PERIODONTIA

Aerobic Microorganisms Survey of Mother-Offspring Pairs

Transmissibilidade da Microbiota Bucal

Entre Humanos

Levantamento Microbiolégico de Pares de Mae-Filho em Aerobiose

INTRODUCAO

Em 1683, ANTONIE VAN LEEWENHOEK escreveu: *...peguei esta coisa da
parte oca das raizes (dentais) e misturei com agua de chuva limpa. colocando-a na lente
ampliadora... Devo confessar que tudo me pareceu estar vivo... 0s animéaculos, com
suas fortes nadadeiras dentro da agua, punham muitas particulas pequenas...”
(ZAMBON, 1999, p. 147)®. Desde VAN LEEWENHOEK, ¢ incessante a busca por um
maior conhecimento da microbiota bucal e sua relagio com o hospedeiro.

A doenga periodontal foi comprovadamente associada a presenga de
microorganismos no estudo de LOE et al. (1965)'', onde demonstraram que acimulos
de leves depésitos sobre os dentes estavam relacionados ao desenvolvimento de
gengivite marginal, o que foi reafirmado por THEILADE etal. (1966)".

Passou a ser aceita a hipdtese da placa especifica, que propunha que algumas
espécies bacterianas na microbiota subgengival seriam responsdveis pelas diferentes
formas de doenga periodontal ( ZAMBON, 1999)*. J4 que determinados
microorganismos foram implicados como patdgenos periodontais, houve um interesse
crescente na fonte e via de infecgdo por essas bactérias. Foi sugerido, entdo, que elas
ndo pertenceriam a microflora oral nativa e que a tnica fonte provavel seria o contato
com outros membros infectados da familia (ZAMBON, 1999)*. Muitos estudos desti-
naram-se a investigar a transmissibilidade da microbiota bucal entre humanos, j4 que €
de interesse fundamental a no ocorréncia da mesma, principalmente de adultos para
criangas, pois, quanto mais precoce a colonizagdo, maior é a oportunidade para os
microorganismos estabelecerem-se naquele nicho ecolégico (MORINUSHI et al.,
2000)".

Uma pesquisa microbioldgica com o objetivo de verificar a similaridade entre as
microbiotas orais das mdes e de seus filhos, em aerobiose, foi realizada em uma peque-
na amostra de 7 pares mie-filho. As mées apresentaram-se para tratamento periodontal
na clinica da Escola de Aperfeigoamento Profissional da Associagdo Brasileira de
Odontologia (ABO), se¢do Mato Grosso do Sul (MS), no primeiro semestre do ano de
2001. Este levantamento limitou-se a verifica¢@o dos morfotipos bacterianos de maes e
filhos, buscando analisar a semelhanca da colonizagdo entre ambos.

REVISAO DA LITERATURA

A etiologia bacteriana na doenga periodontal

KORNMAN et al. (1991)° realizaram um estudo de campo longitudinal das
Periodontites do Adulto e Refrataria, com o objetivo de determinar bases para o diag-
ndstico, 0 que pode ser de muito valor para o estabelecimento do alvo na terapia
periodontal. Segundo os autores, o conceito de que certos tipos de bactérias estariam
relacionados a determinados tipos de doenga ¢ dificil de ser passado & pratica, com
excegéo da Periodontite Juvenil Localizada (fortemente relacionada ao Actinobacillus
actinomycetemcomitans (A.a.)). Na Periodontite do Adulto, seria desejavel identificar
bactérias especificas para determinar o alvo da terapia e o prognostico do tratamento,
o que ndo foi possivel no referido estudo porque pacientes com as mesmas caracteris-
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Tabela 1
Distribuicio da amostra de pacientes examinada, segundo a
gresanga de crescimento de bactérias Gram-negativas em
meio de MacConkey Agar, Campo Grande, 2002.

Tabela 2
Distribuicdo da amostra de pacientss examinada, segundo 2
presenga de crescimento de bactérias Gram-positivas em
meio de Mueller Hinton Sangue, Campo Grande, 2002.

SRESENCA DE CRESCIMENTO NUMERO DE PACIENTES PRESENGA DE CRESCIMENTO NUMERO DE PACIENTES
BACTERIANO EXAMINADOS BACTERIANO EXAMINADOS

Sim 01 Sim 14

%=0 13 Néo 00

FOTAL 14 TOTAL 14

FONTE: Dados da pesquisa

(7]

==s clinicas mostraram grandes variagdes na composigdo da

2 subgengival, enquanto pacientes com achados
= crobioldgicos semelhantes apresentaram grandes variagdes
=z= zpresentagdes clinicas.

