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RESUMO: O alimento béasico nos primeiros anos de vida é o leite, porém ha necessidade de realizagdo de
novos estudos pela falta de consenso sobre o potencial cariogénico deste alimento. Neste trabalho serao
testados como meio de cultura para duas espécies bacterianas implicadas na instalacéo e desenvolvimento
da carie (Streptococcus mutans e Lactobacillus casei), cinco tipos de leite (humano, bovino, caprino, de soja
e formulacdo para recém nascidos). A primeira etapa deste estudo foi a verificacdo da atividade
antimicrobiana através do teste de difusdo em agar, para posterior verificacdo dos halos de inibicao
promovidos por cada um dos leites. A segunda fase do trabalho, também “in vitro”, se constituiu na cultura
de biofilme de Streptococcus mutans em cada um dos tipos de leite estudados. Nenhum dos cinco tipos de
leite foi capaz de inibir o crescimento das espécies bacterianas. A realizacao da cultura de biofilme de S.
mutans em membranas nao foi possivel devido ao periodo de tempo testado (48 horas). A segunda etapa
do estudo esté sendo refeita para permitir avaliar o potencial de formacéo de biofilme por S. mutans quando
tem como substrato cada um dos cinco tipos de leite.

PALAVRAS-CHAVE: Carie dentaria; Leite; Prevencdo de doencas; Substitutos do leite humano;
Suscetibilidade a cérie dentaria.

ABSTRACT: The staple food in early life is milk, but there is need for further studies by the lack of
consensus on the cariogenic potential of this food. This work is tested as culture media for two bacterial
species involved in the development and installation of dental caries (Streptococcus mutans and
Lactobacillus casei), five types of milk (human, cattle, goat, and soy formulation for neonates). The first step
of this study was to verify the antimicrobial activity by agar diffusion test, for subsequent verification of the
zones of inhibition promoted by each of the milks. The second stage of labor, also "in vitro" was formed in
the culture of Streptococcus mutans biofilm at each of the studied types of milk. None of the five types of
milk was able to inhibit the growth of bacterial species. The realization of culture biofilm S. mutans
membrane was not possible due to the time period tested (48 hours). The second stage of the study is being
redone to allow assessment of the potential for biofilm formation by S. mutans as a substrate is when each
of the five types of milk.
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1. INTRODUCADO:

O alimento basico de uma crianga, nos primeiros anos de vida, é o leite. O leite é
formado por proteinas, gorduras, lactose, minerais e outros constituintes como ferro, iodo,
célcio e enzimas, que sdo necessarios para a formacéo bioldgica e fisiolégica do
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organismo humano. Na espécie humana, sao usados varios leites, além daquele que lhe
€ proprio, tais como o leite de vaca, de cabra, de soja, entre outros. Dentre seus diversos
componentes, encontramos a lactose, que € um dissacarideo que se desdobra em glicose
e galactose (PRESTES, 2001).

A cérie dentéria é uma doenca infecto contagiosa e multifatorial que necessita de
um substrato cariogénico para seu desenvolvimento, oriundo dos carboidratos presentes
na dieta, os quais sdo utilizados pelas bactérias presentes na cavidade bucal para seu
metabolismo, e cuja fermentacao resulta como catabdlito a producdo do acido latico que
desmineraliza o tecido duro do dente no local em que a placa bacteriana se adere ao
esmalte (KRASSE, 1998; RIBEIRO, 2004; PRESTES, 2001). Fatores do hospedeiro, tais
como a capacidade tampéo salivar, também s&do importantes no processo, por aumentar
ou reduzir o tempo pelo qual o pH bucal fica reduzido apés a alimentacéo, estimulando ou
retardando a producéo das lesdes de desmineralizacao.

