UNIVERSIDADE ESTADUAL DE MONTES CLAROS

Renata Francine Rodrigues de Oliveira

Colonizacdo de diferentes sitios bucais por Streptococcus mutans e
Lactobacillus sp. e associagdes com varidveis determinantes em criangas de 1
a 5 anos de idade.

Montes Claros

2010



Renata Francine Rodrigues de Oliveira

Colonizacdo de diferentes sitios bucais por Streptococcus mutans e Lactobacillus sp. e
associacfes com variaveis determinantes em criancas de 1 a 5 anos de idade.

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pds graduacdo em
Ciéncias da Saude da Universidade Estadual de Montes
Claros, Unimontes, como parte das exigéncias para
obtencdo do Titulo de Mestre em Ciéncias da Saude.

Orientador : Paulo Rogério Ferreti Bonan

Coorientador: Sergio Avelino Mota Nobre

Montes Claros

2010



048c

Oliveira, Renata Francine Rodrigues de.

Colonizacdo de diferentes sitios bucais por Streptococcus mutans e
Lactobacillus sp. e associacGes com variaveis determinantes em criancas de 1 a
5 anos de idade [manuscrito] / Renata Francine Rodrigues de Oliveira. — 2010.

43 f,
Bibliografia : f. 40-43.

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Estadual de Montes Claros —
Unimontes, Programa de P6s-Graduacdo em Ciéncias da Saude/PPGCS, 2010.

Orientador: Prof. Dr. Paulo Rogério Ferreti Bonan.
Co-orientador: Prof. Dr. Sérgio Avelino Mota Nobre.

1. Streptococcus mutans. 2. Lactobacillus sp. 3. Epidemiologia. I. Bonan,
Paulo Rogério Ferreti. Il. Nobre, Sérgio Avelino Mota. Ill. Universidade Estadual

de Montes Claros. IV. Titulo.




UNIVERSIDADE ESTADUAL DE MONTES CLAROS @
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS DA SAUDE |Unimontes

ALUNA: RENATA FRANCINE RODRIGUES DE OLIVEIRA

TITULO DO PROJETO: “COLONIZACAO DE DIFERENTES SITIOS BUCAIS POR STREPTOCOCCUS MUTANS E
LACTOBACILLUS SP. E ASSOCIACOES COM VARIAVEIS DETERMINANTES EM CRIANCAS DE 1 A 5 ANOS DE
IDADE".

AREA DE CONCENTRACAO: SAUDE BUCAL

LINHA DE PESQUISA: PROMOCAO E EPIDEMIOLOGIA EM SAUDE BUCAL

BANCA (TITULARES) ASSINA
PROF. .DR. PAULO ROGERIO FERRETI BONAN - ORIENTADOR/PRESIDENTE a

PROF* DR* JULIA MARIA MOREIRA SANTOS (UFMG) %@i [
PROF". DR®. ANA CRISTINA DE CARVALHO BOTELHO (UNIMONTES)

yf/ !

BANCA (SUPLENTES) ASSINATURAS

PROF. DR. ALFREDO MAURICIO BATISTA DE PAULA (UNIMONTES)

PROF. DR. SERGIO AVELINO MOTA NOBRE (UNIMONTES)

[x] APROVADA [ ] REPROVADA

Hospital Universitirio Clemente Farias - HUCF
http://www.unimontes.br / ppgcs@unimontes.br
Telefone: (0xx38) 3224-8372 / Fax: (0xx38) 3224-8372
Av. Cula Mangabeira, 562, Santo Expedito, Montes Claros — MG, Brasil — Cep: 39401-001




UNIVERSIDADE ESTADUAL DE MONTES CLAROS

Reitor: Paulo César Gongalves de Almeida
Vice-reitor: Professor Jodo dos Reis Canela
Pro-reitora de Pesquisa e Pds-graduacdo: Silvia Nietsche

Coordenador de Pos-graduacao: Hercilio Martelli Junior

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS DA SAUDE
Coordenador: Paulo Rogério Ferreti Bonan

Subcoordenador: Jodo Felicio Rodrigues Neto



Dedico este trabalho a meus filhos Thais
Gabriela, minha fonte de energia e forga e Vitor
Renan que mesmo antes de nascer me ensina a
acreditar que tudo é possivel...



AGRADECIMENTOS

A todos que caminharam comigo nesta jornada eu agradeco
A Deus que guia meus passos e me conforta nas adversidades,

A meus pais, irma, esposo e filha que me apoiaram e foram compreensivos quando estive
ausente.

Ao Professor Sérgio Avelino por me ensinar um novo mundo antes desconhecido e por toda
gentileza, presteza e paz.

Ao Prof Paulo Bonan por toda ajuda e compreensao.
Ao Prof Emile pelas sugestdes oportunas.

A Michele que me ajudou nas atividades microbioldgicas sendo mais que companheira de
trabalho, uma amiga fiel.

A Edmilsson pelo apoio e ajuda.

A Ronise pela dedicaco e zelo no dia a dia das praticas laboratoriais.

A todos os alunos da iniciacdo cientifica em biologia e odontologia pela ajuda e parceria.
Ao Prof Alfredo pela participacdo na qualificacdo e sugestdes feitas.

As Prof (as) Ana Cristina e Julia pelas valiosas correcdes da defesa

As familias e criancas avaliadas por me permitirem entrar em suas moradas para fazer
ciéncia.

Aos prof(es) e amigos das disciplinas de Estdgio em Salde da Familia e Estagio
Supervisionado pela forca e ajuda.



RESUMO

Colonizagao de diferentes sitios bucais por Streptococcus mutans e Lactobacillus sp. e

associagdes com variaveis determinantes em criancgas de 1 a 5 anos de idade.

A incidéncia de cérie precoce na infancia € um problema de saude publica podendo ter
repercussdes sobre a denticdo permanente. Os fatores relacionados a carie sdo: componente
microbioldgico cariogénico, tempo de contato do componente microbiolégico com o dente,
frequéncia de contato, diminuicdo da secrecdo salivar e do pH, habitos alimentares e de
higiene e fatores intrinsecos ao hospedeiro. Na infancia, ocorrem as aquisi¢cfes de
Streptococos mutans e Lactobacillus sp., que combinadas a uma dieta cariogénica e falta ou
precariedade de higiene bucal, resultam no aparecimento da doenca carie. Estudos
microbioldgicos tentam relacionar o incremento da coloniza¢do microbiana com o fenémeno
cariogénico, porém as analises de coleta sdo despadronizadas e os resultados ndo sao
consensuais. Esse estudo objetivou verificar os niveis de colonizacdo bucal de Streptococcus
mutans e Lactobacillus sp. em sitios bucais distintos e condi¢des associadas predisponentes
em criangas de 1 a 5 anos de idade. Tratou-se de um estudo observacional, experimental,
descritivo e transversal realizado em criangas e suas maes ou responsaveis cadastradas na
Estratégia Saude da Familia Lourdes | de Montes Claros MG. Foram incluidas as criancas que
ndo faziam uso de antimicrobianos e que suas maes ou responsaveis aceitassem fazer parte do
estudo assinando o termo de consentimento. Os pacientes foram avaliados atraves de exames
clinicos e submetidos a coleta de saliva (mucosa jugal e assoalho bucal) e de biofilme dental e

seus responsaveis responderam a um questionario estruturado sobre habitos de higiene, dieta e



dimensdes socioecondmicas. As amostras salivares foram semeadas em meios de cultura
seletivos quantificando e identificando presuntivamente para Streptoccocus mutans e
Lactobacillus sp. Participaram do estudo 84 pacientes sendo o estrato etario de 25 a 30 meses
(21,4%) o mais comum. O indice de dentes cariados, perdidos e obturados (CPOD)
encontrado foi considerado baixo (0,98) e associado ao género masculino e ndo associado a
contagens microbianas no biofilme. Dessas criancas, 75,9% recebem algum cuidado de
higiene oral. Mais de 70% dos responsaveis informaram ter recebido alguma orientacdo de
como cuidar da saude bucal dos filhos. As contagens bacterianas de Streptococcus mutans e
Lactobacillus sp. foram estatisticamente distintas em todos os sitios avaliados sendo mais
elevada na mucosa jugal (p<0,05). Houve homogeneidade de presenca ou auséncia para
Streptococcus mutans para todos os sitios e heterogeneidade para Lactobaccilus sp. Houve
associacdo de algumas contagens relacionadas ao maior risco para carie com género,
condicdes sdcioecondmicas, escolaridade materna e ingesta de leite acima de 12 meses, nao
sendo um achado universal para todos os sitios bucais. Observou-se que a mucosa jugal é o
nicho de maior contagem para ambos microoganismos; perceberam-se diferencas entre
homogeneidade e heterogeneidade de presenca para ambos e a associa¢do de variaveis como
género, idade, socioeconémicas, culturais e tipo de alimentagdo com maior risco para carie
em alguns nichos. Recomenda-se com esse estudo a realizacdo de coletas padronizadas em
nichos especificos na cavidade bucal para a mensuragdo da contagem desses

microorganismos.