As doengas periodontais sdo associadas principalmente
: =zctérias Gram-negativas, segundo IRFAN et al. (1999)’. Estes
—croorganismos iniciam uma série de eventos levando a perda
2= fixacdo periodontal e osso alveolar.

Gravidade da doenga periodontal: viruléncia do patégeno
= r=sisténcia do hospedeiro

BROWN et al. (1991)* observaram que em alguns pacien-
=< z gquantidade de irritantes locais ndo era compativel com a
suzntia de destruigdo periodontal presente. Concluiram, entdo,
sue possiveis razdes para a resposta minima a terapia
~=riodontal convencional nos sitios com depésitos de célculo
<uhzengival indetectéveis incluiriam a colonizagdo desses siti-
2= por uma flora mais patogénica, a habilidade reduzida do hos-
~=dsiro em responder a certos microorganismos e a dificuldade
2= remover bactérias que possam ter invadido os tecidos
zengivais.

BECK (1994)?, ao escrever sobre métodos para a taxagio
Z= risco para a periodontite, comparou a mesma a algumas das
-ondi¢des médicas comuns, onde certas pessoas tém maior ris-
-0 gue outras, e esforgos na prevengéo e interven¢do envolvem
=ma combinag¢do do comportamento pessoal e praticas profissi-
onais.

WOLFF etal. (1994)" concluiram que os microorganismos,
componentes essenciais de qualquer modelo de periodontite,
Zeveriam ser focalizados em conjunto com padrdes de compor-
=zmento (fumo e higiene oral) e resposta do hospedeiro (subs-
=2ncias do fluido sulcular) na anélise de fatores de risco para as
Zoengas periodontais.

Evidéncias da transmissibilidade da microbiota bucal en-
e humanos

O estudo de OFFENBACHER et al. (1985)"*, realizado com
14 casais para determinar o grau de similaridade da flora
seriodontal subgengival, revelou uma associag@o positiva para
=spiroquetas médias e filamentosos entre os pares. Os autores
dzmonstraram, quanto aos morfotipos bacterianos, que a flora é
significantemente mais semelhante entre conjuges que co-habi-
=zm do que entre outros individuos, sugerindo um risco signifi-
cativo de transmiss@o entre os casais por contato direto ou
ndireto. Também apontaram os hédbitos de higiene bucal seme-
‘hantes como outra possivel causa da similaridade entre as
microbiotas dos casais.

ALALUUSUA etal. (1991)' realizaram um estudo compa-
rativo entre a microbiota bucal de criangas com dentig@o priméa-
ria ¢ a de seus pais. Eles concluiram que, quando uma crian¢a
sra positiva para o A.a., 0 pai ou a mie também o eram. Através
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FONTE: Dados da pesquisa

da técnica da imunodifusdo, verificaram que os A.a. tinham o
mesmo sorotipo, indicando uma transmiss3o intrafamilial dos
mesmos.

Segundo ROSELL et al. (1999)", a mie seria a principal
fonte de infec¢do de microorganismos relacionados a cérie e a
doenga periodontal, o que seria um fato muito importante, espe-
cialmente se a mée apresentasse alto risco para alguma dessas
enfermidades. Os autores defenderam a promogdo de saiude
bucal por meio da adogéo de uma conduta preventiva que se
iniciaria desde a gestag@o, possibilitando uma motivagio da
mie, reduzindo a possibilidade de infec¢fio precoce, devido a
minimizag&o da provavel transmissibilidade de microorganismos
bucais patogénicos para a crianga.

ZAMBON (1999)* relatou que houve um crescente inte-
resse na fonte e via de infecgdo por certos microorganismos,
implicados como patdégenos periodontais. De acordo com o
autor, o paciente, para manifestar a periodontite, precisa ficar
infectado com patdgenos especificos que sdo transmitidos por
fontes externas, ja que eles ndo fazem parte da microbiota local
normal. Sugeriu que a tnica fonte provavel € o contato com
outros membros infectados da familia.

MATERIAL E METODO

Foram selecionados 7 pares de mae-filho, que se apresen-
taram para atendimento odontolégico na clinica da Escola de
Aperfeigoamento Profissional da ABO, se¢do MS, no primeiro
semestre do ano de 2001.

A mée voluntdria para o trabalho ndo poderia apresentar
doengas sistémicas que pudessem interferir na microbiota
periodontal, como diabetes mellitus. Foram excluidas as mées
que estivessem gravidas, ou que estivessem realizando trata-
mentos de reposigdo hormonal. Foi também questionado previ-
amente as mées se nos tltimos 6 meses haviam feito algum tipo
de tratamento periodontal ou antibioticoterapia, ndo sendo es-
colhidas para o presente levantamento as que se apresentas-
sem nestas condigdes. A idade das maes variou entre 22 e 36
anos.

