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RESUMO

Objetivo: Detectar Streptococcus mutans no colostro e na saliva de recém-nascido, e comparar
com a deteccdo na saliva da mae. Métodos: Foram incluidos no estudo 43 mulheres saudaveis,
com gestagoes a termo e sem complicacdes, que tiveram cesariana eletiva, e seus recém-
nascidos. As amostras foram investigadas por reagao de polimerase em cadeia para a detecgéo de
S. mutans em material genético extraido das amostras. Resultados: Cerca de 16% das amostras
de colostro apresentaram S. mutans, nao sem correlagao com a presenga das bactérias em ambas
amostras de saliva. S. mutans foi detectado em 49 e 30% das amostras de saliva das mées e
recém-nascidos, respectivamente. Houve correlagao positiva na detecgao de S. mutans entre os
tipos de saliva. O nimero de amostras de saliva materna com S. mutans detectavel foi menor nas
mulheres que receberam tratamento odontolégico durante a gravidez. A escovacéo trés vezes
ao dia influenciou na deteccdo do S. mutans tanto no saliva quanto no colostro. Concluséao:
Embora a saliva materna possa apresentar S. mutans, poucas amostras de colostro apresentam a
bactéria. A presenca de bactéria na saliva de neonatos pode estar relacionada ao contato antes do
nascimento. O tratamento odontoldgico e os habitos de higiene parecem influenciar na deteccéo
de S. mutans em amostras de saliva e colostro maternos.

Descritores: Streptococcus mutans; Saliva; Colostro

ABSTRACT

Objective: To detect Streptococcus mutans in colostrum and saliva of neonates and compare
with its detection in saliva of mothers. Methods: Forty-three healthy women, full-term gestations
with no complications, submitted to elective Cesarean section, and their newborns were included
in the study. Samples were investigated by polymerase chain reaction to detect S. mutans in
genetic material from the samples. Results: Approximately 16% of colostrum samples showed S.
mutans, but not correlated with the presence of the bacteria in both samples of saliva. S. mutans
was detected in 49 and 30% of saliva samples of mothers and neonates, respectively. There was
a positive correlation in S. mutans detection between types of saliva. The number of maternal
samples of saliva with detectable S. mutans was smaller in women receiving dental treatment
during pregnancy. Tooth brushing, three times a day, influenced the detection of S. mutans in
both the saliva and the colostrum. Conclusion: Although maternal saliva may present S. mutans,
few samples of colostrum present the bacteria. The presence of bacteria in neonate saliva may
be related to contact before birth. Dental treatment and hygiene habits seem to influence the
detection of S. mutans in samples of maternal saliva and colostrum.
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INTRODUCAO

O género Streptococci representa a maioria das bacté-
rias que colonizam a cavidade oral nos primeiros meses
de vida.®) A colonizacao inicial de Streptococcus mutans
ocorre principalmente apds a erupgao dentdria e esta
associada ao desenvolvimento de céries. As bactérias S.
mutans colonizam a superficie dentaria, acuamulam-se no
biofilme e produzem acidos que promovem a desmine-
ralizacao do esmalte dentério.”® A carie é uma doenca
infecciosa e um problema de saide publica, especial-
mente no Brasil, pois as criancas sdo colonizadas por
S. mutans precocemente, mesmo antes da erupcio dos
dentes.® A colonizagao precoce pode estar associada a
alto consumo de sacarose, contato com individuos alta-
mente infectados*® e imaturidade do sistema imunol6-
gico das mucosas em criangas.’®

A aquisig¢ao e o estabelecimento iniciais dos micror-
ganismos ocorrem por meio de uma sucessao microbia-
na que depende de hébitos, contato com outros indivi-
duos e alimentagao. O aleitamento materno é pratica
comum no Brasil, e investigagao acerca dos compo-
nentes do colostro se faz necessaria. Sabe-se que o co-
lostro tem grande diversidade bacteriana,® incluindo
Streptococci, Staphylococci, bactérias do acido lactico e
bifidobactérias,'” que podem determinar a colonizagiao
do organismo de criancas amamentadas. A microbiota
intestinal de criancas que passaram pelo aleitamento é
rapidamente invadida por bifidobactérias!'? e, mais
tarde, com suplementacgao alimentar, é colonizada pre-
dominantemente por Enterobacteriaceae, Streptococcus,
Bacteroides e Clostridium .V