Palavras-chave: Streptococcus mutans. Lactobacillus sp.. Epidemiologia.
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ABSTRACT

The incidence of early childhood caries is a public health problem which may have an impact
on the permanent dentition. Factors associated with caries are cariogenic microbial
component, contact time of the microbiological component to the tooth, frequency of contact,
decreased salivary secretion and pH, diet and oral care and intrinsic factors of the host. In
childhood, there are the acquisitions of Streptococcus mutans and Lactobacillus sp. that
combined with a cariogenic diet and lack/scarcity of oral hygiene, resulting in the appearance
of caries. Microbiological studies attempt to relate the increase in the microbial colonization
of the cariogenic phenomenon, but the analysis methods are nonstandardized and the results
are not consensual. This study aimed to determine the levels of oral colonization of
Streptococcus mutans and Lactobacillus sp. in different oral sites and associated predisposing
conditions for children of 1 to 5 years of age. This was an observational, experimental,
descriptive and transversal study performed in children and their mothers or guardians
registered at the Family Health Strategy | Lourdes Montes Claros MG. Included were children
who did not use antimicrobials and their mothers or guardians agree to be parto f the study
and signed na informed consent. Patients were evaluated by clinical examination and
submitted to the collection of saliva (buccal mucosa and floor of the mouth) and biofilm and
their parents answered a structured questionnaire about hygiene, diet and socioeconomic
dimensions. The saliva samples were plated on selective media for quantification and
presumptive identification for Streptococcus mutans and Lactobacillus sp. The study included
84 patients and the age-stratum of 25 to 30 months (21.4%) was the most common. The

DMFT found was considered low (0.98) and associated with males and not associated with
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microbial counts in the biofilm. Of these children, 75.9% receive some oral care hygiene.
More than 70% of parents reported having received some guidance about caring for the oral
health of children. The bacterial counts of Streptococcus mutans and Lactobacillus sp. were
statistically different at all sites evaluated and was higher in the oral mucosa (p <0.05). There
was homogeneity of presence or absence for Streptococcus mutans to all sites and
heterogeneity of Lactobaccilus sp. There was relation of some counts associated with
increased risk for caries with gender, socioeconomic status, maternal education, and intake of
milk over 12 months, but not a universal finding for all habitats. We observed that the mucosa
is the niche with highest score for both microorganisms; perceived differences between
homogeneity and heterogeneity of presence for both and the association of variables such as
gender, age, socio-economic, cultural, and type of feeding with higher risk for caries in some
niches. It is recommended to this study the performance of standard collections in specific

niches in the oral cavity to measure the count of these microorganisms.

Key words: Streptococcus mutans. Lactobacillus sp.. Epidemiology.
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1 INTRODUCAO

1.1 Experiéncia infantil de carie

A carie é uma doenga infecto contagiosa de origem bacteriana e transmissivel em seres
humanos. A multifatorialidade de seus determinantes afeta diretamente as estratégias de

contencdo e controle individual e coletivo (1).

E uma das doencas mais prevalentes na populacdo infantil, principalmente nas populacdes
mais pobres e em paises em desenvolvimento, como o Brasil e apresenta a denominacéo de
carie precoce da infancia ou carie do lactente ou pré escolar em substituicdo a termos antigos
como: céarie de mamadeira, de amamentacdo ou rampante e se constitui das formas mais
preocupantes da doenca carie pelas seqielas deixadas, como a rapida destruicdo dos

elementos dentais, a dor e as alterac6es deixadas na oclusao e fala (2).

Um estudo realizado em 1997 (3), afirma que o periodo critico de desenvolvimento das lesdes
cariosas em criangas corresponde ao inicio de sua erupcdo decidua até a oclusdo funcional.
Estudos realizados em criangas de 6 a 36 meses de idade no Brasil e em paises desenvolvidos
como a Suecia sugerem que a idade inicial na qual se observam lesdes irreversiveis de carie
dental (lesdes cavitadas) esta entre 12 e 18 meses. Sendo que a janela de infectividade pode

ocorrer mais precocemente em populacfes onde a prevaléncia de carie é maior.

Suas caracteristicas clinicas se baseiam em ter evolucdo répida, atingir superficies
consideradas de baixo risco e ter um padrdo de envolvimento dental definido afetando os

dentes deciduos na sequéncia em que irrompem na cavidade bucal (4).
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Um dos mais amplos estudos epidemioldgicos realizados no Brasil, o Satde Bucal no Brasil
(SB Brasil), realizado em 2003, avaliou, dentre outros fatores a experiéncia de cérie dentéria
das criancas na faixa etaria de 18 a 36 meses e 5 anos de idade. Os resultados se mostraram
preocupantes uma vez que quase 27% das criancas de 18 a 36 meses apresentaram pelo menos
um dente deciduo com experiéncia de cérie dentéria, sendo que esta proporcdo chegou a quase
60% das criancas de 5 anos de idade (5).

O indice CPOD vem sendo largamente utilizado em levantamentos epidemioldgicos de salde
bucal. E um indice recomendado pela Organizagido Mundial da Saide (OMS) para medir e
comparar a experiéncia de carie dentaria em populacdes, seu valor expressa a média de dentes

cariados, perdidos e obturados em um grupo de individuos.(6)

Os valores encontrados sdo altos observando-se que em média, uma crianca brasileira de trés
anos ou menos ja possui pelo menos um dente com experiéncia de carie dentaria. Aos cinco
anos esta média aumenta para quase trés dentes acometidos. Deve ser ressaltado que na
maioria dos casos 0 componente cariado é responsavel por mais de 80% do indice na idade de
cinco anos e mais de 90% nas criancas de 18 a 36 meses. Quando se correlacionam as metas
preconizadas pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) em saude bucal para o ano 2000,
com os resultados do SB Brasil, verificou-se que apenas na faixa etaria de 12 anos 0s
resultados foram satisfatdrios, indicando um CPOD 2,78 para uma meta preconizada de
CPOD menor que 3. Para as idade de 5 e 6 anos a meta preconizada era de 50% livres de carie
ou seja, o indice de Dentes Deciduos Cariados, Perdidos e Obturados igual a 0 (CPOD=0) e 0
resultado alcancado no Brasil em 2003 foi de 40,62%. Este resultado traz consigo a
necessidade de se atuar coletivamente com estrategias de alcance populacional em atengédo a
salde bucal e, mais emergencialmente no direito ao acesso a recuperagdo destas sequelas

trazidas por esta doenca (5).

Em 1969 uma triade foi proposta para explicar que a doenca carie seria a interagdo de fatores
que determinariam sua etiologia: substrato oral, certos tipos de bactérias e a susceptiblidade

do hospedeiro. Posteriormente outros fatores foram adicionados ao modelo como fldor,
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higiene , dieta, variaveis socioecondmicas e psicossociais aumentando assim a complexidade

das variaveis causais. (7)

Portanto a doenca carie esta relacionada a aquisicdo de Streptococos mutans, dieta
cariogénica, amamentagdo noturna, auséncia de higiene bucal adequada e fatores
comportamentais inerentes a estrutura familiar (8,9). Outros fatores de risco foram
acrescentados como: nivel educacional materno, estresse, auto-estima, nivel s6cioeconémico,

circulo social, indulgéncia dos pais e saude fragil da crianca (3,8,9).

1.2 Cérie e Microorganismos

A microbiota da cavidade bucal humana é muito diversificada, abrangendo cerca de 700
espécies bacterianas, das quais 50%, ainda ndo foram cultivadas in vitro (10).

Cerca de 65% das infeccbes humanas de etiologia bacteriana envolvem a formacéo de
biofilme em locais como trato urogenital, respiratério e cavidade bucal. A placa dentaria é
um exemplo de biofilme estruturalmente e funcionalmente organizado. Os biofilmes da
cavidade bucal apresentam uma diversidade microbiana mista e se desenvolvem ao longo do
tempo em sequéncia. Em primeiro lugar se inserem 0s estreptococos depois actinomicetos,
colonizando a superficie dos dentes, através moléculas de adesdo e Pilli. Na carie dentaria, ha
uma mudanca na colonizacdo microbiana que demonstra a domindncia de comunidade de
especies acidogénicas e acido tolerantes como Streptococos mutans e lactobacilos, embora

outras espécies com caracteristicas relevantes podem estar envolvidos (11,12).

O desenvolvimento da carie dentaria pode ser considerado um processo dindmico continuo
envolvendo periodos repetidos de desmineralizacdo por acidos organicos fracos produtos da

fermentacdo microbiana e subsequente remineralizacdo pela saliva. VVarios microorganismos
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podem produzir &cido suficiente para descalcificar a estrutura dentéria, particularmente
estreptococos aciddricos, lactobacilos, difterdides, leveduras e certas espécies de sarcinas
(13,14,15).

