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Baixa prevaléncia de sorotipos de Streptococcus mutans e maus
habitos alimentares em estudantes universitarios de odontologia:
sorotipos de Streptococcus mutans e carie em estudantes de
odontologia

Low prevalence of Streptococcus mutans serotypes and poor eating habits in
undergraduate dental students: Streptococcus mutans serotypes and caries
in dental students
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RESUMO

A prevaléncia de carie no sudeste do México entre pessoas de 20-24 anos ¢ de 83,5%. Seu desenvolvimento ¢ multifatorial,
podendo incluir dieta cariogénica, higiene oral precaria e educa¢do em satde limitada. O presente estudo preliminar
longitudinal, simples-cego e de amostragem nao probabilistica buscou avaliar a higiene oral, a prevaléncia de Streptococcus
mutans ¢ a frequéncia de caries em estudantes de odontologia. Participaram 67 estudantes no primeiro semestre ¢ 54
no acompanhamento no segundo semestre. Questionarios autoaplicaveis obtiveram informagdes sobre habitos de higiene
oral. Realizou-se CPOD para detectar carie, cultura de placa supragengival do dente higido 46 ¢ PCR com primers
especificos para S. mutans e seus sorotipos. O alto consumo de bebidas agucaradas excedeu 74%, a técnica de escovagdo
de Bass foi a mais conhecida e a prevaléncia geral de carie foi de 54%; o indice CPOD foi de 3,34 e 3,30 no primeiro e
segundo semestres, respectivamente. O nimero de crescimento de colonias em agar Mitis Salivarius foi maior no primeiro
semestre (Z=-4,8, p<0,0001). A prevaléncia de S. mutans baseada em cultura foi de 85% e 44% no primeiro e segundo
semestres, respectivamente. Em contraste, a confirmagdo por PCR mostrou taxas de prevaléncia de 41% e 37% para os
mesmos periodos, com o sorotipo ¢ representando 80%. Os estudantes de odontologia exibiram alto consumo de agtcar.
A prevaléncia de carie e S. mutans foi menor que a relatada para a populagdo geral e nenhuma associagdo clara entre S.
mutans e carie foi observada.
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ABSTRACT

The prevalence of caries in southeastern Mexico in individuals aged 20 to 24 is 83.5%. Caries development is multifactorial,
including a cariogenic diet, poor oral hygiene, and limited health education. This preliminary longitudinal, single-blind
study, utilizing non-probability sampling, aimed to evaluate oral hygiene, Streptococcus mutans prevalence, and caries
frequency in undergraduate dental students. Sixty-seven students in their first semester and fifty-four in their second
semester follow-up participated. Self-administered questionnaires gathered data on oral hygiene habits. Additionally, caries
diagnosis using DMFT, supragingival plaque culture from tooth 46, and PCR with specific primers for S. mutans and
its serotypes were performed. Over 74% of participants reported a high consumption of sugary beverages, and the Bass
brushing technique was the most known. The overall caries prevalence was 54%. The DMFT index was 3.34 and 3.30 in
the first and second semesters, respectively. Colony growth on Mitis-Salivarius agar was significantly higher in the first
semester (Z=-4.8, p<0.0001). Culture-based prevalence of S. mutans was 85% and 44% in the first and second semesters,
respectively. In contrast, PCR confirmation showed prevalence rates of 41% and 37% for the same periods, serotype ¢
accounting for 80%. Undergraduate dental students exhibited high sugar consumption. The prevalence of caries and S.
mutans was lower than that reported for the general population, and no significant association between S. mutans and caries
was observed.

Keywords: Oral care. Serotypes. Streptococcus mutans.

INTRODUCAO
As doengas bucais sdo prevalentes no México, de modo
que a presenca de residuos e/ou calculo dentario mostra-se como

brasileiro demonstra que uma renda média mais alta esta associada
ao menor risco de carie dentaria, enquanto a baixa escolaridade

um indicador significativo de ma higiene bucal, o que predispde
os individuos a caries e outras condi¢des bucais. De acordo com
a Dire¢do Geral de Epidemiologia do Ministério da Saude do
México, em 2021, 40% dos individuos com idade entre 20 ¢ 24
anos demonstravam uma higiene bucal aceitavel com base no
indice de Higiene Bucal Simplificado (SOHI). Por outro lado,
60% apresentavam residuos e/ou calculo dentario. Além disso,
a prevaléncia de carie nesse grupo etario era de 83,5% (INEGI,
2020).

A carie dentaria é uma doenga cronica ¢ multifatorial,
influenciada por fatores como dieta cariogénica, higiene bucal
deficiente, educacdo sanitaria limitada, suscetibilidade do
hospedeiro e composi¢do da microbiota do biofilme (Duque-
de-Estrada-Riveron, Pérez-Quifionez & Hidalgo-Gato-Fuentes,
2006; Garcia-Cortés et al., 2014; Petersen et al., 2005). Um estudo
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materna e a ma percepgdo da propria saude bucal estdo associadas
aum risco aumentado de carie dentaria (Ruffo, Toledo & Machado,
2022). Crises econdmicas afetam individuos desempregados,
que tém maior probabilidade de sofrerem com carie dentaria e
dentes ausentes. Individuos da classe trabalhadora correm maior
risco de extracdes dentarias, ao passo que pessoas com nivel de
escolaridade intermediario apresentam maior probabilidade de
mobilidade dentaria (Méndez, Roman-Montero, Miguel, Rojo &
Loépez, 2022).