Existe um grupo limitado de microrganismos encontrados na cavidade bucal, que
séo capazes de se aderir aos dentes, tendo destaque 0s estreptococos do grupo mutans,
tendo interesse particular no desenvolvimento da céarie a espécie Streptococcus mutans.
Os estreptococos do grupo mutans, segundo Krasse, estdo associados com a fase inicial
da cérie e os Lactobacillus, com pouca capacidade de adesdo a estrutura dentéria, estdo
relacionados com o desenvolvimento posterior da doenca (KRASSE, 1998). As
colonizagBes por bactérias deste grupo, como os S. mitis e 0 S. salivarius ocorrem por
volta do primeiro ou segundo ano de vida, enquanto que a colonizacao pelo S. mutans
ocorre por volta do terceiro e quarto anos de vida (SOUZA, 2001). O Streptococcus
sanguis participa também da colonizacao inicial, porém, ndo € uma cepa considerada
significativamente cariogénica para os humanos (TARDIF, 1989). A cérie comeca com a
infeccdo primaria pelos estreptococos, seguida pelo acumulo destes dentro do biofilme
em concentracfes patogénicas, secundaria a exposicao frequente e prolongada a uma
dieta cariogénica. Por fim, a fermentacdo de acUcares pelos estreptococos no interior da
placa dentaria causa a desmineralizacdo do esmalte, resultando na cavitacdo das
estruturas dentarias (RIBEIRO, 2004).

Prabhakar et al. (2010) afirmam que o leite humano pode causar cérie na infancia
se for consumido com frequéncia e por um tempo prolongado sem a devida higienizagao
posterior. A utilizacdo de acucar no leite bovino é comum para deixa-lo palatavel as
criangas, 0 que aumenta mais ainda a suscetibilidade da cavidade bucal do hospedeiro,
guanto a fermentacao e producéo de acido por microrganismos.

Em uma revisdo de literatura, Duarte (2000) evidencia que o leite bovino possui
propriedades fisicas similares a saliva que poderiam, segundo alguns autores, torna-lo um
bom substituto salivar. Uma vez que leite comum ou com baixo teor de lactose tem um
insignificante potencial cariogénico, poderiam ser recomendados para aliviar o
desconforto de pacientes que sofrem de hipossalivagdo sem que estes corram riscos de
desenvolver carie. Para os leites formulados, os estudos sdo bem escassos, porém
sugerem que este tipo de alimento seja bastante cariogénico pela composicdo de seu
contetdo (DUARTE, 2000).

Considerando o alto consumo e os relatos clinicos nos quais € sugerida a
participagéo do leite no desenvolvimento da cérie, Prestes (2003) avaliou o efeito in vitro
de trés tipos de leite in natura: materno, de vaca e de cabra sobre o metabolismo da placa
dentaria humana, com relagéo a capacidade de fermentacéo e sintese de polissacarideos
extracelulares de um pool de placa bacteriana colhida de 50 criancas e adolescentes,
concluindo que os leites testados produziram a fermentacdo e a sintese de
polissacarideos extracelulares, sendo que o leite de cabra apresentou a menor
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fermentacdo, seguido pelo bovino e pelo materno. Para a sintese de polissacarideos, o
maior resultado foi obtido pelo leite de cabra e pelo leite materno.

Ribeiro (2005) relata que a “carie precoce na infancia € um termo utilizado para
determinar o acometimento da lesédo cariosa em criangas.”. A alimentagdo inadequada
nos primeiros anos de vida é responsavel pelo inicio da carie ainda durante a formacao da
denticdo decidua e que tende a prevalecer e aumentar com a idade (RODRIGUES, 1996).
Isso acontece porque o padrao de alimentacao da populagéo tem mudado com o0 aumento
do uso de carboidratos. Assim, sabe-se que a ingestao frequente dos acucares como a
sacarose, a glicose e a frutose estdo relacionadas com o desenvolvimento da carie
(RIBEIRO, 2004; LOSSO, 2009).