Para produzir cérie dentaria, € necessario que a bactéria tenha algumas condicGes favoraveis:
ser capaz de colonizar a superficie do dente, produzir &cidos em velocidade maior do que a
capacidade de neutralizacdo da placa e ser capaz de realizar os dois primeiros itens em pH

abaixo do critico (pH< 5) para a dissolucdo do esmalte. (16).

Ja foi demonstrada a associacdo positiva entre do grupo Streptococcus mutans com a
frequéncia e severidade da cérie dental. Eles sdo responsaveis principalmente pela fase inicial
da lesdo e os Lactobacillus sp., por ndo possuirem capacidade de aderéncia a superficie
dentaria, estdo associados a progressao da lesdo cariosa. Os valores encontrados da presenca
dessas bactérias em criancas brasileiras sdo muito superiores aos valores apresentados em

estudos feitos em paises economicamente desenvolvidos. (17)

As formas estreptocécicas, dentre elas Streptococcus mutans, sdo bactérias gram positivas,
anaerdbias facultativas que sintetizam glucanos insollveis via proteina glucan. Bactérias
como membros do género Fusobacterium formam agregados com os colonizadores primarios.
A presenca de uma dieta rica em sacarose e outros carboidratos se traduz num substrato para a
producdo de acidos, que sdo formados via fermentacdo, e levam a desmineralizacdo do
esmalte do dente e, ao longo do tempo, a cérie. Se o biofilme permanecer em repouso sobre 0s
dentes durante varios dias, a microbiota continuara a mudar surgindo os pat6genos
relacionados também a doenca periodontal como: Porphyromonas gingivalis, Forsythus
bacteriodes, Actinobacillus actinomycetiemcomitans e Treponema denticola (11).

O Streptococcus mutans representa 60% da microbiota da placa dental sendo frequentemente
isolado nas lesdes cariosas. Apresenta uma morfologia ovalada medindo 0,5 a 0,75 pum de
diametro. Em meios de cultura acrescido de sacarose produz colonias de ate 1 mm de

diametro com bordas irregulares e fortemente aderidas ao meio. O seu potencial cariogénico
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é fortemente influenciado por fatores dietéticos, em especial o consumo de sacarose, 0s quais

afetam sua implantagdo, colonizacéo e atividades metabolicas (13,14,15,17).

Taxonomicamente Streptococcus mutans pertence ao grupo Viridans, o qual inclui varias
espécies de estreptococos a hemoliticos e ndo hemoliticos; que na sua maioria sdo parte
integrante da microbiota do trato respiratério superior, genital e da orofaringe (16). O grupo
de Streptococos viridans se subdivide nos grupos: salivarius (Streptococcus. salivarius e
Streptococcus. vestibularis), mitis (Streptococcus. mitis e Streptococcus. oralis) e sanguis
(Streptococcus.  sanguis,  Streptococcus. gordonni,  Streptococcus. parasanguis e
Streptococcus. crista) além do grupo mutans cujas espécies de colonizacdo humana sdo

Streptococcus mutans e Streptococcus sobrinos (18).

A infeccdo da bactéria causadora da cérie na crianca dependera do nivel de infeccdo da mae.
Diversas pesquisas confirmam que este microorganismo € transmitido da boca da mae para a
do lactante, ocorrendo uma relacdo de nimero e similaridade destas bactérias isoladas de
maées e filhos, confirmando ser a mée a maior fonte de infeccédo para os filhos. Existe também
um periodo bem definido, entre 19 e 28 meses de idade, para a colonizacdo da cavidade bucal
do bebé por estes microorganismos. Os niveis salivares deste microorganismo na mae e na
crianca estdo intimamente ligados quando se compara a quantidade de S. mutans da mae em
relacdo a do filho. Verifica-se que quanto maior for o nivel materno, mais rapido se dara a
contaminacdo de seu filho. Isto pode ocorrer principalmente por goticulas salivares (beijo) ou

pelo uso em comum de talheres e copos (19, 20,21,22).

Mesmo sendo impossivel a ndo contaminacdo pelo Streptococcus do grupo mutans, €
perfeitamente viavel ndo se contrair a carie dental, o que pode ser obtido através de um
continuo processo de educacdo em saude, onde a interacdo pediatra/odontopediatra se mostra
de vital importancia (23). Avaliando-se a conduta de pediatras em se tratando das orientagdes
repassadas aos pais, verificou que 78,9% dos profissionais questionados recomendavam
adocar a mamadeira, ressaltando assim que é necessaria uma melhor colaboragdo entre
pediatras e odontopediatras para que estes possam fornecer um servico melhor aos seus
pacientes e com isto auxiliar a multiplicacdo dos habitos corretos da alimentacdo infantil

como forma de viabilizar a satde bucal (23).
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O género Lactobacillus tem sido submetido a varias mudancgas taxonémicas e inclui

atualmente mais de 80 espécies alguns dos quais tendo sido encontrados na cavidade oral.(24)

A presenca de Lactobacillus sp. na cavidade bucal e sua associagdo com o indice de dentes
cariados perdidos e obturados, (CPOD) é esperada devido a essas bactérias serem implicadas
como importante contribuintes para a carie dentaria, mas seu papel na inducéo de lesGes ndo €
bem suportado. Estas bactérias representam aproximadamente 0,1% da microbiota total
salivar, e uma concentracéo critica de 10° UFC / ml de saliva é necessaria para a deteccdo de
lactobacilos na superficie do esmalte (24). Os Lactobacillus sdo conhecidos por produzirem
acidos a partir de sacarose ou glicose. Esta producéo de acido pode causar uma queda no pH,
que é suficientemente significativo para processo de desmineralizacdo (24). Outras andlises
mostraram que o nimero de Lactobacillus foi estatisticamente menor na saliva de individuos
com boa satde bucal, e 100 vezes maior em criangas com carie quando comparadas as

criancas sem caries (25,26).

Outro fator que deve ser ponderado na verificagdo da contagem de microorganismos
cariogénicos e o processo de carie € a variagdo da colonizacio de diferentes sitios bucais. E
util considerar os fatores que podem teoricamente influenciar esse processo. Estes fatores
incluem: (i) a afinidade de células bacterianas por superficies orais, (ii) 0 nimero de células
disponiveis para adesdo, (iii) a taxa de crescimento bacteriano, (iv) a frequéncia de
transferéncia de células viaveis, (v) o tempo disponivel para as células transferidas para
tornar-se aderida, (vi) a sobrevivéncia bacteriana durante a transferéncia, (vii) o crescimento
de bactérias, e (viii) a composicdo da dieta do hospedeiro. Estes fatores regulam propagacéao

intra-oral, bem como transferéncia entre individuos. (26).

1.3 Carie e Habitos Alimentares
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A dieta desempenha um papel preponderante no desenvolvimento da cérie dental e ja é
amplamente aceito que o efeito local, resultante da interagdo entre residuos alimentares e
placa bacteriana, interfere no processo de des-re-mineralizacdo dental. Entende-se por dieta, o
efeito local dos alimentos que consiste no que estes podem causar nos tecidos, pela sua

propria presenca ou interacdo com o meio bucal (27,28).

A crianga adquire de seus pais seus habitos alimentares, eles tém origem na cultura e na
tradicdo de um povo. Mas é fato notério também que através dos meios de comunicacdo, (TV,
revistas) as criancas recebem sugestdes sobre alimentos, em formas de propagandas, as vezes
até antes que os pais e a escola possam dar uma informacdo mais precisa. O apelo comercial
com alimentos coloridos, bonitos e agucarados, desonestamente tidos como fonte de energia,
séo oferecidos e 0s pais e as criangas séo induzidas a consumir estes alimentos, uma vez que o

arranjo das prateleiras reforca a imagem comercial recebida. (29).

A dieta alimentar rica em leite € indispensavel na primeira infancia. Em geral, ha trés escolhas
aceitaveis: leite humano, leite de vaca comercialmente preparado e leite de vaca modificado
ou mais comumente denominado férmulas. Quer seja na apresentacdo de leite materno ou
artificial o aleitamento é fundamental no desenvolvimento inicial da crianca, fornecendo-lhe
uma completa fonte de nutrientes para suas necessidades metabdlicas tais como, célcio,
fosforo, ferro, fldor, iodo, enzimas, vitaminas, gorduras, proteinas (caseina, albumina), e
carboidratos, principalmente a lactose, que é um dissacarideo formado por uma unidade de
glicose e uma de galactose. Ela é encontrada somente no leite e seus derivados, e possui cerca
de 1/3 da docura da sacarose (30, 31,34,35).