O colostro possui diversas propriedades que bene-
ficiam os recém-nascidos, pois é importante fonte de
componentes nutricionais e imunoldgicos.> Os be-
neficios do leite materno em diversas infecgoes respira-
tdrias e intestinais ja foram amplamente descritos, mas,
em relacao a carie, sdo controversos e ainda nao estiao
claros. Ha evidéncias de que as caries representem um
desfecho negativo associado ao aleitamento, devido ao
aumento de caries em periodos mais longos de ama-
mentagao.>9 Por outro lado, sugere-se que periodos
reduzidos de amamentacao estejam associados ao au-
mento no risco de caries precoces.!”

Estudos anteriores sobre analise imunoldgica de
colostro de mulheres brasileiras relataram altos niveis
de imunoglobulina A contra S. mutans e seus antigenos
de viruléncia, o que poderia contribuir para a modula-
¢ao de infecgoes por S. mutans.1%1®) Porém, ha poucas
informacoes com relagao a contribuigao do colostro na
composicao da colonizacao oral.
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OBJETIVO

Avaliar a presenca de Streptococcus mutans em amos-
tras de colostro, compard-las com amostras de saliva de
maes e dos recém-nascidos, e associar os achados a dados
sobre satude oral.

METODOS

Trata-se de estudo observacional com recém-nascidos e
maes sauddveis, que deram consentimento para parti-
cipar. O Comité de Etica da Faculdade de Medicina de
Ribeirao Preto da Universidade de Sdo Paulo aprovou
o estudo, CAAE: 02166713.4.0000.5145. Mulheres multi-
paras voluntarias foram incluidas no estudo e subme-
tidas a exame dentario, apresentando boa sadde sisté-
mica e oral (sem caries ou doenga periodontal). Foram
submetidas a cesdrea eletiva para gestacao a termo.
Foram excluidos do estudo recém-nascidos com mal-
formagoes congénitas, hipdxia perinatal, hemorragia
intracraniana, peso ou altura incompativeis com idade
gestacional, ou em antibioticoterapia. As informagoes
sobre historia pregressa e gestacional foram obtidas por
entrevista com a mae. As instrugdes sobre a higiene oral
e materna foram dadas apos as coletas. Todos os volun-
tarios (maes e recém-nascidos) foram encaminhados
para seguimento na Clinica Odontoldgica da univer-
sidade. Um total de 43 amostras foram elegiveis, de 203
coletadas de maes que deram a luz na maternidade do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ri-
beirao Preto e passaram por exame na cavidade oral.

Coleta de amostras

No primeiro dia de internacao, as gestantes foram en-
trevistadas e passaram por exame da cavidade oral; as
amostras de saliva nao estimulada foram coletadas. A
saliva dos recém-nascidos foi coletada logo ap6s o nas-
cimento e antes de qualquer contato com a mae, incluin-
do a primeira mamada, para evitar-se contaminagao por
componentes nao salivares. As amostras de saliva foram
coletadas com pipetas de transferéncia de polipropile-
no. Foi adicionada solugao de EDTA de 250mM, pH 5.2
(Sigma, St. Louis, Missouri, EUA) a cada amostra antes
do transporte em gelo para o laboratério, onde foi ar-
mazenada a -80°C até a anélise.

As amostras de colostro foram coletadas por expres-
sao manual em tubos Falcon de polipropileno estéril,
no primeiro dia de lactagdo. Ap0s a coleta, as amostras
foram transportadas em gelo ao laboratdrio, centrifugadas
a 1.300g, por 5 minutos, e armazenadas a -80°C até o
momento dos procedimentos laboratoriais.
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Deteccao de Streptococcus mutans nas amostras