Todas as mées incluidas no levantamento apresentaram,
clinicamente, pelo menos 1 sitio com doenca periodontal ativa,
o que foi evidenciado através do sangramento & sondagem. As
bolsas foram avaliadas clinicamente por meio da sondagem,
desde que a profundidade das mesmas ultrapassasse 2 milime-
tros (mm) nas faces livres e 3 mm nas faces interproximais. Ao
exame clinico. apenas uma das mées apresentou mobilidade
dentéria.

Também foram verificadas, nos(as) filhos(as), possiveis
interferéncias sistémicas na microbiota bucal, como diabetes
mellitus e o tratamento com antibiéticos nos tltimos 6 meses.
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Fig. 1 - Placa contendo meio de MacConkey gar, onde se evi-
dencia o desenvolvimento de colénias de bactérias Gram-
negativas Pseudomonas sp.

Dentre as 7 criangas participantes deste estudo, 5 eram do sexo
feminino e 2 do sexo masculino. Elas deveriam ter idade maxima
de 10 anos. Nesta pesquisa, a idade variou de 2 a 10 anos.

Ao exame clinico bucal, todas as criangas apresentaram
normalidade periodontal. Para a coleta da placa subgengival, foi
eleito o sulco lingual do segundo molar inferior deciduo do lado
direito (dente 85), com excegéo de 2 criangas, onde o mesmo ja
havia esfoliado. Nestas, a coleta foi realizada a partir do sulco
mésio-vestibular do incisivo inferior do lado direito (dente 42).

Foram esclarecidos os objetivos deste levantamento
microbiolégico, bem como a técnica que seria utilizada para tal.
Depois do consentimento das mdes em participar do estudo,
procedeu-se o preenchimento das fichas clinicas da méie e de
seu(ua) filho(a).

Dentro de cada par mae-filho, primeiramente foi realizada
a coleta da placa subgengival de 1 sitio de periodontite ativa na
mie e depois a coleta da placa subgengival do sulco da crianga.

Os dentes de onde seriam extraidas as amostras bacterianas
foram isolados com rolinhos de algoddo estéreis. A placa
supragengival foi entdo removida com gaze esterilizada. Um cone
de papel, também previamente esterilizado, foi introduzido na
bolsa ou sulco e ali permaneceu por um periodo de 10 segun-
dos. No caso das bolsas periodontais, o cone de papel absor-
vente penetrou até a profundidade de sondagem anteriormente
verificada.

Imediatamente apos removido do sitio em questdo, o cone
de papel foi levado por uma pinga clinica a um tubo de ensaio
contendo o caldo Brain Heart Infusion (BHI), que foi utilizado
como meio de cultura das amostras, sendo favoravel para o
crescimento de microorganismos aerébios e anaerébios facul-
tativos Gram-positivos e Gram-negativos.

Posteriormente, os tubos de ensaio contendo as amos-
tras microbioldgicas foram processados para a identificagdo das
culturas. As amostras foram introduzidas em estufa de cultura a
37 graus Celsius (°C) durante 24 horas. Todas as etapas de trans-
feréncias foram executadas passado este tempo minimo de 24
horas, para que se pudesse evidenciar o crescimento bacteriano.

A transferéncia das amostras a partir do meio liquido,
com os microorganismos ja desenvolvidos, foi realizada para
dois meios de cultura em placas (meios sélidos). Para auxiliar na
transferéncia para as placas, foi utilizada uma alga de platina, na
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Fig. 2 - Placa contendo meio de Muellelr Hinton Sangue (Agar
Sangue), onde se evidencia o crescimento de mi-
croorganismos Gram-positivos Streptococcus B-hemoliticos.

tentativa de isolamento dos microorganismos pesquisados. Os
meios s6lidos selecionados foram o de MacConkey Agar e o de
Mueller Hinton Sangue (Agar Sangue). O primeiro foi utilizado
com a inteng¢do de verificagdo de bactérias Gram-negativas, pois
ele € seletivo para o crescimento de tais microorganismos. E o
segundo meio eleito teve a finalidade de identificag@o de bacté-
rias Gram-positivas.

Depois de 24 horas de crescimento bacteriano nos meios
solidos, procedeu-se a leitura das culturas desenvolvidas nas
placas.