Os periodos de aleitamento natural ou artificial ndo podem ser os Unicos causadores do
desenvolvimento da cérie dental. Devemos considerar a crianca como resultado da interacéo
de fatores psicolégicos, biologicos, sociais e culturais, e ndo somente como um individuo que

manifestaria alguma les@o dependendo unicamente dos periodos de aleitamento. (35)
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CorrelagBes significativas entre experiéncia de carie e consumo de acucar tém sido
observadas na maioria dos estudos sobre criangas de 0 a 5 anos, existindo uma clara
correlacéo entre carie precoce na infancia e o0 uso de mamadeira agucarada. Ao ser introduzida
precocemente na vida do bebé, a sacarose, torna facilitada a implementacéo e colonizacao das
novas superficies dentarias por uma microbiota cariogénica, cujo comportamento na cavidade
bucal é em grande parte um reflexo dos habitos alimentares. Apesar do leite bovino possui
uma baixa quantidade de lactose e desempenhar um efeito protetor contra o aparecimento de

carie, a adicdo de acUcar torna-o altamente cariogénico (13, 31, 32, 35).

Existe uma tendéncia alimentar de adocar o leite, pode também estar associada ao padrdo do
paladar da mae, ja que a lactose apresenta uma docura relativa muito inferior a sacarose.
Assim a mée ou o adulto responsavel pela crianca tende a adocar o leite, pois esse considera-o

como “sem sabor” (38).

A amamentacdo noturna age diretamente nos fatores etiologicos da carie dentaria: hospedeiro
(contato com os dentes); microbiota (campo ideal para o desenvolvimento); substrato
(cariogénico); e tempo (longa permanéncia). A noite, existe uma diminuico da salivaco e,
também, do reflexo de degluticdo que favorece a retencdo do alimento junto ao dente N&o
existe nenhuma restricdo sobre o aleitamento materno e mesmo a amamentacdo noturna
quando o bebé é menor que seis meses (desdentado). A estagnacdo do liquido adogcado ao
redor dos dentes, devido a alta frequéncia e tempo de duracdo da mamada, resulta em um
ambiente altamente cariogénico principalmente quando isto ocorre no periodo noturno (29,
37, 38).

A freqliéncia e a duracdo da exposicdo da superficie dentéria ao leite sdo outros fatores
importantes na sua cariogenicidade (34). Alguns autores relataram a presenca de carie precoce
da infancia em criangas que recebiam aleitamento prolongado como fonte principal de
nutricdo sem haver abuso alimentar e considerou que existe uma forte evidéncia de que a

lactose do leite é cariogénica quando o aleitamento € excessivamente freqlente (39).
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1.4 Cérie e outros fatores

Provavelmente os fatores etiologicos da carie infantil sdo os mesmos da carie em adultos.
Entretanto, a situacdo é agravada nas criangas por alguns fatores, como imaturidade do
esmalte dental, pois, como os dentes deciduos sd&o menos mineralizados que 0s permanentes,
logicamente serdo mais susceptiveis, ja que a resisténcia do esmalte € menor a um pH mais
alto e fraco, determinando que, em uma acidificacdo mais fraca, podem ocorrer lesdes, mais
facilmente no esmalte. Outros fatores também interferem na resisténcia do dente, tais como: a
capacidade tampdo da saliva e da placa, a concentragdo de fltor, fésforo e calcio existente na

placa, assim como a capacidade da saliva de remover o substrato (37).

Em amostras de 227 criancas de 18 a 48 meses, em area com baixo indice de flGor na dgua e
verificou que 54% das criangas amamentadas exclusivamente estavam livres de cérie

enguanto que apenas 20% das que usavam mamadeiras estavam sem a doenca céarie (36).

E necessaria, também, uma avaliacdo cuidadosa dos fatores extrinsecos em que a crianga esta
inserida (habitos familiares, conhecimento dos pais) tanto a nivel individual de atencdo quanto
coletivo para classifica-la em um grupo de risco de cérie precoce da infancia. Os fatores
psicologicos, sociais e culturais devem ser avaliados e considerados na elaboragdo de
estratégias preventivas e curativas da carie precoce na infancia. A educagédo dos responsaveis,
fundamental nesse processo, deve considerar os aspectos psicolégicos da amamentacdo e da
relacdo pais—filhos na orientacdo e motivacdo de habitos alimentares e de higiene adequados
para a crianca em idade precoce. E importante estabelecer habitos de dieta cedo na vida da
crianca, 0 que promovera nao somente o crescimento fisico e desenvolvimento, mas tambeém

um ambiente propicio para uma 6tima saude bucal (39, 40, 41).

Em um estudo, concluiu-se que, existe uma microbiota distinta na cavidade bucal saudavel,
que ¢ diferente na doenca. Em individuos sadios, algumas espécies sdo especificas a um sitio

ou varios sitios, enquanto outras espécies sdo especificas a um local. Os autores sugerem a
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necessidade de primeiro definir a flora bacteriana da cavidade oral saudavel antes de
podermos determinar o papel das bactérias orais nas doengas uma vez que mais de 60% das
espéecies ndo sdo cultivaveis (40). A incidéncia de céarie precoce na infancia é um risco
potencial de que na denticdo permanente isso se repita. Diante do exposto, quando se conhece
0 agente etioldgico e a localizagdo do foco ou reservatorio, as medidas de controle podem ser
aprimoradas e tornarem-se mais eficientes. Devido a caréncia de estudos que consideram a
contagem de microoganismos cariogénicos em distintos sitios intraorais, que podem servir
como reservatério e ou dispensor, e a associacdo destes com outros fatores relacionados ao

processo carioso, realizou-se este estudo.

2 OBJETIVOS
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2.1 Geral

Avaliar a colonizacdo por Streptococcus mutans e Lactobacillus sp. em sitios bucais
distintos e sua relacdo com varidveis associadas predisponentes em criangas de 1 a 5 anos de

idade.

2.2 Especificos

e Mensurar populacdes de Streptococcus mutans e Lactobacillus sp na mucosa jugal, no

assoalho bucal e em biofilme.

e Observar a caracterizacdo de homogeneidade das amostragens para esses

microorganismos na mucosa jugal, assoalho bucal e biofilme.

e Correlacionar as contagens microbianas a partir de estimativas de risco de carie para
ambos microorganismos com variaveis individuais categorizadas (idade, género, pH

salivar, CPOD), nutricionais, séciodemograficas, culturais e de higienizagéo oral.

3 PRODUTO
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3.1 Artigo: Distribuicdo das espécies Streptococcus mutans e Lactobacillus sp em diferentes
sitios intra-orais em criangas

Periodico: European Journal Paediaric Dentistry (EJPD)

Distribution of Streptococcus mutans and lactobacilli species in three different intraoral
habitats in children.
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Abstract

Streptococcus mutans and Lactobacillus sp. are habitually reported as important bacteria

associated with human dental caries. Nevertheless, few studies had focused the populations’
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measure at different oral habitats and co-factors associated with their colonization. The aim
of this study was to assess the size of Streptococcus mutans and Lactobacillus sp
populations, their distribution and contributing co-factors considering three different oral sites.
It was considered a descriptive, experimental cross-sectioned design developed from a
sample of 84 children with 1 to 5 five year-old. Saliva collected from floor of the mouth,
buccal mucosa and biofilm was sampled to bacterial quantification, isolation and biochemical
confirmation. A structured questionnaire with variables of interest was fulfilled by mothers or
responsible. The study included 84 patients and the age-stratum of 25 to 30 months (21.4%)
was the most common. The DMFT was considered low (0.98) and associated with males and
not associated with microbial counts in the biofilm. Representative number of these children
(75.9%) has received some oral care hygiene. More than 70% of parents reported having
received some guidance about caring for the oral health of children. The bacterial counts of
Streptococcus mutans and Lactobacillus sp. were statistically different at all sites evaluated
and were higher on the oral mucosa (p <0.05). The incidence of Streptococcus mutans was
statistically homogeneous in all sites, although it was heterogeneous to Lactobaccilus sp.
There was relation of some counts associated with increased risk for caries with gender,
socioeconomic status, maternal education, and intake of milk over 12 months, but not a
universal finding for all habitats. We observed that the mucosa is the place with highest
scores for both microorganisms; perceived differences between homogeneity and
heterogeneity of presence for both and the association of variables such as gender, socio-
economic status, cultural practices, and type of feeding with higher risk for caries in some
niches. Regarding the results obtained is recommended the performance of standard

sampling in the oral cavity specific sites to assess the microbial population size.

Keywords: Lactobacillus sp, Streptococcus mutans, microbial-dynamics

Introduction
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Streptococcus mutans is generally considered to be the prime etiological bacteria of human
dental caries [Acevedo et al.,, 2009; Coykendal, 1989]. In fact, caries experience was
significantly and positively associated with the Streptococcus mutans levels in children’s and
their mothers' dental biofilm [Jigjid et al., 2009]. Nevertheless, the behavior and pathogenicity
inside groups of this microorganism is distinct and so genetically heterogeneous that it was

divided into four species and three more have been added [Coykendal, 1989].