A educagdo em saude ¢ a higiene bucal tém sido
amplamente estudadas em diversas populagdes, incluindo
estudantes de odontologia, que frequentemente apresentam
higiene bucal deficiente ¢ com inflamacdo gengival variando de
30% a 66% (Aguilar-Diaz et al., 2021; Kawamura, Spadafora,
Kim & Komabayashi, 2002; Qian et al., 2022).
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A transicdo de uma condicdo dental/bucal saudavel
para uma condi¢do de adoecimento ocorre quando a composi¢ao
do biofilme dental muda para uma comunidade microbiana
produtora e tolerante a acidos. Estudos de metatranscriptomica
revelaram microbiotas especificas para cada tecido. Por exemplo,
em lesdes de carie no esmalte dentario, ¢ observada a presenca
de Streptococci, Rothia, Leptotrichia e Veillonella em niveis mais
elevados, enquanto Lactobacillus, Shlegelella, Pseudoramibacter
e Atopobium sao mais tipicamente associados a lesdes na dentina.
Em caries no esmalte, os Streptococci representaram 40% da
comunidade total (Simon-Soro, Guillén-Navarro & Mira, 2014).

Estudos identificaram uma abundancia relativa de
Lactobacillus, Actinomyces, Prevotella ¢ Mitsuokella em dentes
com carie (Marsh, 2018). Embora a bactéria Streptococcus mutans
esteja implicada no desenvolvimento da carie e na formagdo do
biofilme cariogénico, ela constitui apenas de 0,02% a 0,73% do
total da comunidade bacteriana (Marsh, 2018; Simoén-Soro et
al., 2014). Apesar de sua baixa abundancia relativa, a S. mutans
continua sendo um agente etiologico chave na carie dentaria
humana devido a sua capacidade de formar biofilmes aderentes
e produzir acido latico, causador da erosao do esmalte dentario.

A S, mutans produz ativamente as enzimas
glicosiltransferases extracelulares, que sdo cruciais para a sintese
de polissacarideos extracelulares insoltiiveis. Esses polissacarideos
desempenham um papel vital na formagao do biofilme, facilitando
a adesdo a superficie do dente (Beighton, 2005; Goémez-
Garcia, Lopez-Vidal, Pinto-Cardoso & Aguirre-Garcia, 2022;
Kristoffersson et al., 1985; Loesche, 1986; Mattos-Graner, Klein
& Smith, 2014; Wu et al., 2022).

A bactéria S. mutans ¢ classificada em quatro sorotipos
clinicos (c, e, f'e k), com base na presenca de polissacarideo de
ramnose-glicose em sua parede celular (Qin et al., 2003; Shibata et
al., 2003). Os sorotipos ¢ e e sdo responsaveis por 90% dos casos
clinicos, sendo o sorotipo ¢ 0 mais prevalente (Zheng et al., 2023).
Os sorotipos f e k s3o mais invasivos para as células endoteliais
humanas. Além disso, o sorotipo k pode interferir na agregagio
plaquetaria, o que pode levar a acidentes vasculares cerebrais
hemorragicos (Abranches et al., 2011).

A distribuigo dos sorotipos de S. mutans varia de acordo
com a raga, populagdo, idade e contexto cultural. Por exemplo, um
estudo com criangas afro-americanas em areas rurais do Alabama
relatou uma prevaléncia de 98% do sorotipo ¢, associado aos
maiores indices de carie em criangas mais velhas. O sorotipo k, por
sua vez, foi estatisticamente mais prevalente em meninas (Momeni
et al., 2019). Em contraste, um estudo com criangas iranianas e
afegds encontrou uma prevaléncia de 47,5% do sorotipo c e 8,1%
do sorotipo k (Elyassi, Babaeekhou & Ghane, 2022).

Estudos em diversas populagdes tém demonstrado
consistentemente variagdes na distribui¢do dos sorotipos de
S. mutans. Em criangas colombianas, o sorotipo ¢ foi o mais
prevalente, com 73%, seguido do sorotipo f, com 16,3%, ¢ do
sorotipo e, com 10,5% (Rincon-Rodriguez, Parada-Sanchez,
Bedoya-Correa & Arboleda-Toro, 2019). De forma semelhante,
em uma populagdo jovem da Galicia, o sorotipo ¢ predominou
com 86%, enquanto os sorotipos e, k ¢ f representaram 8%, 3%
e 2%, respectivamente (Rosero, Prado, Guirao & Santos, 2020).