RESULTADOS

Através da analise das amostras processadas para a pes-
quisa de microorganismos aerdbios e anaerébios facultativos
Gram-negativos, o que foi realizado no meio de MacConkey
Agar, verificou-se que em 6 dos 7 pares mée-filho ndo houve
crescimento de tais bactérias. Apenas em uma dupla ocorreu a
presenga de microorganismos Gram-negativos, pertencentes ao
grupo das Pseudomonas sp, na amostra recolhida do sulco
gengival do molar deciduo da crianga.

Na pesquisa por microorganismos aer6bios e anaerébios
facultativos Gram-positivos, realizada no meio de Mueller Hinton
Sangue (Agar Sangue), em todas as amostras confirmou-se a
presenga de microorganismos componentes da microbiota indi-
gena da cavidade bucal. Foram verificadas coldnias de
Stafilococcus sp hemoliticos e Streptococcus sp, tanto alfa (a)
quanto beta (b) hemoliticos.

DISCUSSAO

A transmissdo da microbiota oral de pais para filhos, cha-
mada por SOCRANSKY e HAFFAJEE (1999)'¢ de transmiss&o
“vertical” foi um tema abordado por diversos estudiosos, como
PINTO(1998)"*, HARASZTHY etal. (2000)° e IRFAN et al. (1999)’.
Os ultimos autores verificaram que criangas de até 3 anos de
idade exibem uma microflora oral que nédo suporta a colonizagio
por A.a. e Porphyromonas gingivalis (P.g), o que sugere uma
susceptibilidade adquirida a estas bactérias na vida adulta. J&
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ALALUUSUA (1991) apud PINTO (1998)" demonstrou que a
colonizagdo pelo A.a. em criangas estabeleceu-se dos 5 aos 7
anos. De acordo com MORINUSHI et al. (2000)'?, quanto mais
cedo a infecgfio € estabelecida, maior € a oportunidade para os
periodontopatogenos permanecerem estaveis naquele nicho
ecoldgico. Discordando dos tltimos autores, KAMMA et al.
(2000)® afirmaram que os patégenos que sdo provavelmente
transmitidos por meio do intimo contato dos pais com a crianga
constituem uma flora passageira.

A metodologia utilizada no presente trabalho escolheu
pares mie-filho para verificar a similaridade das floras
bacterianas, coincidindo com os estudos de ROSELL et al.
(1999)"*, SOCRANSKY e MANGANIELLO (1971)"" e
BERKOWITZ et al. (1975)*, que consideraram a mie como a
principal fonte de transmissdio da microflora oral. A amostra
englobada neste estudo foi pequena (apenas 7 pares mae-filho)
se comparada 4 amostra do trabalho de CHEN etal. (1997)°, com
24 duplas de mée e filho, mas a faixa etdria das criancas foi a
mesma em ambos (2 a 10 anos).

Assim como OFFENBACHER etal. (1985)", na presente
pesquisa foram examinadas as amostras bacterianas por meio
da andlise dos morfotipos bacterianos. De acordo com os ulti-
mos autores citados, os estudos morfoldgicos ndo podem cla-
ramente identificar microorganismos, ou seja. o que foi identifi-
cado como uma espiroqueta em um sitio pode n@o ser a mesma
espiroqueta observada em outro sitio, 0 que representa uma
limitagdo de todos os estudos morfoldgicos. Este tipo de levan-
tamento difere do apresentado por L1 e CAULFIELD (1995)",
que utilizou técnicas de biologia molecular mais sensiveis, mos-
trando a diversidade genética no acido desoxirribonucléico
(DNA) cromossdmico onde cepas de pares de mae-filho apre-
sentaram perfil idéntico, o que pode realmente sugerir transmis-
s@o de microorganismos a partir da mée.

Streptococcus sp e Actinomyces sp sdo os colonizado-
res mais precoces da superficie dos dentes e importantes com-
ponentes da placa dental associada a manutengio da saude
periodontal, segundo CHEN et al. (1997)". Estes autores obser-
varam que os Streptococcus sp constituem 76,3 por cento (%)
da flora bucal cultivavel das 24 criangas pesquisadas. Estes
resultados assemelham-se aos do presente trabalho, onde to-
das as amostras bacterianas dos filhos e também das mées apre-
sentaram este grupo de microorganismos, além dos Stafilococcus
sp.

Alguns dos periodontopatégenos suspeitos foram isola-
dos em poucas criangas, no trabalho de KAMMA et al. (2000)%.
No presente estudo, apenas em 1 das 7 criangas foi encontrado
um microorganismo periodontal suspeito, Pseudomonas sp.
KAMMA et al. (2000)* também afirmaram que o ambiente criado
nos molares favorece a colonizagdo por periodontopatégenos,
que foram encontrados mais freqiientemente e em maior niimero
nesta regido, que abriga uma flora Gram-negativa mais comple-
xa. Na pesquisa atual, o unico achado de bactérias Gram-nega-
tivas também ocorreu na placa subgengival do molar deciduo
da crianga.