Another microbial group is the Lactobacillus sp. frequently referred associated with
cariogenesis process. Indeed, Lactobacillus sp. higher counts are straightly associated with
carious lesions [Scheutz et al., 2007]. Other additional predisposing factors like higher family
income and mother’s education level are significantly associated with children's higher caries
experience. Furthermore, dental caries showed an expressive relationship with sweets
intake, prolonged breastfeeding, and a negative relationship with tooth brushing habits of the

children [Jigjid et al., 2009].

Differences among counts of cariogenic bacteria in different oral sites were previously
demonstrated in studies, including the genotypic variation of them [Gizani et al., 2009; Baca
et al.,, 2008]. Ginzani et al. (2009) revealed that the mean proportions of Streptococcus
mutans and Streptococcus sanguis isolated from soft tissue, subgingival and saliva
increased significantly with age, whereas the opposite was seen for Lactobacillus
acidophilus. Despite of the establishment of this view, few studies leaded straightly with
comparative evaluation between salivary count associated with soft tissue and biofilm
[Gizani et al., 2009; Mager et al., 2003]. The purpose of this study was to assess the size of
Streptococcus mutans and Lactobacillus sp populations considering three different oral sites,

including biofilm, regarding predisposing conditions to habitat colonization.

Material and Methods



28

This study presented a descriptive cross-sectioned and experimental design developed from
a sample of 84 children with 1 - 5 ageds and their respective mothers or responsible. This
population was selected from a demographic recorder obtained at | Lourdes Family Strategy
Program, located at Montes Claros city, Minas Gerais state, Brazil. The respective mothers
or responsible answered a questionnaire with their and children’s personal, socio-
demographic and feeding/cleaning habits features. This study was classified as a minimal
risk research type, according with the resolution 196/96 of the Brazilian National Health
Council on research involving human subjects. Previously, the purpose was submitted and
approved by the State University of Montes Claros Ethical Committee(protocol 1020/2008).
All children were in good general health and not received antimicrobial drugs or prophylactic
dental cleaning immediately before the study realization. Clinical examination was carried out
by unique observer with intra-examiner reliability evaluation (Kappa significance<0.05).
Decayed, Missing, Filled Teeth Index (DMFT) and Developmental Defect of Enamel (DDE)
indexes were established. These examinations were conduct under natural light in the
children’s houses. The determination of teeth with caries was done using DMFT criteria
[Tanzerm et al., 2001]. After the clinical examination, the salivary pH was measured using
the ColorpHast® pH strip (Merck, Darmstadt, Germany).

Samples for bacterial enumeration and identification were collected from each child from a
dental biofilm, using a sterile exploratory probe to remove it on the vestibular face of superior
central incisors or inferior central incisors; from the buccal mucosa, with a sterile swab gently
in contact with saliva preferentially than mucosa and from the floor of the mouth, with another
sterile swab carefully in contact with saliva preferentially than mucosa. Each one of three
sub-samples were put in 2 mL of buffered sterilized peptone water (Oxoid CM 0509,
England).

After the collection, the sub-samples were homogenized by vortex and serially diluted in
buffered sterilized peptone water (Oxoid CM 0509, England) constituting duplicates of 10
dilution. Aliquots of original suspension and dilution (100 pL) were distributed, using

Drigalski loop, on Mitis Salivarius Agar (MS-DIFCO, Detroit, USA), added by sucrose (3%
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w/v) (DIFCO, Detroit, USA), bacitracine (0.2 Ul/mL) (Fluka 11702) and 1% potassium telurite
(HIMEDIA, Laboratories,Mumbay, India), and incubated under microaerophilia at 37° C for 48
hours, in duplicate. The presumptive assessment of Streptococcus mutans populations was
done by direct count of typical colonies (CFU.oral site™. individual™) in X100 magnification,
on the stereoscope microscope. The typical colonies were elevated, convex, waving surface,
opaque, light blue, 0.5 to 1 mm, with rough margin and granular surface. They were
assessed with gram coloration, mannitol and sorbitol fermentation, absence of catalase
production and hemolytic activity to confirm the Streptococcus mutans identification
[Coykendal, 1989]. The Streptococcus mutans ATCC 25175 was used as reference to

phenotypic and biochemistry characteristics.

Jointly with S. mutans proceedings was performed an aliquot to Lactobacillus sp.
assessment, distributed using Drigalski loop on Rogosa Agar (HIMEDIA Laboratories,
Mumbay, India) and incubated in microaerophilia at 37° C for 48 hours. Typical colonies to
presumptive assessment were considered with size of 2-3 mm, whitish, rounded and smooth.
The final measurement was fitted regarding the dilution factors and aliquot volume to both

microorganisms.

The data obtained was submitted to SPSS 17.0 tabulation (SPSS, Chicago, EUA) to
descriptive and Kruskal Wallis tests and correlation analysis. For the bivariate analysis,
Streptococcus mutans was grouped into low risk (<10® CFU. Site sampled ) and medium-
high risk (> 10® CFU. Site sampled ™) [Paula et al., 2009; Ahumada Mdel et al., 2003]. For
Lactobacillus sp. a cut off point was considered using the average of scores on each site to

rank in low-and moderate-high risk.
Results

The age of children assessed was stratified and the most common range was 25 to 30
months (21.4%), followed by 55 to 60 (17.9%), 18 to 24 (13.1%) and 43 to 48 (13.1%). The

DMFT, in mean, of these individuals was 0.98 (£2.12), being the higher values associated
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with older children (p=0.028). The correlation among Streptococcus mutans and
Lactobacillus sp. counts at biofiim and DMFT was positive but not statistically significant
(p=0.368 and p=0.410, respectively). The salivary pH was, in mean, 7.34 (£ 0.78). There was
a negative but not significant correlation between DMFT and salivary pH (p=0.875). It was
observed that 64 children (75.9%), received oral care procedures, mainly from their mothers
(n=32, 38.6%), followed by the exclusive self care (n=27, 32.5%). Additionally, 76 (91.6%)
received or realized tooth brushing with dentifrices, with infantile composition (n=44, 53%)
and with two times a day of frequency (n=30, 36.1%) followed by one time and three times a
day (respectively, n=25, 30.1% and n=20, 24.1%). Cattle milk was the main form of feeding
(n=72, 86.7%) and in 70.1% of cases, sugar addition to milk was currently done by mothers

or responsible.

The site with higher counts of Streptococcus mutans and Lactobacillus sp. was the buccal
mucosa and the biofilm samples had presented lower counts to Lactobacillus sp., differently
to S. mutans (Figure 1). The distribution of negative and positive cases of S. mutans and
Lactobacillus sp. is presented in Tables 1 and 2. The positive cases of S. mutans were more
frequent than negative in all of examined sites, presenting homogeneous response to sample
process (p=0.001 to biofilm, p<0.001 to floor of the mouth and p=0.002 to buccal mucosa).
The distribution of Lactobacillus sp. was different to assessed sites, suggesting a
heterogeneous response concerning sampled sites (p=0.001 to floor of the mouth, p<0.001

to biofilm and p=0.564 to buccal mucosa).

The Table 3 presents a bivariate analysis of Streptococcus mutans risk for caries in specific
oral sites and its interaction with the variables analyzed. Highlighting the main results,
children with medium-high risk for Streptococcus mutans at floor of the mouth were more
associated with male gender and lower familial income. Lower income and scholarship level
were also more associated with medium-higher risk at buccal mucosa. The Lactobacillus sp
assessment had changed significantly with risk level of S. mutans from floor of mouth and

biofilm (p<0.001).
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When we applied the bivariate analysis to Lactobacillus sp. levels of counts in biofilm, it was
observed a significant relation of them with age and marital state of the mother.The use of
milk intake over than 12 months had influenced significantly the lactobacilli counts in floor of
the mouth. DMFT values were significantly associated with lactobacilli colonization in the

buccal mucosa (Table 4).

Discussion

There are various reports inferring to high counts of Streptococcus mutans and Lactobacillus
sp to caries development in children. [Acevedo et al., 2009; Jigjid et al., 2009; Scheutz et al.,
2007; Coykendal, 1989]. A previous study of microbial role in caries revealed that in 2.5 year-
old children, the percentage of DFMT-positive subjects and mean number of DFMT were
significantly higher in the positive Streptococcus mutans group than negative Streptococcus
mutans group [Kishi et al., 2009]. Curiously, our study showed strong association between
elevated DFMT and higher counts of Lactobacillus sp. at buccal mucosa but there was a lack
of association among DFMT with other sites and even with Streptococcus mutans.
Corroborant of our findings, a study which deals with schoolchildren revealed that salivary
flow rate, Lactobacillus and Streptococcus mutans counts did not contribute significantly to
the prediction of caries lesions in children after clinical measurements [Sanchez-Pérez et al.,
2009]. Even children with high levels of Streptococcus mutans still remained free from caries
mostly supporting the notion that their presence alone should not be the only indicator for
increased risk of dental caries [Ge et al., 2008]. In concordance, the number of Lactobacillus
and Streptococcus mutans in a total biofilm sample does not explain the variation in caries
better than the numbers in stimulated whole saliva [Sullivan et al., 2006]. In fact, microbial
colonization is only a part of a dynamic multifactorial conditions that predisposing caries

[Jigjid et al., 2009; Badet and Thebaud, 2008].
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The higher rate of Lactobacillus sp. found at buccal mucosa and the association with DFMT
is expected since these bacteria are normally implicated as important contributor to tooth
decay, but their role in induction of lesions is not well supported [Tanzerm et al., 2001].
Maybe, this site represents a safe reservoir to intraoral distribution. Lactobacilli represent
0.1% of the total salivary microbiota, and a critical concentration of 10° CFU/mL in saliva is
necessary for the detection of these microorganisms on the surface of enamel [Badet and
Thebaud, 2008]. Lactobacilli are known to produce acids from sucrose or glucose. This acid
production can cause a drop in pH which is sufficiently significant to demineralization process
[Badet et al., 2001]. Other analysis showed that the number of Lactobacillus was statistically
lower in saliva of subjects with good oral health but 100 times higher in children with caries

compared to children without caries [Matee et al., 1992].