Entre criangas em idade escolar de Cordoba, na Argentina,
o sorotipo ¢ foi novamente o mais prevalente, com 53,2%, seguido
dos sorotipos e, f'e k, com 31,9%, 8,5% e 6,4%, respectivamente
(Carletto-Korber, Gonzalez-Ittig, Jimenez & Cornejo, 2015). Ja
em criangas japonesas, o sorotipo ¢ representou de 70% a 80% dos
isolados; o sorotipo e representou 20% e os sorotipos f'¢ k, menos
de 5% cada (Nakano & Ooshima, 2009). Por fim, em adultos
italianos com diabetes, 82% dos isolados eram do sorotipo ¢. O
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sorotipo k nao foi detectado (Angelis et al., 2016).

Dados existentes sugerem fortemente que a diversidade e
a prevaléncia bacteriana sdo significativamente influenciadas por
raca, idade, dicta, geografia e contexto cultural. Até o momento,
nenhum estudo foi realizado no sudeste do México, onde
predominam as populagdes mesti¢a e maia. O historico genético
da diversidade de HLA em populagdes humanas € relevante porque
os loci de HLA podem desempenhar um papel na resposta imune
a patogenos infecciosos e na inflamag@o. Nesse mesmo sentido,
pesquisas recentes indicaram que a populacdo maia de Yucatan e
Chiapas, no México, pode ser agrupada em um clado especifico
(Barquera et al., 2020; Moreno-Estrada, 2014). O presente estudo
teve como objetivo determinar os habitos de higiene bucal e
a prevaléncia de S. mutans e seus sorotipos em estudantes de
odontologia em Campeche, no México.

MATERIAIS E METODOS
Amostra e delineamento do estudo

Este estudo foi conduzido na Faculdade de Odontologia
da Universidade Autonoma de Campeche (UACAM), México.
Dos 145 estudantes do primeiro semestre, 67 aceitaram participar;
jé em se tratando do segundo semestre, apenas 54 completaram
o acompanhamento. Todos os voluntarios receberam informagdes
detalhadas sobre o estudo antes da inclusdo. O consentimento,
informado por escrito, foi obtido de cada participante,
detalhando os objetivos da pesquisa, os beneficios profissionais,
e garantindo a confidencialidade. Os critérios de inclusdo foram:
estudantes de odontologia do primeiro semestre (linha de base)
e aqueles que continuaram no acompanhamento do segundo
semestre. Os critérios de exclusdo foram: doengas autoimunes,
imunodeficiéncia, tratamento odontologico ou terapia com
antibidticos em andamento, gravidez ¢ doenga periodontal grave.

A amostragem foi por conveniéncia, ou seja, nao
probabilistica. Todos os procedimentos seguiram os padrdes éticos
da Declaracdo de Helsinque de 1964. O protocolo de pesquisa foi
aprovado pelo Comité de Pesquisa e Etica da UACAM (registros
UACAM-080/UAC/2023 e CBI-08-2023-12). A presente pesquisa
seguiu as diretrizes STROBE (Elm et al., 2007).

Questionarios autoaplicaveis foram usados para coletar
dados socioecondmicos, comportamentais ¢ demograficos dos
participantes. Os questionarios incluiam perguntas sobre habitos
alimentares (tipos de refei¢des e frequéncia de consumo de bebidas
acucaradas e lanches) e higiene bucal (técnicas de escovagdo:
Bass, Bass modificado, Charter, Stillman; frequéncia do uso de
fio dental e visitas ao dentista), conforme descrito anteriormente
(Lara-Capi et al., 2018).

Diagnose de carie: todos os participantes foram
submetidos a exames bucais realizados sob Iuz natural, utilizando
um espelho plano numero cinco. Dois dentistas qualificados
examinaram ¢ confirmaram, de forma independente, a presenga
de carie dentaria com base no indice CPOD (Cariado, Perdido e
Obturado).

Isolamento de estreptococos a partir de amostras clinicas

Amostras de placa supragengival foram coletadas da
superficie vestibular do dente 46 com uma cureta estéril, raspando
a superficie do esmalte, e transferidas para um tubo contendo 500
ul de caldo tioglicolato. Uma amostra de 25 pl do caldo inoculado
foi entdo semeada em agar Mitis-Salivarius (MSA), suplementado
com 20% de sacarose e bacitracina, para o isolamento e
identificago de S. mutans.

O agar Mitis-Salivarius (MSA) foi preparado dissolvendo-
se 90 g de MSA e 150 g de sacarose em 1000 ml de agua destilada.
Apos a autoclavagem e resfriamento a 50 °C, foram adicionados
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1000 pl de solugdo de telureto a 1% e 1000 pl de bacitracina a 3
mg/ml. As placas de agar foram vertidas ¢ deixadas para solidificar
durante a noite, a uma temperatura ambiente, e isso foi seguido por
uma incubagdo de 24 horas a 37 °C para confirmar a esterilidade.
A partir das amostras de placa supragengival coletadas nos tubos
com 500 pl de caldo tioglicolato, uma aliquota de 25 pl foi semeada
em MSA e incubada em 5% de CO, a 37 °C por 48 horas.