O DNA foi extraido com o kit PowerLyzer PowerSoil
DNA Isolation Kit (MO-BIO, Carlsbad, Califdrnia,
EUA), de acordo com as instrugdes do fabricante. Pri-
meiramente, as amostras foram incubadas com solucao
de lisozima de 20mg/mLI"! (Sigma, Toquio, Japao), con-
tendo 50mM de Tris-HCI (pH 8,0) e EDTA de 20mM, e
incubadas a 37°C, por 30 minutos. As amostras foram
imediatamente transferidas para um tubo Eppendorf
de 1,5mL, com bead solution. Ap6s, foi feita agitacdo em
vOrtex por 2 minutos para obter a suspensio bacteriana,
que foi, entdo, transferida para o tubo Powerlyzer Glass
Bead Tube (MO-BIO, Carlsbad, Califérnia, EUA). A
concentracdo do produto purificado da reagdo em ca-
deia da polimerase (PCR) foi medida com o espectrofo-
tometro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, Waltham,
Massachusetts, EUA). O par de primers (Sm479F:
5" TCGCGAAAAAGATAAACAAACA-3";e Sm479R:
5’-GCCCCTTCACAGTTGGTTAG-3")® foi obtido da
Invitrogen (Téquio, Japao). A PCR em tempo real
foi realizada pelo sistema StepOne™ Real-Time PCR
System (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts,
EUA). Cada tubo de reacdo continha uma mistura
de reagdo, incluindo 6,5wL de SYBR Green (Roche,
Illinois, EUA), 1uL de cada primer, 4,5uL de agua

Tabela 1. Amostras positivas e negativas de colostro, saliva materna e saliva do
recém-nascido para deteccéo de Streptococcus mutans

Amostras n=43 Positiva n (%) Negativa n (%)

Colostro 7(16)* 36 (84)*
Saliva materna 21 (49)* 22 (51)*
Saliva do recém-nascido 13(30) 30(70)

* Teste do % p<0,003; q=10,37.

ultrapura, e 2ul. de DNA extraido das amostras.
Foram feitos 45 ciclos de 15 segundos, a temperatura
de 94°C para desnaturacgdo; 30 segundos a 56°C, para
recozimento; e 30 segundos a 72°C, para extensao,
seguidos pela andlise da curva de fusao do produto da
PCR. Foram feitos dois testes PCR para todas as amos-
tras. Para controle positivo, foi utilizado o DNA de S.
mutans (UA159).

Analise estatistica

As diferencas nas frequéncias de deteccao de S. mutans
nas amostras foram obtidas por meio do teste do % A
correlacio entre a deteccdo positiva de S. mutans e os
dados obtidos em entrevistas foi testada pelo coeficiente
de correlagao de Pearson. Valores de p<0,05 foram con-
siderados estatisticamente significativos.

RESULTADOS

Streptococcus mutans nao foi detectado na maioria das
amostras de colostro (84%) e nem de saliva dos re-
cém-nascidos (70%) e maes (51%) (Tabela 1). A analise
comparativa entre as frequéncias da deteccao positiva e
negativa de S. mutans nas amostras mostrou que houve
diferencas estatisticamente significativas entre as amos-
tras de colostro e saliva total das maes, ou seja, a saliva
materna apresentou maior presenca de S. mutans do que
o colostro (teste do % p<0,05). Foi encontrada corre-
lacdo positiva entre a detecgao positiva e negativa de S.
mutans entre a saliva dos recém-nascidos e a materna
(correlagdo de Spearman; p<0,05; rs=0,36).

A maioria das participantes (70%) ndo passou por
tratamento dentério durante a gestagao (Tabela 2). Mais

Tabela 2. Amostras com detecgao positiva e negativa de Streptococcus mutans em colostro, saliva materna, saliva do recém-nascido de acordo com os dados de

salde oral
Colostro Saliva materna Saliva do recém-nascido
Dados (4n3) Positiva Negativa Positiva Negativa Positiva Negativa
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Satde oral
Consultas frequentes com dentista 16 2(13) 14(87) 7 (44) 9(56) 6(38) 10 (62)
Nao 27 5(19)% 22 (81)* 14 (52)* 13 (48) 7(26) 20 (74)
Tratamento dentario durante a gestacéo
Sim 13 3(23) 10(77) 4(31) 9(69) 5(38) 8(62)
Nao 30 4(13) 26 (87)" 17 (57 13 (43" 8(27) 22(73)
Nimero escovagdes de dente por dia
12 16 4 (25§ 12 (75) 10(63)¢ 6 (37 6(38) 10(62)
Mais de 3 27 () 24 (89)' 11(41)" 16 (59)° 7(26) 20 (74)