In our study, we found significant correlations between higher age and Streptococcus mutans
and Lactobacillus sp. higher counts. In fact, the bacterial colonization is narrowed associated
with dental eruption like a previous study which showed the higher percentage of children
who were colonized with Streptococcus mutans with increasing age and numbers of erupted
teeth [Irigoyen Camacho et al., 2009]. It was stated that the frequency of detection and
concentration of Streptococcus mutans in biofilm as well as its concentration in saliva were
higher in the case of the older children [Ahumada Mdel et al., 2003]. In fact, progressive
colonization was demonstrated according with age, mainly in the end of childhood with

positivity of 90% of individuals from 9 to 14 year-old [Badet and Thebaud, 2008].

In our report, we did not observe associations between satisfactory oral care and bacterial
reduction considering the different oral sites. In the literature, there is not consensus over
the impact of oral care and bacterial counts [Paula et al., 2009], but the incorporation of
hygiene habits early in the childhood is strongly recommended [Habibian et al., 2002].
Physiologic ph values were not associated with higher DMTF in our study. A study which
investigated the effects of diet on the pH of the biofilm in children and on the levels of

Streptococcus mutans showed that a more acidic pH is observed in groups with high scores
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for Streptococcus mutans until 30 minutes after feeding [Thaweboon et al., 2007]. Our study
did not considered pH values after meal but intrinsic values in resting state, with physiologic

characteristics without clinical interferences.

Milk intake for longer time was associated with Lactobacillus sp. at floor of the mouth but not
with Streptococcus mutans and neither with other sites. There is not consensus on the
discussion about the protective effect of the milk and its cariogenic potential [Mohebbi et al.,
2008]. Because of its association with caries, the utilization of nocturne milk should be limited
[Mohebbi et al., 2008]. Milk inhibitory effect against Lactobacillus sp. and Streptococcus
mutans, especially in caries-free individuals, was previous described [Simark-Mattsson et al.,

2007].

Statistically significant results about socioeconomical determinants in other studies, and in
ours, highlight the importance of income and instruction level as a determinant of buccal
health [Ismail et al., 2008]. Nevertheless, there is no consensus between levels of salivary
cariogenic bacteria and socioeconomic status of children [Zukanovi¢ et al., 2008]. Previous
data indicated that the mother's education was a risk indicator for the colonization of caries-
related microorganisms. Unfavorable maternal social inclusion, the number of children, her
need for dental treatment and frequency of visits to the dentist were associated with the
children's dental caries experience [Fadel and Saliba, 2009]. In our study, for some habitats,
lower mother's education level was associated with higher bacterial cariogenic counts.
Referring to gender prevalence associated with dental caries, a previous analysis showed
that males were more affected by dental caries than females, independent of socioeconomic
level, maybe due to better oral care habits and more prompt searching for dental assistance
[Peres et al., 2007]. Nevertheless, this fact was not support by other researches [Warren et

al., 2008].

Like previously demonstrated, species of different genera exhibited different proportions on

the various intraoral surfaces [Mager et al., 2003]. In our study, we observed a relative
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heterogeneity of counts in the two genders. Referring to counts and presence in different
sites, a previous study revealed that there was a higher species detection frequency from
teeth than tongue samples. Levels of Streptococcus mutans and other Streptococcus sp.
increased with caries extent [Soncini et al., 2009]. Also, mean proportions of Streptococcus
mutans isolated from soft tissue and Streptococcus sanguinis from soft tissue, subgingival
and saliva samples increased significantly with age, whereas the opposite was seen for
Lactobacillus acidophilus. Soft tissues, saliva, and tongue were more often colonized by
cariogenic streptococcal species than teeth. These surfaces may serve as reservoirs for oral

pathogens, requiring attention during preventive interventions [Gizani et al., 2009].

Other analysis showed a total of 28 genotypes of Streptococcus mutans isolated: 23 in saliva
samples, 23 in buccal surface plaque samples, and 16 in plaque samples from occlusal
surface fissures [Baca et al., 2008]. A study resembling collected samples from 5 different
locations in the oral cavity showed different patterns of bacterial colonization with aging

modifications [Papaioannou et al., 2009].

It is helpful to consider the factors that may theoretically influence this process. These
factors include (i) the affinity of bacterial cells for oral surfaces, (i) the number of cells
available for attachment, (iii) the rate of bacterial growth, (iv) the frequency of cell transfer, (v)
the time available for the transferred cells to become attached, (vi) bacterial survival during
transfer, (vii) host factors that influence bacterial attachment or growth, and (vii)) the
composition of the host's diet. These factors govern intraoral distribution as well as transfer

between subjects [Van Houte and Green, 1974].

Conclusions
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The counts for Streptococcus mutans and Lactobacillus sp. were higher on buccal mucosa
and there are no correlations among their count at biofim and DMFT. Homogenous
presence or absence for Streptococcus mutans but heterogeneity finding to Lactobacillus sp.
was shown. Variables like gender, familial income, mother’s instruction, children’s age, milk
intake were significant for some oral sites but not universally. This finding suggests that
buccal microbial collection standardization by oral site might avoid miscounts and incorrect

clinical suppositions.
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Figura 1. Means of Streptococcus mutans (a) e Lactobacillus sp. (b) logarithmical counts by the oral site

sampled. Bars = Confidence Interval (p<0.05).
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Tabela 1. Distribution of negative and positive cases of Streptococcus mutans in the oral sites: Biofilm (BIO),
Buccal Mucosa (BM) and Floor of the Mouth (FM) in a 2X2 format (Kappa coefficient).

BM BIO FM
Oral P/N P N Kappa P N p P N Kappa
Site p p
P - - 53 10 49 3
BM N ) ) - 0 10 0002 |, - <0001
53 10 - - 49 14
BIO N 10 1o 0002 o . s 4, <0.001
49 3 49 3 - -
FM N 4 17 <0001 i .. <0001 | ) )

P- positive N-Negative P-p statistic

Tabela 2. Distribution of negative and positive cases of Lactobacillus sp. in the oral sites: Biofilm (BIO), Buccal
Mucosa (BM) and Floor of the Mouth (FM) in a 2X2 format (Kappa coefficient).

BM BIO FM

Oral P/N P N Kappa | P N p P N  Kappa
Site p p

P ] ; 57 7 54 10
BM \ o : o 1o <0001 . 4 004

P 57 9 - - 50 16
BIO N 7 o <0001 | -l g 0564

54 10 50 14 - -

FM N 10 9 004 |, 0564 o ]

P- positive N-Negative P-p statistic



Tabela 3. Bivariate analysis of Streptococcus mutans risk with personal,

care and microbiological variables (n=84).