S. mutans (ATCC 25175) foi incluido como controle
positivo em cada experimento. Apds a incubagdo, as colonias
que exibiam morfologia semelhante a de S. mutans (por exemplo,
aparéncia de vidro fosco, margens irregulares, coloragdo preto/
azulada, crescimento enraizado e formagdes em estrela) foram
contadas. Colonias com morfologias diferentes também foram
contadas.

Identificacao de bactérias

Cinco colonias com morfologia de S. mutans de cada
placa positiva foram selecionadas e transferidas para 5 ml de meio
BHI por 48 horas. Apds a incubagéo, 2 ml da suspensdo bacteriana
foram centrifugados para formar um pellet. O pellet foi transferido
e ressuspenso em outro tubo com 300 ul de solugdo de lise. As
amostras foram mantidas congeladas a -20 °C até o uso.

Os tubos contendo a solug¢do de lise foram incubados
com lisozima por uma hora, a 37 °C. Apos a adigdo de 80 pul de
solugdo de lise nuclear (Promega), as amostras foram incubadas
a 80 °C por cinco minutos, o que foi seguido pela adigdo de 60
ul de solugdo de precipitagdo de proteinas e incubagdo a 4 °C,
igualmente, por cinco minutos (Promega). As proteinas e os
residuos celulares foram removidos por centrifugacdo a 16.000
x g por trés minutos, ¢ o sobrenadante foi transferido para um
novo tubo para a precipitagdo do DNA com alcool isopropilico.
O pellet de DNA foi coletado por centrifugacdo a 16.000 x g
por 20 minutos. Apos lavar o DNA com etanol 70%, o pellet foi
dissolvido e ressuspenso em 20 pl de solugdo de DNA (Promega)
e armazenado a -20 °C até o uso.

Todas as amostras foram verificadas quanto a presenga
de DNA utilizando primers especificos para o0 RNA ribossémico.
Foram usados os primers U16S-3-F (5’-TCC TAC GGG AGG
CAG CAG T-3’) e Ul6S-4-R (5’-GGA CTA CCA GGG TAT
CTA ATCCTG TT-3’), que amplificam um produto de 466 bp. As
condigdes da PCR foram: 95 °C por cinco minutos (desnaturacao),
seguidos por 35 ciclos de 95 °C por 15 segundos, 55 °C por 45
segundos (annealing), e 72 °C por 45 segundos (extensdo), com
uma extensdo final a 72 °C por dez minutos (Zeng et al., 2020).

Identificacio de Streptococcus mutans

As amostras positivas para o gene ribossomal foram
analisadas para a presenga de S. mutans utilizando dois conjuntos de
primers especificos, que visam o /ocus htrAeumaregido intergénica.
Os primers Sm479F (5’-TCGCGAAAAAGATAAACAAACA-3)
e Sm479R (5’-GCCCCTTCACAGTTGGTTAG-3") foram usados
para amplificar um produto de 479 bp. As condigdes da PCR foram:
95 °C por cinco minutos (desnaturagio), seguidos por 35 ciclos de
95 °C por 15 segundos, 55 °C por 30 segundos (annealing) e 72
°C por um minuto (extensao), com uma extensdao final a 72 °C por
dez minutos (Chen et al., 2007).

A segunda PCR para S. mutans foi realizada com primers
especificos e desenhados a partir do gene gtfB. Os primers
mut3368-F (GCC TAC AGC TCA GAG ATG CTA TTCT) e
Smut3481-R (GCCATA CAC CACTCATGAATT GA) produzem
um amplicon de 114 bp. As condigdes da reagdo de PCR foram:
desnaturacdo do DNA a 94 °C por cinco minutos, seguida por 25
ciclos de 94 °C por 15 segundos, 55 °C por 30 segundos ¢ 72 °C
por um minuto (Yoshida et al., 2003).
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Identificacio de sorotipos de Streptococcus mutans

Os seguintes pares de primers foram utilizados para
amplificar sorotipos especificos de S. mutans: SC-F/SC-R (sorotipo
¢), produzindo um amplicon de 727 bp; SE-F/SE-R (sorotipo e),
produzindo um amplicon de 517 bp; SF-F/SF-R (sorotipo f),
produzindo um amplicon de 316 bp; e CEFK-F/CEFK-R (sorotipo
k), produzindo um amplicon de 294 bp (Qin, 2003; Shibata, 2003;
Zheng, 2023).

A mistura de PCR consistiu em 0,2 mM de cada
desoxirribonucleotideo trifosfato, 2 mM de MgCl,, 10 mM de
tampao Tris-HCI (pH 8,3), 50 mM de KCI, 50 pMol de cada
primer, 2 uL. de DNA molde e 2,5 U de Tag DNA polimerase. A
mistura foi submetida a uma desnaturacao inicial do DNA a 96 °C
por dois minutos, seguida por um total de 25 ciclos de PCR, em
que cada ciclo consistiu em 15 segundos a 96 °C, 30 segundos de
annealing a 61 °C e um minuto a 72 °C.

Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em
gel de agarose. Amplicons maiores que 300 bp foram resolvidos
em géis de agarose a 1,5%, enquanto amplicons menores que 200
bp foram resolvidos em géis de agarose a 3%. Uma amostra de 15
pL foi carregada em cada pogo, ¢ a eletroforese foi realizada a 80
mA e 100 V por 30-45 minutos. Cada gel incluiu um controle em
branco e S. mutans ATCC 25175 como controle positivo. Os géis
foram corados com brometo de etidio, descorados e visualizados
sob luz UV.

Analise estatistica

Os dados descritivos foram apresentados como
porcentagens ¢ frequéncias. As comparagdes ndo paramétricas
foram realizadas utilizando o teste do qui-quadrado para variaveis
categoricas (nivel de significancia p < 0,05). A analise bivariada
incluiu o teste de Wilcoxon para dados pareados ordinais e
quantitativos. Os dados foram analisados com os programas SPSS
(versdo 15) e GraphPad Prism (versdo 10.2).

RESULTADOS E DISCUSSAO

No que se refere aos estudantes do primeiro ano,
67 participaram inicialmente, dos quais 54 completaram o
acompanhamento. A idade média foi de 18,1 anos (DP = 1,09)
para o grupo inicial ¢ 18,7 anos (DP = 1,13) para o grupo de
acompanhamento. No primeiro semestre, 40 (60%) participantes
eram do sexo feminino e 27 (40%) do sexo masculino. No
acompanhamento, 67% eram mulheres e 33% eram homens.

Emsetratando denossauniversidade publica, os estudantes
de odontologia e medicina geralmente vém de familias de classe
média a alta, com apenas 10% deles estudando e trabalhando ao
mesmo tempo. Apesar de gozarem de um estilo de vida “melhor”,
seus habitos de saude e alimentares ainda sdo influenciados pela
cultura local. No que diz respeito a amostra do presente estudo,
12% se identificaram como maias e o restante, como mestigos.
Dentro da area de estudo, individuos de ascendéncia maia ainda
representam um demografico significativo, com até 60% de
falantes nativos em certas regides, embora representem 10% da
amostra total.

Na Peninsula de Yucatan, México, os dois principais
grupos populacionais sdo os mestigos e os descendentes de maias. O
historico genético da diversidade de HLA em populagdes humanas
¢ relevante porque os /loci de HLA podem desempenhar um papel
naresposta imune a patogenos infecciosos e na inflamagao. Estudos
recentes indicaram que a populagdo maia de Yucatan e Chiapas,
no México, pode ser agrupada em um clado especifico (Barquera
et al.,, 2020; Moreno-Estrada, 2014). Notavelmente, durante a
recente pandemia da Covid-19, alelos de HLA, protetores contra a
Covid-19 grave, foram relatados na populagdo maia (Hernandez-
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Doiio et al., 2022). Por outro lado, pacientes com alelos amerindios
autoctones de Chiapas, no México, demonstraram uma propensao
a taxas elevadas de Lupus Eritematoso Sistémico (Garcia-Silva
et al., 2021). Portanto, a presente investigacdo se revela bastante
importante, tendo em vista que a prevaléncia de S. mutans e seus
sorotipos em popula¢des mesticas e maias de Yucatan, México,
ainda nao foi documentada.

Mais de 74% dos estudantes relataram alto consumo de
bebidas agucaradas no primeiro semestre, habito que diminuiu
para 58% na etapa de acompanhamento. Infelizmente, o México
tem o maior consumo mundial de Coca-Cola. No que concerne
a populagdo do presente estudo, 43,9% relataram consumir esse
tipo de bebida agucarada, seguido pelo cha preto (19,5%), uma
bebida regional. Menos de 10% consumiam bebidas agucaradas
pela manha, mas quase 70% dos estudantes relataram consumi-
las a noite. Esse habito pode influenciar o crescimento de
microrganismos em individuos com higiene bucal deficiente e a
progressao da cérie.

Consequentemente, um niimero maior de colonias de S.
mutans cresceu no agar Mitis-Salivarius nos estudantes do primeiro
semestre em compara¢do com a avaliagdo seis meses depois. O
teste de Wilcoxon demonstrou uma diferenca estatisticamente
significativa (p <0,0001). Da mesma forma, o horario de consumo
de bebidas agucaradas ndo mostrou diferenga significativa (p =
0,87). Apesar da diminui¢cdo no consumo de bebidas agucaradas
durante o segundo semestre, nenhuma diferenca estatisticamente
significativa foi observada (teste de Wilcoxon, p = 0,1). Assim, 0s
dados sugerem que esses habitos ndo mudaram substancialmente
no geral.

Em contraste, mais de 60% dos estudantes de odontologia
raramente buscaram atendimento odontoloégico profissional,
enquanto menos de 5% relataram procurar servigos odontoldgicos
com frequéncia. Quando questionados sobre as técnicas de
escovagdo, a técnica Bass foi identificada como o método mais
conhecido e praticado, seguida pela Stillman. Ao comparar
esses habitos de satde bucal, ndo foi observada nenhuma
diferenga estatisticamente significativa na busca por atendimento
odontoldgico ou técnica de escovagdo (p = 0,86).