* teste exato de Fisher, p<0,05; ' teste exato de Fisher, p=0,001; * teste do x?, p<0,001, q=18,47; * teste exato de Fisher, p<0,01; * teste exato de Fisher, p<0,01.
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de 60% informaram que iam regularmente ao dentista e
escovavam os dentes mais de trés vezes ao dia (Tabela 2).
Embora 69% das maes que ndo passaram por tratamen-
tos dentarios durante a gravidez tenham apresentado
S. mutans, este dado nao se mostrou estatisticamente
significativo (p>0,05). A auséncia de tratamento den-
tario durante a gestacao resultou em maior nimero de
amostras positivas para S. mutans na saliva total das
maes do que no colostro e na saliva dos recém-nascidos
(p<0,05).

Nao foram detectadas diferengas estatisticamente
significativas na frequéncia de detecgao de S. mutans
nas amostras, de acordo com o nimero de vezes que as
maes escovam os dentes por dia (p>0,05). Também nao
houve diferencas estatisticamente significativas entre
o colostro e a saliva dos recém-nascidos, nem entre a
saliva materna e a saliva dos recém-nascidos (p>0,05).
Foi encontrada diferenca estatisticamente significativa
na frequéncia da deteccao de S. mutans quando com-
parada entre o colostro e a saliva materna na variavel
escovacao dentaria didria para as opg¢oes uma a duas
vezes e trés vezes (p<0,01).

DISCUSSAO

Analisar a presenca de S. mutans pela deteccao de ma-
terial genético no colostro e na saliva de maes e recém-
nascidos, e comparar os resultados a dados sobre higie-
ne oral e habitos higiénicos. O par de primers Sm479F/R
¢ altamente especifico e sensivel para a identificagao
de S. mutans em amostras de DNA purificadas ou mis-
turadas.®” Embora a PCR tenha sido eficaz na detec-
cao de S. mutans nas amostras e no controle positivo,
deve-se considerar que a detec¢do do material genético
com a utilizacdo dos ensaios nao diferencia entre mi-
crorganismos vivos e ndo vivos, ou fragmentos bacte-
rianos. Todas as amostras eram de bebés que nasceram
de parto cesareo, e o tipo de nascimento € fator que
influencia na composicao da microbiota intestinal na
primeira infancia.®)

Embora estudos prévios tenham detectado espécies
de Streptococcus em abundancia no colostro,” em nosso
estudo apenas 16% das amostras de colostro apresenta-
ram presenca da S. mutans. As vias de entrada das bac-
térias pelas glandulas mamarias, e de saida pelo colos-
tro e leite maduro ainda ndo estao claras. Ha algumas
hipdteses sobre a presenca das bactérias nas glandulas
mamarias, como o contato com o ambiente externo, a
entrada das bactérias por vias dentro do corpo humano
e possivel associagdo das duas primeiras hipdteses.®)
A contaminacao externa pode ocorrer pelo contato da
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microbiata neonatal bucal com a microbiata da pele
durante o aleitamento.® Isso poderia explicar a predo-
minancia de Staphylococcus e Streptococcus no leite ma-
terno, ambos comensais tipicos da microbiota oral e da
pele.?29 Contudo, a coleta do colostro foi feita antes
do primeiro contato da mae com o recém-nascido e apds
assepsia das mamas. Outra via envolve a rota interna bac-
teriana, que ocorre quando microrganismos orais alcan-
¢am o intestino materno, saem por meio da internaliza-
¢ao em leucdcitos (como as células dendriticas), migram
para os vasos linfaticos através da circulacdo sanguinea e
chegam as glandulas mamarias.*”? Portanto, os recém-
nascidos que recebem S. mutans da mae pelo colostro
no primeiro dia de vida foram minoria, mas esse pro-
cesso de translocacio bacteriana pode ser mais intenso,
quando o estimulo da sucgdo e a liberagao hormonal
estimulam maior funcionamento das glandulas mama-
rias e, consequentemente, a secrecao de bactérias que
devem ser investigadas.