Além do desenvolvimento bacteriano por processo de fermentacdo de agucares,
leva-se em consideracao a formacao da doenca por contaminacdo. Como a carie € uma
doenca infecciosa, existem microrganismos na cavidade bucal que s&o cariogénicos,
podendo ser transmitidos pela saliva. A relacdo mée e filho, que favorece um intimo
contato pelo beijo, por assoprar o alimento quente produzindo goticulas salivares, pelo
uso compartilhado de talheres e copos, pode aumentar o risco de carie para o filho,
dependendo dos niveis de contaminacdo bacteriana na saliva da méde (RODRIGUES,
1996).

A odontologia preconiza o atendimento aos bebés, para determinar precocemente
medidas educativas e preventivas. E importante o estimulo do aleitamento materno, o
desestimulo a adicdo de acucar no leite, sucos e chas e, mesmo antes da erupcao
dentaria, deve-se iniciar procedimentos de higienizacdo da cavidade bucal do recém-
nascido, utilizando uma gaze umida (RODRIGUES, 1996).

2. DESENVOLVIMENTO:

O Projeto foi submetido & aprovacéo pelo Comité de Etica do Cesumar e recebeu
aprovacao sob o numero 20384413.7.0000.5539.

A primeira etapa deste estudo foi a verificacdo da atividade antimicrobiana através
do teste de difusdo em agar. Para tanto, foram utilizadas cepas padrdo de Streptococcus
mutans (Fundacao André Tosello ATCC 25175) e Lactobacillus casei (Cefar CCCD LL001
— LT BF J 983), que foram cultivadas e ativadas em meio “Brain Heart Infusion” (B.H.I. -
agar) - (Difco-Detroit- Michigan) com as referidas bactérias incubadas em caldo a 37°C
por 48 horas em condi¢cdes de anaerobiose.

As cepas de Streptococcus mutans e Lactobacillus casei foram semeadas nas
placas com meio Agar mitis salivarius com bacitracina, telurito de potassio e sacarose e
meio rogosa, respectivamente, com o auxilio de swabs estéreis por esgotamento. Logo a
seguir, discos de antibiograma estéreis, cada um com 6 milimetros de diametro, foram
embebidos com as solucdes teste e dispostos de modo equidistante nas placas com os
meios de cultura para posterior verificacdo dos halos de inibicAo promovidos por cada
solucao-teste em milimetros. Foram necessarios 0,25 pL de solucao para saturar cada
disco (Figura 1).
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Figura 1: Placas semadas com Streptococcus mutans (esquerda) em meio mitis salivarius e placas
semeadas com Lactobacillus casei (direita), com discos saturados nos cinco tipos de leite.

Apéds todo esse processo, fez-se necesséario que se promovesse condi¢cdes de
anaerobiose para o crescimento bacteriano em toda a placa semeada. Tal anaerobiose foi
realizada através de jarras de Gaspak a 37°C por 48 horas para posterior verificacdo dos
halos de inibicdo em milimetros. Com objetivo de reduzir a variabilidade e conseguir
resultados precisos, o experimento foi feito em triplicata para cada microrganismo.

A segunda fase do trabalho, também “in vitro”, foi da seguinte maneira: as mesmas
solucdes teste da etapa anterior foram confeccionadas e numeradas de 1 a 5 como na
etapa anterior. Porém foram utilizados apenas o0s Streptococcus mutans, ja que 0s
Lactobacillus casei ndo tém a capacidade de adesado para a formacao inicial de biofilme.
Os Streptococcus mutans foram utilizados para testar a agéo dos diversos tipos de leites
(leite materno, leite de vaca, leite de cabra, leite de soja e formulacdo para recém
nascido) na formacdo de biofilme bacteriano. Estes biofilmes foram produzidos em
membranas de filtro de nitrato de celulose de 13 milimetros de didmetro com 0,22
micrémetros de diametro do poro (Milipore Corp., New York- NY). Os discos foram
colocados em imersao em meio BHI, sendo realizados em triplicata com respectivos
discos controle. Os discos-teste foram imersos nos diversos tipos de leites durante 10
minutos a cada 3 horas, com intervalo noturno. Apés 48 horas, os discos-teste e 0s
discos-controle foram transferidos para um recipiente contendo 10 mL de cada solucéo
teste e 10 mL do meio BHI, respectivamente (Figura 2).