40

sociodemographic, feeding habits, oral

Floor of the Mouth Biofilm Buccal Mucosa
Medium- Medium- Medium-
Variables Low Risk High Risk p Low Risk High Risk p Low Risk High Risk P
Age
<36months  25(56.8%) 19(43.2%) 28(63.6%)  16(36.4%) 22(50%) 22(50%)
> 36 months 26(65%) 14(35%) 0.294  19(47.5%) 21(52.5%) 0.102  22(55%) 18(45%) 0.406
Gender
Female 29(74.4%)  10(25.6%) 26(66.7%)  13(33.3%) 21(53.8%) 18(46.2%)
Male 22(48.9%) 23(51.1%) 0.015 21(46.7%) 24(53.3%) 0.052 23(51.1%) 22(48.9%) 0.488
Schoolarship
Mother
Uptocollege  37(57.8%) 27(42.2%) 34(53.1%)  30(46.9%) 29(45.3%)  35(54.7%)
Graduation 14(70%) 6(30%) 0.240 13(65%) 7(35%) 0.251  15(75%) 5(25%) 0.018
Income
< 2 wages 27(51.9%) 25(48.1%) 28(53.8%)  24(46.2%) 26(50%) 26(50%)
> 2 wages 24(75%) 8(25%)  0.029  19(59.4%) 13(40.6%) 0.395 18(56.2%)  14(43.8%)  0.018
Children
<2 children  34(64.2%) 19(35.8%) 31(58.5%)  22(41.5%) 29(54.7%)  24(45.3%)
> 2 children 17(54.8%) 14(45.2%) 0.270 16(51.6%) 15(48.4%) 0.350 15(48.4%)  16(51.6%)  0.369
Marital State
Married 39(62.9%) 23(37.1%) 35(56.5%)  27(43.5%) 30(48.4%) 32(52.6%)
Other 12(54.5%) 10(45.5%) 0.329  12(54.5%) 10(45.5%) 0.536  14(63.6%) 8(36.4%) 0.163
Milk intake
< 12 months 29(56.9%) 22(43.1%) 29(56.9%)  22(46.1%) 25(49%) 26(51%)
> 12months  22(66.7%) 11(33.3%) 0.252  18(54.5%) 15(45.5%) 0.506 19(57.6%)  14(42.4%)  0.294
Breastfeeding
< 4 months 21(60%) 14(40%) 20(57.1%)  15(42.9%) 17(48.6%)  18(51.4%)
>4 months 30(61.2%) 19(38.8%) 0.544  27(55.1%) 22(44.9%) 0.515 27(55.1%)  22(44.9%)  0.356
Oral Care
Unsatisfactory  43(66.2%) 22(33.8%) 38(58.5%) 27(41.4%) 36(55.4%) 29(44.6%)
Satisfactory 8(42.1%)  11(57.9%) 0.054  9(47.4%)  10(52.6%) 0.275  8(42.1%) 11(57,9%)  0.224
Toothpaste
Fluorite 47(61.8%)  29(38.2%) 42(55.3%)  34(44.7%) 40(52.6%)  36(47.4%)
Whithout 4(50%) 4(50%) 0.386 5(62.5%) 3(37.5%) 0.498 4(50%) 4(50%) 0.588
DMFT
<3 46(60.5%) 30(39.5%) 42(55.3%)  34(44.7%) 40(52.6%) 36(47.4%)
>3 5(62.5%) 3(37.5%) 0.614 5(62.4%) 3(37.5%) 0.498 4(50%) 4(50%) 0.588
pH
<7(5,6,7) 26(56.5%) 20(43.5%) 24(52.2%)  22(47.8%) 25(54.3%) 21(45.7%)
>7(8,9) 25(65.8%) 13(34.2%) 0.261  23(60.5%) 15(39.5%) 0.293  19(50%) 19(50%) 0.429
Milk
Without sugar ~ 33(64.7%)  18(35.3%) 31(60.8%)  20(39.2%) 29(56.9%)  22(46.1%)
With sugar 18(54.5%) 15(45.5%) 0.241  16(48.5%) 17(51.5%) 0.188 15(455%)  18(54.5%)  0.212
Lactobacillus
at Buccal
mucosa
Lower rating 36(81.8%)  8(18.2%) 32(72.7%)  12(27.3%) 15(44.1%) 19(55.9%)
Higher rating 15(37.5%) 25(62.5%) 0.000 15(37.5%) 25(62.5%) 0.001  29(58%) 21(42%) 0.152
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Tabela 4. Bivariate analysis of Lactobacillus sp. risk with personal, sociodemographic, feeding habits, oral care

and microbiological variables (n=84).

Floor of the Mouth Biofilm Buccal Mucosa
Variables Low Risk Medium p Low Risk Medium p Low Risk Medium p
High Risk High Risk High Risk
Age
< 36 meses 19(43.2%)  25(56.8%) 19(43.2%)  25(56.8%) 16(36.4%)  28(63.6%)
> 36 meses 18(45%) 22(55%) 0521  g(20%) 32(80%)  0.02 18(45%) 22(55%)  0.280
Gender
Female 19(42.2%)  26(57.8%) 13(28.9%)  32(71.1%) 19(42.2%)  26(57.8%)
Male 18(46.2%) 21(53.8%) 0.443  14(35.9%) 25(61.4%) 0.325 15(38.5%) 24(61.5%) 0.450
Schoolarship
Mother
Uptocollege  29(45.3%)  35(54.7%) 21(32.8%)  43(67.2%) 27(42.2%)  37(57.8%)
Graduation 8(40%) 12(60%) 0439 6(30%) 14(70%)  0.523 7(35%) 13(65%)  0.381
Income
<2 wages 24(46.2%)  28(53.8%) 19(36.5%)  33(63.5%) 21(40.4%)  31(59.6%)
> 2 wages 13(40.6%) 19(59.4%) 0.395  g(25%) 24(75%)  0.196  13(40.6%)  19(59.4%) 0.581
N° Children
<2 children  23(43.4%) 30(56.6%) 18(34%) 35(66%) 23(43.4%)  30(56.6%)
> 2 childre 14(45.2%) 17(54.8%) 0.527  9(29%) 22(71%)  0.414  11(355%)  20(64.5%) 0.316
Marital State
Married 26(41.9%)  36(58.1%) 16(25.8%)  46(74.2%) 24(38.7%)  38(61.3%)
Other 11(50%) 11(50%)  0.342  11(50%) 11(50%) 0.036  10(45.5%) 12(54.5%) 0.379
Milk intake
<12months  27(52.9%) 24(47.1%) 19(37.3%)  32(62.7%) 24(47.1%)  27(52.9%)
> 12months  10(30.3%) 23(69.7%) 0.034  g(24.2%)  25(75.8%) 0.157  10(30.3%)  23(69.7%) 0.096
Breastfeeding
< 4 months 15(42.9%)  20(57.1%) 10(28.6%)  25(71.4%) 14(40%) 21(60%)
>4 months 22(44.9%) 27(55.1%) 0.515  17(34.7%) 32(65.3%) 0-363  20(40.8%)  29(59.2%) 0.561
Oral Care
Unsatisfactory ~ 31(47.7%)  34(52.3%) 18(27.7%)  47(72.3%) 29(44.6%)  36(55.4%)
Satisfactory 6(31.6%)  13(68.4%) 0.163  9(47.4%) 10(52.6%) 0.092  5026.3%)  14(73.7%) 0.121
Toothpaste
Fluorite 34(44.7%)  42(55.3%) 23(30.3%)  53(69.7%) 31(40.8%)  45(59.2%)
Whithout 3(37.5%)  5(62.5%) 0498  4(50%) 4(50%)  0.225  3(37.5%) 5(62.5%) 0.586
DMFT
<3 35(46.1%)  41(53.9%) 25(32.9%) 51(67.1%) 34(44.7%)  42(55.3%)
>3 2(25%) 6(75%)  0.225  2(25%) 6(75%)  0.494 0(0%) 8(100%)  0.012
pH
<7(56,7) 18(39.1%)  28(60.9%) 15(32.6%)  31(67.4%) 15(32.6%)  31(67.4%)
>7(8,9) 19(50%) 19(50%) 0-218  12(31.6%) 26(68.4%) 0.554  19(50%) 19(50%)  0.082
Milk
Whithout sugar  26(51%) 25(49%) 16(31.4%)  35(68.6%) 21(41.2%)  30(58.8%)
With sugar 11(33.3%) 22(66.7%) 0.085 11(33.3%) 22(66.7%) 0518  13(39.4%)  20(60.6%) 0.527
Buccal
mucosa
Streptococcus
Low Risk 19(43.2%)  25(56.8%) 11(25%) 33(75%) 15(34.1%)  29(65.9%)
Medium High 18(45%) 22(55%)  0.521  16(40%) 24(60%)  0.108  19(47.5%)  21(52.5%) 0.152

Risk




42

4 CONSIDERACOES FINAIS

1) Observou-se que a mucosa jugal é o nicho de maior contagem para ambos
microoganismos; A distribui¢do da populacgdo de S. mutans e Lactobacillus sp. é diferente nos
3 sitios avaliados, sendo que o S. mutans € menos frequente no assoalho da lingua e o

Lactobacillus sp. no biofilme dental

2) Género, idade, variaveis socio-econdmicas, condi¢fes culturais e tipo de alimentacdo
estavam associados com maior risco para carie em alguns nichos e consegiientemente

associados a maior contagem de microorganismos.

3) A verificacdo de homogeneidade para Streptococcus mutans foi evidente em todos o0s sitios

avaliados ao passo que para os Lactobacillus sp. houve heterogeneidade.