Aboca é o local do corpo com a maior diversidade de
bactérias, em comparagao a microbiota intestinal e vagi-
nal.?” Assim como em outras interfaces do corpo, a mu-
cosa oral esta constantemente lutando pela integridade
de seu tecido. O sistema imune trabalha para prevenir a
invasao de tecidos por bactérias da cavidade oral.®” Po-
rém, durante a gestacao, ha aumento na permeabilidade
gengival devido a mudancas hormonais, o que pode con-
tribuir para a transferéncia de bactérias da boca para a
circulacao sanguinea. Alguns estudos confirmam a pre-
senca de bactérias da cavidade oral nos tecidos fetais,
especialmente aquelas associadas a doenga periodontal,
como Fusobacterium nucleatum em mulheres que tiveram
partos prematuros.®? Sabe-se pouco das bactérias ca-
riogé€nicas do nicho oral materno no desenvolvimento
do sistema imune e na colonizacao oral do feto.

Os resultados mostram que, embora o microrganis-
mo esteja presente em algumas amostras de saliva materna,
nem sempre entra na circulacao, alcanca as glandulas
mamarias e € secretado com o colostro. Algumas maes
apresentaram S. mutans na saliva, mas niao no colostro.
E, ao contrario, a presenga de S. mutans foi observada
em trés amostras de colostro de maes cuja saliva nao
apresentou S. mutans. Considerando-se que a S. mutans
pode ser transitOria na cavidade oral, é possivel que a
bactéria nao estivesse presente na cavidade oral na hora
da coleta. Em geral, 33% das mulheres infectadas trans-
mitiram a bactéria pelo colostro.

Dos recém-nascidos, 30% apresentavam presenca
de S. mutans na saliva, assim como suas maes. Isso su-
gere que a exposicao a bactéria e a consequente coloni-
zacao podem ocorrer ainda durante a vida intrauterina.
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A S. mutans € transmitida ao feto pela via enteromamaria,
chegando a cavidade oral quando o liquido amni6tico é
engolido. Este mecanismo poderia explicar o estimulo
imune e a consequente producao da IgA salivar contra
S. mutans em recém-nascidos.” Esses achados sdo di-
ferentes de outros que nao detectaram as bactérias no
nascimento pela técnica checkerboard,® mas que utili-
zaram apenas criangas entre 5 e 11 meses de vida.®)

Os dados obtidos nas entrevistas com as maes sao
importantes com relacdo a higiene oral e aos habitos
de comportamento e sua associagao com a presenca de
S. mutans nas amostras. As maes que disseram nao ir ao
dentista regularmente e que nao passaram por tratamen-
to dentario durante a gestacao apresentaram maior fre-
quéncia de S. mutans na saliva. Por outro lado, o colostro
e a saliva dos recém-nascidos dessas mesmas participan-
tes apresentava baixa frequéncia de S. mutans detecté-
vel. A frequéncia da deteccao de S. mutans nas pacientes
que disseram escovar os dentes mais do que trés vezes
por dia mostrou-se mais baixa em todas as amostras. O
numero de escovagoes por dia ndo apresentou diferen-
cas na deteccao positiva e negativa de S. mutans em cada
grupo de amostras. A comparacao entre as amostras de-
monstrou diferencas entre o colostro e a saliva das maes
—houve mais amostras de colostro com deteccao negati-
va do que amostras de saliva materna, para as opcoes de
escovacdo uma a duas vezes ao dia, e mais de trés vezes
por dia.

CONCLUSAOQ

Streptococci mutans pode ser detectado na minoria das
amostras de colostro. Dados sobre comportamento e
habitos de higiene parecem influenciar na deteccao de
Streptococci mutans nas amostras maternas de saliva e
colostro. Tratamentos dentérios e prevencao de caries
durante a gravidez e apds o nascimento do bebé devem
ser usados para evitar a transmissao de Streptococci
mutans pela saliva e leite maternos.
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