Com base em nossos achados, cremos que seria impor-
tante a realizagdo de estudos complementares enfocando a
transmissibilidade da microbiota bucal entre maes e filhos, utili-
zando metodologia baseada em técnicas de biologia molecular
mais sensiveis, por meio das quais seria possivel verificar a
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diversidade genética no DNA cromosdmico de cepas
bacterianas, preferencialmente com a utilizag#io de uma amostra
maior do que a apresentada no presente estudo.

CONCLUSOES

Apés o trabalho realizado, € possivel concluir que:

1. Mes e filhos apresentaram uma colonizagdo bacteriana
semelhante nas placas dentais subgengivais da amostra
pesquisada;

2. Ainda s@o complexas e controversas as modalidades
de transmiss@o da microbiota bucal entre humanos, mas é im-
portante a realizac@o do diagnostico e plano de tratamento da
doenga periodontal associados a uma abordagem familiar;

3. E necessario ter cautela ao informar a populagdo leiga
sobre a possibilidade de transmissdo da microbiota oral, ja que
a presen¢a de patogenos ndo desencadeia necessariamente a
doenga, existindo dependéncia das condigdes do hospedeiro;

4. Devem ser estabelecidos programas preventivos para
um controle clinico dos microorganismos naqueles pais porta-
dores de uma microflora oral evidentemente patogénica, inclu-
indo as gestantes, realizando uma promog¢do de saide bucal
voltada para toda a familia.

RESUMO

Desde a comprovagdo de que a etiologia das doengas
periodontais estd estreitamente relacionada a presenga de mi-
crorganismos, muitos estudos tém buscado conhecimento so-
bre a composi¢do das placas bacterianas subgengivais, a fonte
e a via de infec¢do por periodontopatégenos especificos. A
etiologia bacteriana na doenga periodontal, bem como os fato-
res relacionados ao hospedeiro, foram revisados na literatura,
enfatizando o que foi sugerido sobre a transmissibilidade da
microbiota bucal entre humanos. Com o objetivo de verificar a
similaridade da microbiota que habita a cavidade bucal de mies
com periodontite e seus filhos, foi realizado um levantamento
microbiolégico em aerobiose, a partir das placas bacterianas
subgengivais de 7 pares de mie-filho, onde todas as maes softi-
am de periodontite e os(as) filhos(as) encontravam-se na faixa
etéria de 2 a 10 anos. As amostras foram cultivadas em meios
solidos para que se pudesse evidenciar o crescimento de mi-
crorganismos Gram-negativos (meio de MacConkey Agar) e
Gram-positivos (meio de Mueller Hinton Sangue). Constatou-
se uma similaridade na colonizagdo entre as mdes e seus(uas)
respectivos(as) filhos(as) e a presenga de periodontopatégenos
suspeitos (Pseudomonas sp) em apenas uma amostra, perten-
cente a uma crianga. Concluiu-se ser de fundamental importan-
cia a promogdo de satde bucal voltada para pais portadores de
uma microbiota evidentemente patogénica, com o estabeleci-
mento de programas preventivos, assim como o diagnéstico e
plano de tratamento das doengas periodontais ser associado a
abordagem familiar.

NOTA
Resumo da monografia apresentada a Escola de Especi-
alizagdo Odontolégica da ABO/MS para obtengédo do
Titulo de Especialista em Periodontia.
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SUMMARY

Since its known that the etiology of periodontal disease
is closely related to microrganisms, many works have been
looking for the composition of the subgingival plaque, as well
as the source and means of infection by periodontal-specific
microganisms. We review the literature on the bacterial etiology
of the periodontal disease and factores related to the host,
focusing the transmission between humans. In this paper, an
aerobic microbe survey was done, in order to compare the flora
of mothers affected by periodontitis and their respective siblings.
The material used was obtained from subgingival plaque from
seven couple (mother-offspring). All mothers suffered from
periodontal disease and their offsprings were between the ages
of2 and 10. The samples were cultivated in solid environment to
look for Gram-negative (MacConkey Agar plate) and Gram-
positive (Mueller Hinton Blood plate) microrganisms. There was
similarity in the colonization between mothers and respective
offsprings. In only one sample - from a childl - a suspected
microbe (Pseudomonas sp) was found. We concluded that it’s
necessary to emphasize oral health in parents affected by
pathogenic flora, with the establishment of prevengive programs,
as well as include the family in the treatment pllan of periodontal
diseases.
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