221712013 22/712013

Figura 2: Membrana mergulhada na solucao controle (BHI), e no meio BHI com S. mutans (esquerda).
Membrana mergulhada, na solucdo controle (BHI), e na solucéo teste (direita)

A partir dai, foram transferidos cada um para um recipiente contendo 10 ml de
solucdo salina estéril e homogeneizado em vibrador “vortex” por 1 minuto para
ressuspender os microrganismos. Entdo, foram transferidos 0,1 mL desta suspenséo
resultante para 0,9 mL de solucédo salina redutora estéril, quando sera diluida. Foram
realizadas 07 diluicbes em meio BHI (Figura 3).
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Figura 3: Dilui¢do até 10”7

Apods as diluicdes foi semeado 25uL da diluicdo 107 em placas de Petri com meio
Agar mitis salivarius com bacitracina, telurito de potassio e sacarose (experimento feito
em triplicata para cada um dos tipos de leite). As placas foram incubadas em jarras de
Gaspak a 37°C por 48 horas (Figura 4).

Figura 4: 25yl de solugao diluida a 107 semeada em meio agar mitis salivrius
3. RESULTADOS:

Apds 48 horas de crescimento de S. mutans e de L. casei, observou-se
crescimento uniforme em todas as seis placas, ndo sendo observado nenhum halo de
inibicdo ao redor dos cinco tipos de leite (Figura 5).

Figura 5: Verificag&o dos halos de inibig&o, de cima para baixo, para S. mutans e L. casei

N&do houve crescimento de biofilme nas membranas ap6s 48 horas embebidos em
meio BHI e em regime intermitente nos cinco tipos de leite (Figura 6). O resultado
provavelmente deve-se ao pouco tempo (48h), de cultura do biofilme ja& que nao foi
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observado crescimento nem nos discos-teste nem nos discos-controle. De acordo com
Van de Sande et al. (2011) o crescimento de biofilme nessas condi¢cbes requer um tempo
de 10 dias. A dificuldade de se obter o enriquecedor de mucina (DMM), cujo autor utilizou,
contribuiu também ao insucesso, uma vez que foi realizado com meio BHI. Conforme
Prestes (2001) em sua metodologia, com 48h obteve-se resultado, assim, este trabalho
seguiu como o tempo utilizado por este autor.

Figura 6: Insucesso do crescimento bacteriano apos 48h.

Erickson (1999) verificando a fermentacdo e o crescimento bacteriano do leite
materno com a capacidade tampao do mesmo mostrou que nao houve crescimento
significativo de bactérias cariogénicas, porém com a suplementacdo de sacarose,
verificou a formagéo de carie em 3,2 semanas.

Sendo assim, reflita-se o conhecimento materno sobre a cariogenicidade do leite
associado ao acgucar e a higiene oral. Cruz et al. (2004) ao realizar um estudo, por meio
de um questionario, concluiu que poucas maes entrevistadas receberam orientacoes
sobra a higiene bucal do bebé.

4. CONCLUSAO:

Nenhum dos tipos de leite testados teve a capacidade de inibir o crescimento de S.
mutans e de L. casei. Por outro lado, o crescimento bacteriano nao foi maior ao redor dos
discos com os diversos tipos de leites. J& 0 modelo para crescimento de biofilme testado
neste estudo ndo demonstrou alcancar sucesso. Ajuste sdo necessarios para verificar se
algum dos cinco tipos de leites testados pode interferir no processo de formacdo de
biofilme por S. mutans. Este trabalho dara continuidade seguindo metodologia de Van de
Sande et al. (2011) para que sejam completados os 10 dias.
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