4) Recomenda-se com esse estudo a realizacdo de coletas padronizadas em nichos especificos

na cavidade bucal para a mensuracdo da contagem desses microorganismos.
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APENDICES

APENDICE A- Consentimento Livre e Esclarecido

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PARTICIPACAO EM PESQUISA

Titulo da pesquisa: AVALIACAO DA INFLUENCIA DA VISITA DOMICILIAR
SOBRE A CARIE E SEUS FATORES EM CRIANGAS DE 12 A 48 MESES DO PSF
LOURDES | MONTES CLAROS, MINAS GERAIS

Coordenadora: Renata Francine Rodrigues de Oliveira

Atencdo: Antes de aceitar participar desta pesquisa, € importante que vocé leia e
compreenda a seguinte explicacdo sobre os procedimentos propostos. Esta declaragéo
descreve 0 objetivo, metodologia/procedimentos, beneficios, riscos, desconfortos e
precaucbes do estudo. Também descreve o0s procedimentos alternativos que estao
disponiveis a vocé e o seu direito de sair do estudo a qualquer momento. Nenhuma garantia

ou promessa pode ser feita sobre os resultados do estudo.

1- Objetivo: Produzir informagdes sobre as condi¢cdes de saude bucal da populagéo de 12
a 48 meses do PSF Lourdes | e avaliar os fatores relacionados com a carie precoce
bem como o impacto que a visita domiciliar produz na populacéo sobre esses fatores.

2- Metodologia/procedimentos: Serdo realizados entrevistas com mées ou responsaveis
pelas criancas e exames bucais nas criangas. O exame bucal € uma observacdo da
boca, feita com técnica segura e higiene, conforme normas da Organizacdo Mundial da
Saude e do Ministério da Saude, ndo havendo constrangimento indevido ou quaisquer
maleficios com relacdo as criancas. Sera feito coleta para exame da saliva utilizando

espatula de madeira de caréater totalmente indcuo.

3- Justificativa: As carie precoce na infancia é fator de risco para o seu desenvolvimento
também na denticdo permanente. A intervencdo nha populacdo infantil permite conhecer

o desenvolvimento da doencga e prevenir seu acometimento futuro.
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Beneficios: Os resultados da pesquisa ajudardo planejar melhor o processo de trabalho
direcionar estratégias de intervencdes. Aqueles que apresentarem necessidade de
tratamento odontolégico serdo encaminhadas para tratamento odontolégico pela equipe
de saude bucal de cada PSF.

Desconfortos e riscos: Nao representam riscos hem desconforto para quem sera
examinado.

Danos: N&o existem.

Metodologia/procedimentos alternativos disponiveis: Nao existem.
Confidencialidade das informacfes: Os dados individuais ndo serdo divulgados em
nenhuma hipétese.

Compensacao/indenizacao: ndo se aplica.

10- Outras informagdes pertinentes: Vocé néo sera prejudicado de qualquer forma caso

sua vontade seja de ndo colaborar. Se quiser mais informag6es sobre o nosso trabalho,

por favor, ligue para:

Renata Francine Rodrigues de Oliveira
Telefone: 32219154

11- Consentimento: Li e entendi as informagfes precedentes. Tive oportunidade de fazer

perguntas e todas as minhas duvidas foram respondidas a contento. Este formulério esta
sendo assinado voluntariamente por mim, indicando meu consentimento para participar
nesta pesquisa, até que eu decida o contrario. Receberei uma copia assinada deste
consentimento.Em se tratando de pesquisa a ser realizada com menores de idade

responsabilizarei —me pela divulgacéo dos dados.

Nome do participante Assinatura do participante Data _ /[

I

Nome da testemunha Assinatura da testemunha Data

Renata Francine Rodrigues de Oliveira

Nome do coordenador da pesquisa Assinatura do coordenador da pesquisa

Data: Montes Claros /[ [/



APENDICE B- Questionario de coleta de dados

Formulario In N Data

Entrevista com Mae ou responsével por crianca de 12 a 60 meses

Nome

Enderego ACS

Género masculino n feminino ]

Data de Nascimento Data / /

Idade C¢ ] 12a 17 ] 18a 24 ] 25a30 [ 131 a 36 meses
[] 37a42meses [] 43a48meses [1> 48 meses

Escolaridade da mé&e ou responsavel

[]Ensino fundamental incompleto [] Ensino meédio completo
[] Ensino fundamental completo [] Ensino superior completo
[ Ensino médio incompleto [] Ensino superior completo

Renda familiar
Numero de Filhos
|:|Até 1 salario minimo

1  Um tnico filho

] Até 2 salarios minimos ] Dois filhos
E Trés filhos

[] Até 3 salarios minimos Quatro filhos
] Acima de cinco filhos

] Acima de 4 salarios minimos

Estado civil

Casada Solteira Divorciada ou vilva Outro

O] O] O] ]

Tempo de amamentacao exclusiva

Menor que 2 meses ] Entre 2e 4 meses [

Até seis meses ] Acima de seis meses L]

Peso ao nascer Periodos de desnutricao
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Perguntas

1) Vocé ja recebeu alguma informacéo sobre a saude bucal do seu filho e de como cuida-la?

Sim [ N&o ]

2) Como estas informacdes chegaram ate vc?

v revistas Médico do PSF ] Ef)utro
Enfermeira do PSF L]
Dentista do PSF [] ACD ] Agente comunitario  []

3) O seu filho recebe alguma limpeza na boca?

Sim [] Néao [] Raramente Quantas vezes ao dia

4)Caso a resposta foi sim quem realiza ?

Mae ] []Pai ] A prépria crianca LA crianga e um adulto
outro

5)Vocé utiliza creme dental na escovacéo do seu filho? Que tipo?

sim [J Nao [ Infantil [ Adulto [ outro [

6)O que ¢é utilizado na limpeza da boca da crianga?
Escova ]

Fralda Gmida ] outro []

Cotonete L]

Dedeira L]

[
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7)Quantas vezes ela é realizada?

3vezes ao dia ]
2vezes ao dia ]
1 Gnica vez O]
N3o escova L]

8)Que tipo de leite seu filho consome?

Leite materno n

Leite materno e de vaca O]

Leite de vaca O]

Leite de cabra [ ] Leite de soja []
Outro O

9)Vocé adiciona agucar ou outra coisa no preparo do leite?

Sim n N&o 0

10)Quantas vezes ao dia seu filho consome leite?
Uma vez O

Duas a trés vezes ]

Acima de 4 vezes ao dia L]

11)0O seu filho toma leite ou consome algum alimento depois de ter dormido

Sim ] N&o ]
12) Quantas vezes?

Uma L]
Duas ] Trés ou mais [

13) Vocé modificou a forma com que cuida da alimentacdo ou da higiene do seu filho no ultimo ano?



Ficha de Exame

Informacdes Gerais

Idade meses sexo NUmero do Exame

Nome

CARIE DENTARIA E NECESSIDADE DE TRATAMENTO

Tados 05 grupos etarios. Condicao de Raiz, somente de 353 44 e 65 a T4 anos

Coroa
Raiz

Trat.

Coroa
Raiz

Trat.

) 54 53 82 51 61 62 64 [

18 17 16 15 14 13 12 11 21 2 23 4 25 28
BS B4 B3 82 B1 71 s 73 4 75

48 47 46 45 44 43 42 4 3 32 33 M 35 38

mm



CARIE DENTARIA E NECESSIDADE DE TRATAMENTO

Todos os grupos eférios. Condigio de Raiz, somente de 35 a 44 e 65 a T4 anos

cODIGO

TRATAMENTO

CODIG0
secbuos | peRuAMENTES GONDIGAOESTACD
Coroa Coroa Raiz
A ] 0 HizIDo
B 1 1 CARIADD
c H 2 RESTAURADO MAS GOM GARIE
D 3 3 RESTAURADO E SEM CARIE
E ] NIA FERDIDO DEVIDO A CARIE
F 5 NIA FERDIDO FOR OUTRAS RAZOES
G & NIA APRESENTA SELANTE
H 7 7 APOIO DE PONTE OU CORDA
K ] E] WAD ERUPCIONADO - RAIZ NAD EXPOSTA
T T HiA TRAUMA (FRATURA]
L ] [ DENTE EXCLUIDO

0

(== R - L B Sy FURY Y

NENHUM

RESTAURAGAO DE 1 SUPERFICIE
RESTAURAGAO DE 2 OU MAIS SUPERFICIES
COROA POR QUALQUER RAZAD

FACETA ESTETICA

PULPAR + RESTAURAGAO

EXTRAGAQ
REMINERALIZAGAO DE MANCHA BRANGA
SELANTE

SEM INFORMAGAOD

=




TIFO DE DISTUREIO CODIGOD
E:malte Normal [}
Opacidades Demarcadas
BrancasBeges 1
Amarelzs Castanhas 2
Opacidades Difusas
Lmeares 3
Maculares 4
Conflusntas 5
Mamlas confluentas + Pizmentagdes + Perds de esmalta g
Hipoplasias
Ponres 7
Parda de esmalte 3
Outros disnirbios 9
Combinagdes
Diemarcados e Difusas A
Dremarcadas e Hipopl E
Difusas e Hipoplasizs C
Tedos os trés disturbios D

Fizural - Indice DDE modificado

indice DDE

Anilise do pH

Observagoes:




