na fase fetal pode levar a colonizagdo ou a
presenca de material genético de SM na boca do neonato, ja que 13 amostras de SB
apresentaram DNA de SM. Estes dados sdo inéditos para a literatura, pois SM nédo foi
detectado por Checkerboard em salivas de neonatos (Nogueira et al., 2012), mas somente em
criancas com 5 a 11 meses de vida (Alves et al., 2009). Isto porque a técnica de PCR foi mais
sensivel na deteccdo de minimas quantidades de DNA microbiano. Interessantemente, hd uma
correlagéo positiva entre a presenca de SM na saliva materna e do neonato.

Os dados obtidos no questionario fornecem dados importantes a respeito da higiene
oral habitos e a associacdo com a presenca de DNA de SM, especialmente na SA, pois as
outras amostras foram em sua maioria negativas para DNA de SM. O tratamento
odontolégico ndo influencia a presenca de SM no C, 0o que mostra novamente que a
translocacdo bacteriana deve ocorrer ap6s 0 nascimento. O tratamento parece influenciar a
deteccdo de SM na saliva materna, ou seja, gestantes que realizaram tratamento odontoldgico
apresentaram uma menor prevaléncia de SM detectavel embora ndo tenha sido encontrada
significancia estatistica. A auséncia de tratamento odontoldgico fez com que um maior
namero de amostras de SA apresentasse SM, mas na SB e C foi 0 oposto, ou seja, houve um
maior nUmero de amostras negativas.

Um outro dado importante coletado nas entrevistas esteve relacionado com o nimero
de escovacgOes dos dentes durante o dia. A frequéncia de deteccdo de SM, em pacientes que
escovavam mais de 3 vezes ao dia foi menor em todas as amostras mas nédo diferiu
estatisticamente. Houve diferenca estatisticamente entre 0 C e SA tanto para 1 a 2 vezes e
acima de 3 vezes, ou seja quando a voluntaria relata uma pobre higiene ha uma menor
deteccdo no C e maior na SA, enquanto que um habito de escovacdo maior de trés vezes faz
com que a deteccdo negativa seja mais perceptivel no colostro.

Diante do exposto, o0 presente estudo sugere a existéncia de SM no colostro em
algumas amostras como parte da transferéncia entero-mamaria, que também é responsavel

pelo transporte do SM para o feto, atingindo a cavidade oral pela degluticdo do liquido
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amniotico, o que justifica a detecgdo de IgA salivar especifico contra SM em neonatos em
estudos prévios. Habitos comportamentais e de higiene podem influenciar a colonizacao oral
materna que se relaciona com o colostro. Provavelmente, a presenca de SM no leite materno
ocorre principalmente apds o nascimento com a estimulacdo das glandulas mamarias. Sendo
assim, medidas de tratamento odontolégico e prevencao de cérie durante a gestacdo e apos o
nascimento do bebé devem ser empregadas para evitar a transmissdo de SM via saliva

materna e também pelo leite materno.
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8 CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo permitiram concluir que:

e A minoria das amostras de colostro (16%) apresentou DNA de SM detectavel,
enquanto que 48% das amostras de salivas maternas apresentaram tal DNA;

e Trinta porcento das salivas de neonatos apresentaram DNA de SM detectavel logo
apos 0 nascimento;

e A presenca de DNA de SM no colostro ndo esteve correlacionada com a presenca da
saliva materna;

e Os dados obtidos sobre saude oral e habitos de higiene da mée pareceram influenciar a
deteccdo de DNA de SM nas amostras salivares maternas € no colostro. Amostras
salivares de puérperas que realizaram tratamento odontoldgico durante a gestacdo
apresentaram menores chances de deteccdo de DNA-SM. Amostras de colostro e
salivas maternas que escovavam mais de trés vezes ao dia também apresentaram uma
menor deteccdo de DNA de SM do que naquelas que escovavam um menor numero de

VEZES.
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ANEXO B — Questionario

QUESTIONARIO

Prematuro: Nao [ |sim [ ]

Maternidade: Data: / / NO. ficha:
Nome do bebé:

Nome da Méae: nasc:. [ |

Nome do Pai: nasc: [ |
Endereco:

Telefone para contato:

DADOS MATERNOS

1. Perfilracial: 1.( )branco 2.( )negro 3.( )mulato 4.( )amarelo 5.( )indio 6.( )
outros

2. Grau de instrucdo da mae: 1. ( ) sem escolaridade 2. () 1° grau completo 3.()1l°grau
incompleto

4. () 2° grau completo 5. () 2°grau incompleto 6. ( ) superior

3. Renda familiar: R$ /més
4. Qual foi o tipo de parto? 1. ( ) ceséria 2. ( ) normal
5. Qual o tempo de gestacdo? semanas

6. Complicagbes durante gravidez? 1. ( ) Sim 2.( ) Ndo Se sim, pg?

7. Realizou Pré-Natal? 1. ( ) Sim 2. ( ) Nao Se sim, qual nimero de consultas?

8. Utilizou-se de medicacao durante a gestacdo? 1. ( ) Sim 2. ( ) Ndo Se sim, o
motivo?
9. Frequenta regularmente o dentista? 1. ( ) Sim 2.( ) Nado Se sim, quando foi a Ultima?

10. Apresenta dor em algum dente? 1. () Sim 2. ( )N&o Qual?

11. Quantas vezes vocé escova os dentespordia? ( )1 ()2 ()3 ( )4oumais
12. Seus dentes sangram durante a higiene? 1. ( ) Sim 2.( ) Nao
13. Possui proteses dentais? 1.( )Sim 2.( )N&o Tipo:

DADOS DA CRIANCA RECEM NASCIDA dia(s) de vida: Idade gestacional:

semanas

Data nasc.: / / Sexo:( )F( )M Peso: Kg Estatura:
cm

1. Perfilracial: 1.( )branco 2.( )negro 3.( )mulato4.( )amarelo 5.( )indio 6.( )
outros
2. Amamenta ou amamentou seu filho(a)? 1.()Sim 2.( )Nao