Em relacdo a frequéncia da escovagdo, 50% dos
estudantes do primeiro semestre relataram escovar os dentes apos
as refeigdes. No entanto essa pratica diminuiu consideravelmente
para 5,5% no segundo semestre, embora essa mudanga ndo
tenha sido estatisticamente significativa (p = 0,15). A redugdo
observada no crescimento de colonias semelhantes a S. mutans
no segundo semestre provavelmente resultou dessas mudancas de
héabito, mesmo que a diferenga ndo tenha alcangado significancia
estatistica.

A prevaléncia de carie foi de 54% entre os estudantes de
odontologia examinados (Tabela 1). O indice CPOD foi de 3,34
para o primeiro semestre ¢ 3,30 para o segundo semestre, o que
¢ considerado moderado. A analise estatistica ndo indicou uma
associacao significativa entre a ocorréncia de carie e a frequéncia
de consumo de bebidas agucaradas, consumo de doces, ou procura
de servigos odontologicos.

Ao comparar os habitos alimentares entre os estudantes
do primeiro ¢ segundo semestres, um aumento significativo
no consumo de doces foi observado exclusivamente no grupo
do segundo semestre (teste de Wilcoxon: Z = -5,6, p < 0,05). A
auséncia de diferencas significativas pode ser devido ao tamanho
da amostra, a duragdo da observagdo ¢ a populacdo especifica
estudada, que demonstrou certa consciéncia sobre a satide bucal.

Individuos com higiene bucal inadequada séo suscetiveis
ao desenvolvimento de doengas orais. Mas o conhecimento
devido e a conscientizagdo sobre os riscos da ma higiene bucal
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podem, potencialmente, mitigar problemas de satide bucal. Entre
os estudantes de odontologia do primeiro e segundo semestres,
a prevaléncia de carie dentaria foi de 54%, significativamente
menor do que a média nacional de 83% relatada no México
(INEGI, 2020). Essa diferenga pode ser atribuida ao fato de a
amostra pertencer a um grupo muito especifico, isto ¢, estudantes
de odontologia.

Tabela 1
Dados demograficos de habitos de higiene bucal e de alimentagéo
em estudantes de graduagdo em odontologia.

Primeiro Semestre  Segundo Semestre

Variavel Categoria (n=67) n (%) (n=54) n (%)
Idade Anos (Média + DP) 18,17 £ 1,09 18,78 £ 1,13
Feminino 40 (60%) 36 (67%)
Sexo .
Masculino 27 (40%) 18 (33%)
ger:ecq;fifgo Raramente 17 (25%) 22 (40,7%)
de bebidas Altamente 39 (58%) 23 (42,5%)
Frequentemente 11 (16%) 9 (16,6%)
agucaradas
Frequéncia de Raramente 45 (67%) 37 (68,5%)
consumo de Altamente 20 (29,8%) 14 (25,9%)
doces Frequentemente 2 (3%) 3 (5,5%)
. Manha 9 (13%) 4 (7,4%)
i‘;r:‘i;‘zode Tarde 16 (23,8%) 13 (24,0%)
Noite 42 (62,6%) 37 (68,5%)
Busea por Nio 8 (13,4%) 6 (11,1%)
aton dirflemo Raramente 34 (50,7%) 22 (40,7%)
odontolégico Regularmente 21 (31%) 23 (40,7%)
& Frequentemente 5 (7,4%) 3(5,5%)
Bass 43 (64%) 34 (62,9%)
Técnica de Charters 6 (9%) 4(7,4%)
escovacao Bass Modificada 7 (10%) 7 (12,9%)
Stillman 11 (16%) 9 (16,6%)
Duas vezes ao dia 24 (35%) 22 (40,7%)
Frequéncia de Apos as refeicdes 35 (52%) 3 (5,5%)
escovacao Trés vezes ao dia 8 (11,9%) 23 (42,5%)
Nenhuma - 6 (11,1%)
Carie Sim 54% 54%

(prevaléncia)

Fonte: Os autores.

Varios estudos exploraram o conhecimento, as praticas
e as percepgOes de saide bucal entre estudantes de graduagdo
em odontologia no México, como exemplificado por um estudo
publicado em 2021 (Aguilar-Diaz et al., 2021). Especificamente,
Aguilar-Diaz et al. (2021) descobriram que estudantes do segundo
ano apresentavam maior frequéncia de praticas preventivas, que
diminuia a medida que avangavam no programa académico.
Todavia, em se tratando do presente estudo, ndo foram observadas
diferencas estatisticas neste aspecto.

A presenca de colonias semelhantes a S. mutans,
caracterizadas por uma aparéncia de vidro fosco, margens
irregulares, colorag@o azul-escura, crescimento enraizado no agar
e morfologia em forma de estrela (Figura 1), foi avaliada em agar
Mitis-Salivarius (MSA).

No grupo inicial de estudantes do primeiro ano, 85%
(57/67) apresentaram crescimento. Seis meses depois, no grupo
de acompanhamento, a taxa de detec¢do diminuiu de maneira
significativa para 44% (24/54). Além disso, a contagem total
de colonias em agar MSB foi substancialmente maior no
grupo de estudantes do primeiro ano em comparagdo com o de
acompanhamento. Essa diferenca foi significativa, conforme
determinado pelo teste de Wilcoxon (Z=-4,8, p <0,0001). Mesmo
considerando que nem todas as colonias eram necessariamente
S. mutans, ficou claro que, no segundo semestre, os estudantes
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apresentaram menor desenvolvimento bacteriano semelhante a S.
mutans.

E notavel que a prevaléncia de colonias semelhantes a S.
mutans foi de 85% entre os estudantes de odontologia do primeiro
semestre, diminuindo para 44% seis meses depois. Embora o agar
Mitis-Salivarius (MSA) seja amplamente utilizado em pesquisas
clinicas e epidemiolégicas, ele ndo ¢ seletivo apenas para S.
mutans. Consequentemente, outras espécies bacterianas, como S.
sobrinus, S. anginosus, Phytobacter, S. epidermidis ¢ E. kobel,
também sdo capazes de crescer nesse meio de cultura.

Por conseguinte, ¢ imperativo ter cautela durante a
quantificagdo de unidades formadoras de colonias (UFC) para
evitar a superestimacdo potencial das populacdes de S. mutans,
visto que nem todas as colonias que se desenvolvem em agar
MSB sdo atribuiveis a S. mutans. O uso de métodos moleculares,
como a PCR, ¢ 1til para essa diferenciagdo (Zeng et al., 2020).

Além disso, pesquisas indicam que aproximadamente
57% das UFCs observadas em agar MSB podem corresponder a
espécies de estreptococos que ndo sdo S. mutans (Shibata et al.,
2003). Vale destacar que esse estudo confirmou a identidade das
colonias semelhantes a S. mutans por meio de PCR. A comparagao
entre os dois procedimentos revelou uma sensibilidade de 100%,
especificidade de 73%, um valor preditivo positivo de 56% e um
valor preditivo negativo de 100%.

Ao contrario do esperado, ndo houve correlagdo ou
diferenga estatisticamente significativa entre a presenca de carie
e a presenca de S. mutans. Ndo obstante, o paradigma da etiologia
da carie mudou: ela ndo ¢ mais atribuida a um Unico patogeno
(como S. mutans), mas entendida como uma consequéncia da
disbiose ecoldgica no microbioma oral.

O consumo frequente de agticar impulsiona a sele¢do de
espécies acidogénicas e acidofilicas, resultando na diminuigdo da
diversidade microbiana ¢ em um ambiente acido que promove
a desmineralizacdo. Como consequéncia, as estratégias de
prevencgdo e tratamento estio evoluindo para focar na restauragio
da homeostase oral, afastando-se da ecliminagdo microbiana
completa via antibioticos ou da agdo direcionada a patégenos
especificos. Isso envolve fomentar uma microbiota saudavel
e modular o ambiente bucal para melhorar a remineralizagdo e
controlar o crescimento de patogenos (Ballon-Salcedo, Cacya-
Apaza & Valdivia-Silva, 2021).

As colonias bacterianas foram submetidas a analise por
PCR usando conjuntos de primers que visam o gene gtfB ¢ o locus
htrA de S. mutans. No grupo inicial de estudantes de odontologia
do primeiro semestre, o gene gtfB foi detectado em 40,2% (27/67)
das amostras, resultando em um produto de 114 bp. O locus htr4
foi identificado em 35,8% (24/67) das amostras, gerando um
amplicon de 479 bp. Seis meses depois, a prevaléncia diminuiu
significativamente, com o gene g¢/B detectado em 22,2% (12/54)
e o locus htrA em 18,5% (10/54) das amostras (Figura 2).

Em vista disso, ferramentas de diagndstico molecular,
como a PCR, que emprega primers especificos para genes de S.
mutans, representam uma abordagem mais precisa e confiavel
em comparagdo com o agar MSB, que exibe um valor preditivo
positivo de 56%. Utilizando ensaios de PCR especificos, a presente
investigagdo demonstrou uma prevaléncia de S. mutans de 41%
nos estudantes do primeiro semestre, que diminuiu para 37% apds
um intervalo de seis meses. Em um contexto comparativo, um
estudo recente relatou uma prevaléncia de 66,7% de S. mutans em
adultos indianos, de 18 a 35 anos, com carie dentaria e de 42,7%
em individuos sem carie dentaria (Praveen et al., 2024).

Cabe ressaltar que a prevaléncia de S. mutans observada
na amostra do presente estudo ¢ menor que a documentada
anteriormente em outras populagdes. Uma potencial explicacio
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para essa discrepancia reside nas diferentes origens genéticas e/
ou em variaveis de saude bucal, sociais e econdmicas quando
comparadas as de estudantes de odontologia.

Figura 1

Imagens representativas do crescimento de colonias semelhantes
a Streptococcus mutans em agar Mitis-Salivarius (MSA) a partir
de placa supragengival de dentes saudaveis.

4 ¥

Fonte: Os autores.

Nota. Coldnias com aspecto de vidro fosco, margens irregulares, coloragdo azul-
escura, crescimento enraizado no agar e formato de estrela, foram consideradas
como S. mutans.

A porcentagem total de testes de PCR positivos foi de
41,7% (28 de 67) para estudantes do primeiro semestre e 24% (13
de 54) para estudantes do segundo semestre. A identificacao de S.
mutans baseada em PCR, usando primers que visam o gene gtfB,
demonstrou maior sensibilidade em comparagdo com os primers
que visam o locus htrA.

Assim € que essa investigagdo revelou uma prevaléncia
geral de S. mutans de 39% e uma prevaléncia de carie dentéria de
54% entre estudantes de graduacdo em odontologia no México.
Entretanto, uma observagao significativa revelou que apenas 21%
dos estudantes diagnosticados com carie também apresentavam
S. mutans.

Esses dados sugerem que a prevaléncia de S. mutans
depende fortemente da populagdo especifica em estudo. Em
contraste, dados da Dire¢@o Geral de Epidemiologia do Ministério
da Saude do México (INEGI, 2020) indicam uma prevaléncia de
carie dentaria de 83,5% na mesma faixa etaria.

Esses achados contrastantes reforcam a ideia de que a
prevaléncia de S. mutans € significativamente afetada pelo nivel
de educagdo prévia em satde bucal.

Ap0s o isolamento de colonias com resultados positivos
para o gene gtfB ou o locus htrA de S. mutans, a amplificagdo por
PCR foi realizada para a identificagdo dos sorotipos.

O sorotipo ¢ foi predominante, representando 75%
dos isolados em estudantes do primeiro semestre ¢ 85% nos do
segundo semestre, gerando um amplicon de 727 bp. O sorotipo
e foi identificado em 25% e 15% dos isolados, respectivamente,
resultando em um amplicon de 517 bp.

E notavel que os sorotipos f'e¢ k ndo foram detectados na
populagio estudada (Figura 3). Em se tratando do estudo em tela,
o sorotipo ¢ foi identificado como predominante, com taxas de
prevaléncia variando de 75% a 85%. O sorotipo e, por sua vez,
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exibiu taxas de prevaléncia entre 15% e 25%.

Os dados dessa investigacao se assemelham aos relatados
em populagdes japonesas, cuja prevaléncia do sorotipo ¢ varia
de 70% a 80% (Nakano & Ooshima, 2009), e em populagdes da
Galicia, com uma prevaléncia de 86% para o sorotipo ¢ (Saltos
Rosero et al., 2020). No entanto, os resultados da presente
pesquisa diferem daqueles observados em populagdes iranianas
e argentinas, nos quais a prevaléncia do sorotipo ¢ foi de 47,5%
e 53,2%, respectivamente (Carletto-Korber et al., 2015; Elyassi
et al., 2022).

Esses achados corroboram coletivamente a premissa de
que a prevaléncia dos sorotipos de S. mutans ¢ significativamente
influenciada por fatores como raga, idade, localizagdo geografica
e contexto cultural.

Apesar da auséncia de evidéncias conclusivas sobre a
relevancia clinica dos sorotipos de S. mutans, a pesquisa existente
indica que a varia¢do de sorotipos, ou a origem genética, pode
desempenhar um papel na modulagido da formagdo do biofilme,
especificamente em relagdo as propriedades aciduricas e as
respostas a privagdo de nutrientes (Bedoya-Correa, Rincon-
Rodriguez, & Parada-Sanchez, 2021).

Figura 2

Imagens representativas de produtos de amplificagdo por PCR do
crescimento de coldnias semelhantes a Streptococcus mutans em
agar Mitis-Salivarius (MSA).

Fonte: Os autores.

Nota. A imagem da esquerda mostra o amplicon de 479 bp obtido com o conjunto
de primers que visam o locus htrA, ja a da direita mostra o amplicon de 114 bp
gerado por primers especificos para o gene g#fB. Branco B, controle positivo +.

Figura 3
Imagens representativas de produtos de amplificagdo por PCR
para sorotipos de Streptococcus mutans.

Fonte: Os autores.

Notas. O painel da esquerda corresponde ao sorotipo ¢, que produz um amplicon
de 727 bp; o painel da direita corresponde ao sorotipo e, que produz um amplicon
de 517 bp. B € o branco, + controle positivo.
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CONCLUSAO

Este estudo preliminar, conduzido por meio de uma
amostra com estudantes de graduacdo em odontologia de
origens maia ¢ mestica no sudeste do México, demonstra
habitos alimentares subdtimos, caracterizados por um consumo
elevado de agtcar. A PCR confirmou que metade das colonias
semelhantes a S. mutans eram a bactéria, resultando em uma
prevaléncia geral de 39%. A prevaléncia de cérie observada, de
54%, foi notavelmente menor do que a taxa de 83% relatada para
a populagdo geral. Além disso, nenhuma correlagdo perceptivel
foi estabelecida entre a presenca de S. mutans e a ocorréncia de
carie, provavelmente devido ao tamanho da amostra estudada.
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