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Baptista IMC. Identificagdo de patdbgenos da cavidade bucal no lavado
broncoalveolar de pacientes sob ventilagdo mecénica [tese]. Sdo José dos Campos
(SP): Instituto de Ciéncia e Tecnologia, UNESP - Univ Estadual Paulista; 2014.

RESUMO

Pacientes criticos internados em Unidade de Terapia Intensiva (UTI), em sua
maioria, requerem auxilio da Ventilacdo Mecénica Invasiva (VMI). A analise da
diversidade microbiana é fundamental para identificagdo de espécies, ainda
desconhecidas, responsaveis pela Pneumonia Associada a Ventilagdo Mecanica
(PAVM). Os objetivos deste estudo foram: a) Estudar a diversidade microbiana
presente na cavidade oral e no BAL (mini-BAL) de pacientes internados em UTI sob
VMI, através da técnica Checkerboard DNA-DNA Hybridization; b) Avaliar se o perfil
microbiano presente na cavidade oral esta presente no Lavado Bronco Alveolar
(mini-BAL), em diferentes periodos de tempo da VMI (12 h, 48 h, 96 h) e na
extubacao; c) Detectar a presenca de espécies bacterianas circulantes na corrente
sanguinea de pacientes internados em UTI sob VMI através dos resultados de
hemocultura. Participaram do estudo 10 pacientes criticos internados em UTI sob
VMI. As amostras foram coletadas no dorso da lingua, espaco subgengival, no BAL,
no aspirado endotraqueal e canula de intubacéo orotraqueal. Foi possivel identificar
a presenca de espécies bacterianas no BAL/aspirado endotraqueal, inclusive com
aumento da carga bacteriana com o tempo prolongado de Intubacao orotraqueal
(I0T), 48 h e 96 h; e em relagdo a mucosa oral e espaco subgengival também foi
possivel observar ja nas primeiras 12 h a presenca de espécies bacterianas no BAL,
estes achados apresentaram associagdo com PAVM e com resultados de
hemocultura positiva. As bactérias isoladas na hemocultura foram S auerus, S
epidermides, P aeruginosa. Houve associa¢ao de febre com PAVM e hemocultura
positiva. Concluiu-se que durante a IOT, espécies bacterianas migram rapidamente
para as vias aéreas inferiores, podendo contribuir para a fisiopatogenia da PAVM,
houve associagdo de PAVM com Enterococcus faecalis, Fusobacterium
periodonticum, Gemella morbillorum, Neisseria mucosa, Propionibacterium,
Prevotella melaninogenica, Streptococcus oralis, Streptococcus sanguinis,
Treponema denticola, Treponema socransckii, Veillonella parvula e nao houve
associagao entre PAVM e hemocultura positiva.

Palavras-chave: Bactéria. Cavidade Oral. Lavado Broncoalveolar. Pneumonia
Associada a Ventilagdo Mecanica. Unidade de Terapia Intensiva. Método
Checkerboard.



Baptista IMC. Identification of pathogens of oral cavity in bronchoalveolar lavage of
patients under invasive mechanical ventilation [doctorate tesis].Sdo José dos
Campos (SP): Institute of Science and Technology, UNESP - Univ Estadual Paulista;
2014.

ABSTRACT

Critical patients admitted to intensive care unit (ICU), in their majority, require
Invasive Mechanical Ventilation assistance (MV). The analysis of microbial diversity
is fundamental to identifying species, as yet unknown, responsible for Pneumonia
associated with mechanical ventilation (VAP). The objectives of this study were: to
Study microbial diversity) present in the oral cavity and in the BAL (mini-BAL) of
patients hospitalized in ICU under VM by Checkerboard DNA-DNA Hybridization
technique; b) assess whether the microbial profile present in the oral cavity is
present in Broncho Alveolar (mini-BAL), in different time periods of the MV (12 h, 48
‘h, 96 h) and on extubation; c) detect the presence of bacterial species circulating in
the bloodstream of patients hospitalized in ICU under VM through the results of
blood cultures. Participated in this study 10 critical patients admitted to ICU under
MV. The samples were collected on the dorsum of the tongue, subgingival space, in
BAL, endotracheal aspirate and orotracheal intubation cannula. It was possible to
identify the presence of bacterial species in the BAL/endotracheal aspirate, including
with increased bacterial load with the extended time of orotraqueall Intubation (OTI),
48 h and 96 h; and in relation to the oral mucosa and subgingival space has also
been possible to observe in the first 12 h the presence of bacterial species in the
BAL, these findings showed association with VAP and with positive blood culture
results. The isolated bacteria in blood culture were S auerus, S epidermides, P
aeruginosa. There was association with fever and blood culture positive PAVM. It
was concluded that during the OTI, bacterial species migrate quickly to the lower
airways and may contribute to the pathophysiology of VAP. There were associations
between VAP and Enterococcus faecalis, Fusobacterium periodonticum, Gemella
morbillorum, Neisseria mucosa, Propionibacterium, Prevotella melaninogenica,
Streptococcus oralis, Streptococcus sanguinis, Treponema denticola, Treponema
socransckii, Veillonella parvula and there was no association between VAP and
blood culture positive.

Keywords: Bacteria. Oral cavity. Bronchoalveolar lavage. Ventilator-associated
pneumonia. Intensive Care Unit. Checkerboard Method.



1 INTRODUCAO

Pneumonia € a segunda infec¢do hospitalar mais comum e
a principal causa de mortalidade entre as infecgbes adquiridas em ambiente
hospitalar. A aspiracdo de microrganismos da orofaringe para o trato
respiratorio inferior, seguida pela proliferacdo bacteriana e invasao do
parénquima, constitui a via mais importante de desenvolvimento de
pneumonias associadas a ventilagdo mecénica. Podendo ainda estar
associada a inalagdo de aerossbis contaminados ou, menos
frequentemente, por disseminagdo hematogénica originada de um foco a
disténcia (Cavalcanti et al., 2005; Cutler, Davis, 2005).

Pneumonia Associada a Ventilagdo Mecéanica (PAVM) é
caracterizada pelo desenvolvimento da infeccdo pulmonar a partir de 48 h
da Intubacdo Orotraqueal (I0T) e Ventilagcdo Mecénica Invasiva (VMI), até
48 h apo6s a extubacdo. Em pacientes criticos internados em Unidade de
Terapia Intensiva (UTI) com IOT e VMI, a incidéncia de PAVM esta acima
de 78% e o indice de mortalidade varia entre 24% - 76% dependendo da
populacao estudada e da técnica utilizada para o diagnéstico da pneumonia.
Estes numeros impressionam, e ainda podem se elevar quando associados
aos fatores de risco como, baixa imunidade, antibioticoterapia prolongada, e
comprometimento da mucosa oral em pacientes intubados (Bahrani-
Mougeot et al., 2007; Beraldo, Andrade, 2008).

Diferentes sdo as vias de infeccdo propostas na literatura
para PAVM, dentre elas, a aspiracdo da microbiota orofaringea. Aspiracao
de secregbes do trato respiratorio superior é facilitada pela infiltracdo de
secregcbes em volta do tubo traqueal, comprometido pela degluticdo e
posicdo supina do paciente. O acesso de patdgenos pela corrente

sanguinea, seja a partir de cateteres, seja por translocagao bacteriana a
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partir do trato gastrintestinal, também deve ser considerado (Weber et al.,
2007).

A etiologia da PAVM é variavel, dependendo ainda, do
tempo de estabelecimento, duragao de hospitalizagao, populagéo estudada
e conduta hospitalar. Bahrani-Mougeot et al., 2007, analisaram os
microrganismos da cavidade oral e BAL, utilizando o método molecular
clonogagem e sequenciamento e identificou que entre os microorganismos
de maior incidéncia destacam-se: Staphylococcus aureus, Streptococcus
penumoniae e Haemophilus influenzae que séo predominantes no estagio
inicial da PAVM. Bactérias Gram-negativas aerobias, incluindo espécies de
enterobactérias (familia das Enterobacteriaceae), séo relatadas tanto no
estagio inicial quanto em estagio avancado da doenca. Pseudomonas
aeruginosa, e espécies pertencentes aos géneros Acinobacter e
Enterobacter sédo mais frequentes apenas nos estagios mais avancados. No
pds-operatério de pacientes politraumatizados, H. influenzae e S.
pneumoniae sé&o predominantes (Bahrani-Mougeot et al., 2007).

Em Revisédo de literatura, Paju e Scanapeico (2007),
verificaram importante papel de bactérias orais nas infecgbes respiratorias
sugerindo que patdégenos presentes na cavidade oral, Streptococcus
pneumoniae, Haemophilus influenzae e Mycoplasma pneumoniae,
colonizam o trato respiratorio inferior.

Brennam et al. (2004), em revisédo de literatura, revelaram
semelhanga, entre microrganismos colonizadores da cavidade oral e dos
pulmbes. Entre as espécies bacterianas da cavidade oral, as mais
comumente encontradas em PAVM, incluem bacilos Gram-negativos, tais
como, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacteriaceae, e cocos gram-
positivos, principalmente Staphylococcus aureus.

Segundo Beraldo e Andrade (2008), em revisao integrativa
de literatura descreve que, apds a intubacdo a microbiota oral, sofre
alteracdes, aumento de microrganismos e formacao de biofilme a partir de

48hs. Bactérias Gram-negativas sdo frequentemente isoladas tanto no
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biofilme dental, quanto na secre¢éo pulmonar e este biofilme & constituido
por multiplas bactérias como; Pseudomonas aeruginosa, Proteus spp.,
Acinetobacter spp.e Staphylococcus aureus.

Tradicionalmente a identificacdo dos microrganismos em
amostras coletadas de PAVM, é baseada apenas em métodos de cultura
que envolve isolamento, crescimento e identificagdo laboratorial através da
morfologia microbiana e testes bioquimicos. Entretanto, a prevaléncia de
alguns patdégenos pode ser subestimada por esta técnica, pois a mesma,
por conter varias etapas, pode fracassar no isolamento e crescimento de
algumas bactérias, espécies de dificil cultivo, e principalmente, espécies
nao-cultivaveis. Vale ainda ressaltar que, devido as dificuldades na coleta
das amostras, somadas as limitagbes na técnica de cultura, a prevaléncia
de microrganismos anaerébios estritos, também s&o subestimados nos
pacientes com PAVM (Bahrani-Mougeot et al., 2007).

Um dos métodos utilizados na exploracédo de diversidade
microbiana é o checkerboard DNA-DNA hibridizagdo que permite a
investigacdo de multiplas espécies de bactérias em grande numero de
amostras contendo microrganismos. E uma técnica rapida e relativamente
viavel do ponto de vista econémico (Socransky et al., 2004).

A abordagem molecular bacteriana, de amostras
coletadas da cavidade oral e do fluido pulmonar de pacientes internados
em Unidade de Terapia Intensiva (UTl) sob VMI, utilizando o método
checkerboard, podera contribuir para identificagdo da patogenicidade da
PVM, auxiliando no melhor conhecimento de sua fisiopatologia.

O presente estudo vira identificar a diversidade
microbiana presente na cavidade oral e sua presenca no Lavado
Broncoalveolar (BAL) e aspirado endotraqueal, possibilitando analisar sua
relacdo com resultados de hemocultura em pacientes internados em UTI
sob VMI. Avaliara ainda o perfil microbiano nos diferentes periodos de
IOT (12 h, 48 h e 96 h), a associagdao da PAVM com sinal vital Febre,
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além de sua associagdo com a carga bacteriana das sondas de DNA das

especies estudadas.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Pneumonia Associada a Ventilagcdo Mecéanica

Pneumonia €& uma infeccdo aguda dos pulmobes,
caracterizada por sinais e sintomas respiratoérios, como tosse produtiva
evidenciada pela presenca de roncos na ausculta pulmonar, dispneia,
taquipnéia e dores no peito, além de sintomas sistémicos nao-especificos,
incluindo febre, fadiga, dores musculares e falta de apetite. O
estabelecimento da pneumonia ocorre com a invasdo bacteriana,
especialmente  bastonetes = Gram-negativos  (Acinetobacter  spp.,
Staphylococcus aureus, Escherihia coli, Klebsiella spp, Pseudomonas
aeruginosa, Enterobacter spp. e Proteus mirabilis) (Rello, 2005).

O Centro de Controle e Prevengdo de Doencas dos
Estados Unidos refere mecanismos relacionados a pneumonia
nosocomial, como a aspiragcao de patégenos que colonizam a orofaringe,
além da inalagcdo de aerossdis que contém bactérias, e ainda a
transmissdo hematogénica e translocagdo bacteriana do trato
gastrointestinal, sendo a aspiracdo de microrganismos da orofaringe
considerada o fator de maior prevaléncia nesse mecanismo (Brennan et
al., 2004; Paju, Scanapeico, 2007).

A pneumonia hospitalar tem grande incidéncia e esta
relacionada a morbimortalidade. A infecgdo cruzada, aspiragdo de
microrganismos da orofaringe para o trato respiratério inferior e
disseminagao hematogénica séo responsaveis pelo desenvolvimento de
PAVM (Morais et al., 2006). Na literatura, foram relatados casos

demonstrando que a difusdo hematogénica ocorre devido ao grande



19

namero de bactérias provenientes de infeccdo periodontal (Paju,
Scannapeico, 2007; Munro, Grap, 2004). O acesso de patogenos pela
corrente sanguinea, seja a partir de cateteres, ou por outras vias, como
translocacao bacteriana a partir do trato gastrintestinal, também deve ser
considerado. (Brennan et al., 2004; Cutler;Davis 2005; Rosenthal et al.,
2006; Bahrani-Mougeot et al., 2007; Weber et al., 2007).

Segundo as Diretrizes Brasileiras para tratamento das
Pneumonias Adquiridas no Hospital e das Associadas a Ventilagao
Mecénica, (2005), PAVM é uma pneumonia adquirida que ocorre apos 48
- 72 h do inicio da VMI por tubo oro traqueal (TOT), e sédo classificadas
como precoce (ocorre até o quarto dia de VMI por TOT) e tardia (inicia
ap6s o quinto dia de VMI por TOT). O desenvolvimento dessas
pneumonias prolonga o tempo da VM, o tempo de internacdo na UTI,
aumenta as taxas de mortalidade e, consequentemente, os custos
hospitalares, além disto, existem diferencas nas recomendacgdes para a
terapia antimicrobiana, de acordo com a variacdo dos patdgenos e
padrdes de susceptibilidade de drogas.

Nas UTls, a maioria dos diagnodsticos de pneumonias
hospitalares sdo associadas a VM, podendo ocorrer em 10 a 65% dos
pacientes submetidos a VM. As taxas de mortalidade podem variar de
24% a 76% dos casos, inclusive diferindo pouco entre os autores e ainda,
quando esta associada a Pseudomonas spp. ou por Acinetobacter spp., 0
risco de mortalidade destes pacientes varia de 2 a 10 vezes mais, quando
comparados a pacientes sem VMI (Camargo et al., 2004; Heo et al.,
2008).

Segundo  Joseph  (2010), PAVM  precoce ¢é
frequentemente causada por Staphylococcus aureus, Streptococcus
pneumoniae, Haemophilus influenza, enquanto PAVM tardia geralmente é
causada por Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter ou Enterobacter

spp. ou Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), neste
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caso, associado a mortalidade de 86%, além do custo duas vezes maior
para o tratamento.

Estudo realizado no Hospital Universitario de Wisconsin,
Madison, EUA, foram realizadas 399 broncoscopias (BAL), entre 1 de
julho de 2002 a 31 de junho de 2007, para aquisicdo de amostras dos
pulmdes direito e esquerdo, num total de 798 amostras para cultura.
Resultando em um total de 405 bactérias isoladas nas amostras de BAL,
entre pulmao direito e esquerdo. As bactérias mais frequentes isoladas
foram Staphylococcus aureus (27,6%), Staphylococcus aureus resistente
a Meticilina (6,2%), Pseudomonas aeruginosa (16,8%) e Haemophilus
Influenzae (15,5%) (Zaccard, Schell, Spiegel, 2009).

Em estudo retrospectivo avaliando todos os pacientes
com suspeita de PAVM, que internaram na Unidade de Terapia Intensiva
de Trauma no periodo de 1 de setembro de 1998 a 31 de agosto de 2001,
no Presley Regional Trauma Center, em Memphis, Tenesse, EUA, apenas
39% de 299 pacientes com suspeita de PAVM, tiveram cultura positiva no
BAL, denotando a importancia do diagnéstico clinico (Wood, et al.,2005).

Segundo Zaccard et al. (2009) a acuracia e diagnostico
precoce das espécies bacterianas associadas a PAVM, s&o importantes
para determinar o tratamento antimicrobiano apropriado e subsequentes
resultados positivos, enquanto que uma antibioticoterapia inapropriada
pode resultar em elevagao de custos, resisténcia de microrganismos e
efeitos adversos, entretanto, a obtencdo de amostras broncoscépicas,
elevam os custos e requerem profissional especializado.

Evidéncias associam a colonizagdo microbiana da
orofaringe e do biofilme oral a PAVM. O TOT proporciona uma superficie
inerte na qual as bactérias podem aderir, colonizar e crescer, formando
biofiimes, de onde posteriormente poderdo ser broncoaspiradas. Os
individuos nestas condi¢des, podem ainda possuir periodontopatias, que

podem agravar ainda mais uma condigdo sistémica pré-existente e
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influenciar o curso das infeccbes respiratérias, em especial, as
pneumonias (Rello, 2005; Cutler, Davis, 2005; Morais et al., 2006).

Vandecandelaere et al. (2012) avaliaram o biofiime de
TOT utilizando diferentes métodos microbiolégicos como, clonagem e
pirosequenciamento demonstrando diversidade de microrganismos com
relevancia para os grupos S. aureus, S. epidermidis e P. aeruginosa. A
combinacado de diferentes métodos pode ser necessaria para detectar a
diversidade de microrganismos presentes no biofilme do TOT.

O diagnostico clinico da PAVM é excessivamente dificil,
porque existem outras possiveis causas de febre, leucocitose, secregéo
traqueal purulenta, portanto, requer complementacédo radiolégica
pulmonar e microbiolégica. Em relacao ao diagnéstico microbiologico, faz-
se necessaria cultura qualitativa e quantitativa de secrecdo de trato
respiratorio inferior, obtidas por métodos broncoscoépicos ou n&o. (Joseph
et al., 2010).

As limitagdes e imprecisbes do método de aspiragao da
secrecado das vias aéreas para o diagndstico de PAVM incentivaram o
emprego de técnicas, que incluem, métodos broncoscédpicos e nao
broncoscoépicos. O aspirado traqueal apresenta boa correlacdo com
resultados obtidos por escovado broncoscopico protegido (PSB), podendo
ser empregado para orientar a antibidticoterapia. Atualmente o PBS e o
lavado bronco-alveolar (BAL), sdo aceitos como métodos mais precisos
para diagnosticar PAVM e séo técnicas validadas por modelos animais e
estudos clinicos. Embora os métodos broncoscopicos sejam mais
seguros, o custo do exame, além da necessidade de broncoscopistas
treinados limitam sua aplicagdo, enquanto técnicas n&o broncoscépicas
com cateteres protegidos, mini lavado bronco-alveolar (mini-BAL) podem
ser empregadas para coleta de secre¢ao das vias aéreas inferiores, assim
como as coletas por aspiracdo endotraqueal (Fagon et al., 2007,
Raghavendran et al., 2007).
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2.2 Higiene Oral

A Higiene Oral (HO) adequada é essencial para a
manutencdo da saude bucal. Problemas bucais atuam como foco de
disseminagao de microrganismos patogénicos, com efeito, metastatico
sistémico, especialmente em pessoas imunocomprometidas. Assim, a
higiene oral evita o acumulo do biofilme dental, matriz da colonizacéo de
grande quantidade de microrganismos, e propicia sensagdo de conforto
evitando o ressecamento da mucosa oral e possiveis lesbes (Morais et
al., 2006; Paju, Scannapieco, 2007).

O biofilme dental em pacientes de UTI aumenta com o
tempo de internacao, paralelamente a este aumento, também ocorre um
aumento na probabilidade deste biofilme ser colonizado por patéogenos
respiratérios potenciais. Varios fatores como, temperatura, pH, fluxo
salivar, nutrientes, aderéncia e aglutinacdo, afetam o crescimento de
microrganismos na cavidade oral, que comumente estdo em desequilibrio
em pacientes em estado critico sob VM por TOT, o que reforgca a
necessidade de HO, pois o tartaro pode se formar dentro de 72 h. A
condigao precaria de HO associada a alteragdo da presséo intra-cuff do
TOT propicia o estabelecimento da pneumonia nosocomial decorrente da
aspiracao do conteudo da orofaringe (Morais et al., 2006).

A Revisdo integrativa de Brennan et al. (2004),
destacaram a prevaléncia de patdbgenos respiratorios colonizando a
cavidade oral de pacientes internados em UTI, com atenc&o especial ao
biofilme dentario, referindo o estudo de Scannapieco et al. (2008), no qual
verificaram em 65% dos pacientes examinados, a presenca de patdgenos
respiratérios entre eles: Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa e bacilos Gram-negativos.

Dentre os fatores que favorecem a colonizagdo da

orofaringe de pacientes criticos, esta a placa dental que favorece o
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crescimento de microrganismos que podem causar PAVM. A presenca do
TOT favorece o deslocamento de bactérias da orofaringe para o trato
respiratério inferior por meio da glote aberta, além de interferir no
mecanismo da escada-rolante ciliar, estimulando a secregcéo excessiva de
muco (Kollef et al., 2006; Bahrani-Mougeot et al., 2007).

A placa dental, atualmente denominada como biofilme
oral ou biofilme dentario, foi definida como conjunto de bactérias que se
formam sobre os dentes e superficies solidas presentes na cavidade oral.
No Brasil, a Sociedade Brasileira de Pneumologia e Tisiologia - SBPT,
(2007), recomenda a descontaminacao da cavidade bucal com clorexidina
0,12%, ou clorexidina associada a colistina, na prevencéo de PAVM, em
pacientes sob ventilacdo mecanica. O paciente devera ter uma higiene
bucal adequada mesmo na auséncia de dentes e da alimentagao via oral
(Beraldo, Andrade, 2008).

Estudo epidemiolégico multicéntrico realizado por
Rosenthal et al., (2006), com a participagao de 55 UTls de 46 hospitais,
inclusive no Brasil, sugeriu que o uso de dispositivos invasivos para VM, e
as condi¢des bucais, podem ser fatores de risco para PAVM (Rosenthal,
et al., 2006).

Dentre as complicagcdes decorrentes de alteragcdes da
cavidade oral estdo as infecgdes periodontais e endodénticas, que sao
responsaveis por doengas sistémicas como, por exemplo, a Endocardite
Infecciosa (EI), infecgdo que acomete o endocardio. A doencga periodontal
€ uma condicdo infecciosa bacteriana multifatorial, de natureza
inflamat6ria, na qual o biofilme é o fator iniciador da doenga e o acumulo
do biofilme destréi os tecidos de sustentacao do 6rgéo dental (Kahn et al.,
2010).

A partir do conhecimento de que a colonizagao
orofaringea esta associada ao desencadeamento de diversas doencas
sisttmicas em adultos, incluindo enfermidades cardiovasculares e

pulmonares, é possivel supor que, se uma maior atencdo for dada a
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manutengdo da HO, na rotina da assisténcia de enfermagem, resultados
satisfatérios poderédo ser obtidos (Brennan et al., 2004; Bahrani-Mougeot
et al., 2007).

Em pacientes sob VMI, a HO ja é normalmente precaria
devido aos dispositivos como o TOT e os fixadores, além do fato de que
esses individuos estdo expostos a diversos fatores adicionais, como a
diminuicdo da limpeza natural da boca promovida pela mastigacédo de
alimentos duros e fibrosos e a movimentacao da lingua e das bochechas
durante a fala. Ha também a reducado do fluxo salivar pelo uso de alguns
medicamentos, que contribuem para o aumento do biofilme e,
consequentemente, de sua complexidade, favorecendo a colonizagéo oral
por patdgenos respiratorios (Morais et al., 2006).

Os pacientes internados em UTI requerem um cuidado
oral completo, para isto a avaliagdo de um cirurgido dentista permite
identificar fatores de risco e realizacdo de procedimentos especificos,
além da participagdo na criacdo de protocolos que direcionem a HO de
forma adequada e padronizada por todos os profissionais. Entretanto,
atualmente, nas UTls é papel do enfermeiro, avaliar a cavidade oral do
paciente, implementar a sua assisténcia de acordo com as necessidades
individuais, realizar treinamento da equipe conforme percepcédo destas
necessidades, promover a saude e prevenir infeccbes em qualquer
circunstancia, orientar sobre os cuidados ao paciente e motivar os
profissionais inseridos neste contexto sobre a importancia da higiene e
saude bucal de paciente internados em UTls (Abidia, 2007).

Em adultos saudaveis, o microrganismo predominante na
cavidade oral é Streptococcus viridans, mas a microbiota oral nos
pacientes criticos muda e passa a ser predominantemente de gram-
negativos, que pode ser composta por Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Haemophilus
influenzae e Pseudomonas aeruginosa (Munro, Grap, 2004; Amaral et al.,

2009). Em estudo clinico Heo et al. (2008), identificou que a microbiota
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oral pode ser composta por Staphylococcus aureus, Streptococcus
pneumoniae, Acinetobacter spp e Enteroccocus spp.

Mesmo que as bactérias usualmente responsaveis pelo
estabelecimento da PAVM, como P. aeruginosa, S. aureus (MRAS),
Acinetobacter spp., Escherichia coli, Klebsiella spp., Enterobacter spp.,
Proteus mirabilis, Klebsiella pneumoniae, Streptococcus hemolyticus e S.
pneumoniae, nao sejam comuns da microbiota orofaringea, esses
microrganismos podem colonizar a cavidade oral em algumas situacdes
como no caso de pacientes internados em UTIs. Nesses casos, o
percentual total dessas bactérias na boca pode chegar a 70% no biofilme
dentario, 63% na lingua e 73% no TOT. Um achado preocupante
adicional é a presenga de um numero maior de cepas resistentes, como,
por exemplo, S. aureus resistente a meticilina, apdés 72 h de intubacao
(Chan EY et al., 2007).

A reducao do numero de microrganismos da cavidade oral
€ a melhor forma de reduzir o risco de PAVM. Interven¢des de cuidado
oral, para pacientes criticos em VM, previnem o acumulo de biofilme e
estimulam a imunidade oral local durante o periodo de hospitalizagao,
podendo reduzir o desenvolvimento de PAVM (Kollef, 2004; Bahrani-
Mougeot et al., 2007).

Uma diminuicdo de até 40% de casos de pneumonia foi
encontrada ao melhorar a HO dos pacientes através de recursos
mecanicos (Swabs, escovas dentais pediatricas, espatulas com gaze, etc)
e quimicos (solugdes antissépticas e enxaguantes bucais. (Paju,
Scanapeico, 2007).

Verificou-se pela revisao de literatura, que a ocorréncia de
PAVM esta diretamente relacionada a precaria HO, uma vez que todo
aparato utilizado durante a 10T, pode favorecer o acumulo de biofilme,
potencializando os riscos de infeccdo. Sendo assim o estudo da

microbiota presente no BAL, aspirado endotraqueal bem como da
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cavidade bucal é de fundamental importancia a fim de direcionar

protocolos terapéuticos eficazes no combate a estas infecgdes.



3 PROPOSICAO

b)

d)

Estudar a diversidade microbiana presente na
cavidade oral e no BAL (mini-BAL) de
pacientes internados em UTI sob VMI, através
da técnica Checkerboard DNA-DNA
Hybridization;

Avaliar se o perfil microbiano presente na
cavidade oral esta presente no Lavado Bronco
Alveolar (mini-BAL), em diferentes periodos de
tempo da VMI (12 h, 48 h, 96 h) e na
extubacéo;

Identificar a associacéo de entre PAVM com o
DNA das espécies bacterianas estudadas;

Detectar a presenca de espécies bacterianas
circulantes na corrente sanguinea de pacientes
internados em UTI sob VMI por meio dos
resultados de hemocultura;

Identificar a associacdo de hemocultura
positiva com febre, pneumonia e com o DNA
das espécies bacterianas estudadas.



4 MATERIAL E METODOS

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
(CONEP), protocolo n° 283.047 (ANEXO A). O projeto se desenvolveu com
a coleta das amostras em pacientes internados na UTl de um Hospital de
médio Porte com atendimento de alta complexidade (Hospital POLICLIN),
na cidade de Sao José dos Campos de agosto de 2013 a fevereiro de 2014,
conforme autorizacdo (ANEXO B). A analise microbioldgica foi realizada no
Laboratério de Microbiologia Endodéntica do Departamento de Odontologia
Restauradora da UNESP, SJC, em parceria com a Universidade de
Guarulhos (UNG).

4.1 Fase Clinica

4.1.1 Procedimentos Clinicos e Sele¢ao dos Pacientes

Foram incluidos 10 pacientes criticos internados em UTI
sob VMI por TOT. Todos os pacientes foram avaliados previamente a
primeira coleta, para a realizacdo da anamnese, na qual foram registrados
os dados pessoais e as condicées de saude geral de todos os individuos
incluidos no estudo e anormalidades da cavidade oral (APENDICE A). Foi
registrada a terapéutica medicamentosa (Antibi6ticoterapia — tipo, dose,
tempo), e dados clinicos quanto a saude bucal tais como: condicao de
higiene oral, numero de dentes presentes na cavidade oral e presenca de

alteragbes na mucosa e gengiva.
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Foram utilizados como critérios inclusdo pacientes
submetidos a IOT, com idade de 18 anos a 85 anos, presencga de pelo
menos um dente, sem doencga pulmonar grave e terminal como por exemplo
tumor pulmonar ou infeccdo pulmonar conhecida e previamente
comprovada por exames microbiolégicos ou de imagem.

Como critérios de exclusdo: pacientes terminais e graves
com necessidade de sistema de suporte circulatério, Baldo Intra- Adrtico,
necessidade de monitorizagdo hemodindmica invasiva, Swan Ganz,
desdentados totais, infec¢ao oral aguda, aspecto do BAL purulento e nao ter
assinado o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, pelo responsavel,
devidos as condi¢des que impossibilitam o préprio paciente (APENDICE B).

As coletas foram consecutivas de acordo com os critérios

de inclusao e a partir do primeiro paciente.

4.1.2 Coleta das Amostras

Os pacientes que participaram do protocolo de coletas
tiveram sua evolugado clinica sem interferéncia da pesquisa e, portanto
alguns evoluiram com extubag&o precoce, outros foram a 6bito antes do
término das coletas, o que denota a clareza dos dados e rigor ético dos
pesquisadores, bem como, a evolugdo natural de cada patologia,
independente da participacdo no estudo. Nao houve interferéncia no
protocolo de Higiene Oral (HO) institucional; foram realizadas as coletas
nas condi¢des em que comumente os pacientes sdo mantidos.

As coletas da cavidade oral (espaco sub gengival e dorso
da lingua) e do fluido pulmonar (BAL) e sangue venoso, foram realizadas
nos seguintes locais, de acordo com o tempo a partir da 10T:

- primeiras 12 h de IOT: (lavado broncoalveolar, espaco,

subgengival com cone de papel, dorso da lingua com Swab e sangue
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Venoso),

- apés 48 h de IOT: (secrecdo do aspirado traqueal,
espacgo subgengival com cone de papel, dorso da lingua com Swab e
sangue venoso),

- apés 96 h de IOT: (secrecdo do aspirado traqueal,
espaco subgengival com cone de papel, dorso da lingua com Swab e
sangue venoso),

- no momento da extubacgao: coleta da regido interna do
TOT com Swab.

A coleta de hemocultura seguiu o protocolo Institucional e
a andlise foi realizada no Laboratério de Analises Bioclin, de acordo com
indicagdo; os resultados obtidos foram comparados com os demais
resultados das analises das amostras coletadas pelo método
Checkerboard.

Todas as amostras, ap6s a coleta, foram transportadas
em meio de transporte VMGAIIl em temperatura até 2 °C, respeitando as
normas da Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e mantidas
a temperatura de -20 °C, para a manutencédo da viabilidade e posterior

processamento laboratorial.

4.1.3 Coleta das Amostras da Cavidade Oral

As amostras da cavidade oral foram coletadas da regiao
mediana lateral da lingua de ambos os lados, as quais foram realizadas
por meio de um Swab esterilizado (Absorve, Labcenter, SP) (Figura 1). A
seguir, o Swab foi imediatamente colocado em microtubo plastico de 1,5
mL do tipo “eppendorf’ contendo 1,0 mL de meio de transporte VMGAIII e

transportadas ao o Laboratério de Microbiologia do Departamento de
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Odontologia Restauradora da Faculdade de Odontologia de S&o José dos
Campos/UNESP.

Da mesma forma, para a coleta de amostras do espago
subgengival, 5 cones de papel absorventes (Dentsply Maillefer Ind. e
Com. Ltda, Petrépolis, RJ, Brasil) estéreis, foram introduzidos um de cada
vez no espago subgengival de dentes anteriores presentes
(preferencialmente incisivos, devido a presenga do TOT), permanecendo
nesta posicéo por 60 segundos. Os cones de papel foram removidos do
sulco gengival e armazenados em tubos tipo eppendorf (1,5 mL) estéril
contendo 1,0 mL de meio de transporte VMGAIIl e transportados ao
Laboratério de Microbiologia do Departamento de Odontologia
Restauradora da Faculdade de Odontologia de Sao José dos
Campos/UNESP (Figura 2).

Figura 1 — Coleta do Dorso da Lingua com Swab.
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Figura 2 — Coleta do Sulco Gengival com Cone de Papel.

4.1.4 Coleta do Lavado Broncoalveolar (mini-BAL)

A primeira amostra do BAL (primeiras 12 h de IOT) foi
coletada através de cateter protegido para coleta de lavado bronco-
alveolar (Mini BAL), Kimberly-Clarck ®, (Figura 3) a qual foi obtida com
técnica de aspiragéo bronquio alveolar em frasco estéril. Em seguida, foi
imediatamente introduzido em microtubo plastico de 1,5 mL do tipo
eppendof’ contendo 1,0 mL de meio de transporte VMGAIII e transportado
em temperatura de até 2 °C para o Laboratério de Microbiologia do
Departamento de Odontologia Restauradora da Faculdade de Odontologia

de S&o José dos Campos/UNESP e mantido a temperatura -20 °C.
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Figura 3 - A) Coleta do Lavado Broncoalveolar; B) Aspiragdo mini-BAL.

As demais amostras de secregéo do aspirado traqueal apds
48 h de 10T e apds 96 h de IOT foram realizadas por técnica de aspiragéo
endotraqueal, em frasco estéril, utilizando sonda de aspiragéo traqueal n° 12

(Figura 4). O conteudo aspirado foi imediatamente introduzido em microtubo
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plastico de 1,5 mL do tipo “eppendorf’ contendo 1,0 mL de meio de
transporte VMGAIIl e transportado em temperatura de até 2 °C para o
Laboratério de Microbiologia do Departamento de Odontologia
Restauradora da Faculdade de Odontologia de S&o José dos

Campos/UNESP e mantida a temperatura -20 °C.

Figura 4 - Aspiragéo Endotraqueal.

4.1.5 Amostra Sanguinea para Hemocultura

As amostras para hemocultura foram obtidas diante da
indicacdo e prescricio médica. Nem sempre foi realizada antes da
introdugdo do antibidticoterapia (pois os pacientes criticos geralmente
utilizam antibioticoterapia profilatica, devido aos procedimentos invasivos, e
até mesmo antes de resultados de exames laboratoriais, utilizado de forma
empirica ou ap6s exame clinico e sinais e sintomas de quadro infeccioso),
ou antes da proxima dose de antibi6tico, conforme o protocolo Institucional.

Foram realizadas coletas de duas amostras (20 ml), obtidas em 2 locais
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diferentes (por exemplo membro superior direito e membro superior
esquerdo), conforme técnica rigorosa de antissepsia de acordo com a
Comissdo de Controle de Infeccdo Hospitalar (CCIH), e foram
imediatamente encaminhadas para analise no laboratério de microbiologia
BIOCLIN, utilizando o método Trifasico em Estufa Hemobac Trifasico® -
Probac do Brasil (Figura 5).

O sistema é composto por um laminocultivo com 2 faces
acoplado a parte superior de um recipiente plastico contendo um caldo
suplementado com extrato de levedura e polianetol-sulfonato de sddio
(SPS) que na apresentacdo NA (neutralizados de antimicrobianos) é
acrescido de substancias organicas e inorganicas para neutralizacéo de
antimicrobianos. As faces do laminocultivo sdo: Face larga — Agar
Chocolate e proximo a tampa o Indicador de CO, (de forma redonda) que
detecta o crescimento de bactérias e fungos; Face dividida: Agar
Sabouraud, Agar MacConkey. O procedimento é automatizado (uso da
estufa com temperatura controlada, agitacdo intermitente e inversao
programada) com incubagao de cinco a sete dias, a uma temperatura de
35 °C a 37 °C e com observagao dos frascos por um técnico, a cada 4 a 6
horas. Na leitura, a auséncia de alteracdo na cor é reportada como
negativa, a alteragcdo da cor para rosa forte ou vermelho denota a
multiplicagdo de microrganismos identificando sua presenga na amostra e
a partir desse resultado positivo ¢ identificado o n° de colénias e a
coloracdo Gram é realizada. Inclusive a partir de resultados positivos,
foram realizados os antibiogramas, para verificacdo de sensibilidade dos

microrganismos identificados.



Figura 5 - A) Amostras de sangue dentro da estufa Hemobac Trifasico®; B) Imagem da
amostra de sangue dentro do tubo a ser colocado na estufa.
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4.2 Fase Laboratorial

4.2.1 Processamento das Coletas Microbioldgicas

As amostras  obtidas  foram avaliadas pelo
método Checkerboard DNA-DNA hybridization, utilizado para estudar a
diversidade microbiolégica bucal, do lavado broncoalveolar e sangue
venoso de pacientes sob VMI, investigando 40 espécies bacterianas.

Os tubos eppendorf contendo os 3 cones de papel, Swab,
lavado broncoalveolar e soro (respectivamente - amostra matriz)
armazenados em 1 mL de meio de transporte pré-reduzido VMGA Il
foram agitados até a dessorcdo do conteudo para facilitar a disperséo dos
microrganismos e 300 ul de cada amostra foram transferidos para outro
tubo eppendorf. Apbs esse procedimento, os tubos foram centrifugados a
8.000 RPM por 5 minutos. O sobrenadante neles contido foi entdo
descartado e o pellet ressuspendido com 150 pL de solugdo TE (10 Mm
Tris-HCL, 1 Mm EDTA pH 7,6). A cada tubo plastico contendo amostras e
solugado tampéao TE, foram acrescentados 100 ml de NaOH (Labsynth) a
0,5 Mm para que o DNA bacteriano permanecesse viavel por um longo
periodo de tempo. Em seguida, as amostras foram armazenadas sob

refrigeracao a -20 °C até que fossem analisadas (Figura 6).
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Figura 6 - Preparo das Amostras: pellet de microrganismos para resuspensao em
solucéo TE.

4.2.2 Analise Microbiologica por Checkerboard DNA-DNA Hybridization

O método foi realizado no Laboratério de Pesquisa em
Odontologia 1l — Microbiologia, Imunologia e Biologia Molecular da
Universidade de Guarulhos (UnG).

As amostras obtidas foram avaliadas pelo método
“Checkerboard DNA-DNA hybridization” utilizado para estudar a
diversidade microbiolégica da mucosa oral, espaco subgengival, soro
venoso e fluido pulmonar, investigando 40 espécies bacterianas.

Essas espécies foram selecionadas devido a sua

associacgao nas infec¢des orais e saliva.
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4.2.3 Colocacao das Amostras na Membrana de Nylon

Uma membrana de nylon (15 x 15 cm) com carga positiva
(Amersham Biosciences, Chicago, IL- USA) foi montada em Minislot 30®
(Immunetics, Cambridge, MA — USA). Cada suspensao de cada amostra
contendo DNA livre foi depositada nas fendas do Minislot 30® e o DNA
permaneceu depositado na membrana de nylon (Figuras 7 e 8). A
membrana foi removida do aparato e o DNA, previamente depositado na
mesma, foi fixado por intermédio de aquecimento em forno a 120 °C, por
20 min. As duas ultimas canaletas do Minislot 30® foram reservadas para
a colocacao dos controles, contendo uma mistura das espécies dos
microrganismos que foram investigados pelas sondas de DNA, em duas

concentragdes, 10° e 10° células bacterianas.

Figura 7- A) Membrana de Nylon; B) Montagem Minislot 30®.
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Figura 8 - A) Fechamento Aparato Minislot 30®; B) Deposito das Amostras nas Canaletas.
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4.2.4 Hibridizacdo da Membrana com as Sondas de DNA

Apés a fixacdo do DNA na membrana, esta foi pré-
hibridizada a 42 °C, por uma hora, numa solugdo de formamida 50%,
caseina 1%, 5 X SSC (Solugéo Salina Citrada) 25 nM de fosfato de sédio
(pH 6,5) e 0,5 mg/mL de RNA de levedura (Figura 9A).

Figura 9 - A) Fixagdo do DNA na Membrana; B) Membrana no Miniblotter 45®.
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A membrana foi entdo colocada sob a placa acrilica do
Miniblotter 45®, (Immunetics, Cambridge, MA — USA) (Figura 9B),
rotacionada 90 ° de sua posigdo original, com as linhas contendo o DNA
fixado, perpendiculares as canaletas do Miniblotter 45®. O Miniblotter 45®
contém 45 canaletas que servem, cada uma, para a colocagcédo de uma
sonda de DNA (Figura 10).

As sondas de DNA especificas para as 40 espécies
usadas neste estudo (Quadro 1) foram confeccionadas usando random
primer digoxigeninlabeling kit (Boehringer Mannheim, Indianapolis, IN —
USA), como descrito por Feinberg e Volgelstein (1983). Essas espécies

foram selecionadas devido a sua associagéo as infec¢des orais e saliva.

Figura 10 - A) Fechamento do Miniblotter 45®; B) Aplicagdo das Sondas nas Canaletas.
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Quadro 1 - Relagédo das cepas empregadas para o desenvolvimento das

sondas de DNA bacteriano

Cepa Cepa

Espécie Espécie

(ATCC) (ATCC)
Actinomyces gerecseriae 238060 Neisseria mucosa 19696
Actinomyces israelii 12102 Parvimonas micra 33270
Actinomyces oris 43146 Porphyromonas gingivalis 33277
Actinomyces odontolyticus 17929 Prevotella intermedia 25611
Aggregatibacter 43718 +

actinomycetemcomitans 29523 Prevotella melaninogenica 25845

Campylobacter gracilis 33236 Prevotella nigrescens 33563

11827+
Campylobacter rectus 33238 Propionibacterium acnes 11828
Campylobacter showae 51146 Selenomonas noxia 43541
Capnocytophaga gingivalis 33624 Streptococcus anginosus 33397
Capnocytophaga ochracea 33596 Streptococcus constellatus 27823
Capnocytophaga sputigena 33612 Streptococcus gordonii 10558
Eikenella corrodens 23834 Streptococcus intermedius 27335
Enterococcus faecalis 29212 Streptococcus mitis 49456
Eubacterium nodatum 33099 Streptococcus oralis 35037
Eubacterium saburreum 33271 Streptococcus sanguinis 10556
Fusobacterium nucleatum spp.

Polymorphum 10953 Tanerella forsythia 43037
Fusobacterium nucleatum ssp.

Nucleatum 25586 Treponema denticola B1
Fusobacterium nucleatum ssp.

Vicentii 49256 Treponema socransckii S1
Fusobacterium periodonticum 33693 Veillonella parvula 10790
Gemella morbillorum 27824
Leptotrichia bucallis 14201
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Anteriormente ao seu uso, as sondas foram testadas com
uma mistura controle contendo as espécies investigadas, numa
concentracdo de 10* células bacterianas. Suas concentracdes foram
ajustadas de tal modo que a intensidade dos sinais de todas as sondas
fosse semelhante.

As sondas de DNA foram contidas numa solugdo de
hibridizagao (formamida 45%, 5 X SSC, 20 mM de fosfato de sédio (pH
6,5), 0,2 mg/mL de RNA levedura, sulfato de dextrano 10%, caseina 1% e
20 mg/mL de sonda de DNA). Cada canaleta do Miniblotter 45® foi
preenchida com 135 pL de uma determinada sonda (Figura 10B). As
sondas hibridizaram perpendicularmente as linhas contendo o DNA
bacteriano fixado, propiciando um formato xadrez com as linhas de DNA
horizontais, e as sondas verticais. O aparato Miniblotter 45® e a
membrana com as sondas e o DNA das amostras bacterianas fixado,
foram colocados dentro de um saco plastico umedecido para evitar a
desidratacdo das mesmas e incubados a 42 °c para ocorrer a
hibridizagao (Figura 11). A hibridizagdo das membranas com as sondas

ocorreu durante um periodo minimo de 12 h (overnight).

Figura 11 - Pré Hibridizacdo da Membrana.



45

4.2.5 Deteccgao das Espécies

Apobs a hibridizacdo com as sondas, as membranas foram
removidas do Miniblotter 45® e lavadas por 40 min a 65 °C, numa solugéo
adstringente de PO, Buffer (Tampao de fosfato), a fim de remover sondas
que nao hibridizaram completamente. Em seguida, as membranas foram
imersas por 1 hora, sob agitacdo, numa solugcdo bloqueadora contendo
acido maleico 0,1 M, NaCl 3 M, NaOH 0,2 M, Tween 20 0,3%, caseina
0,5%, pH 8,0 e por 30 min na mesma solugdo contendo anticorpo anti-
digoxigenina (Anti-Digoxigenin-AP Fabfragments — Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim—Germany) conjugado a fosfatase alcalina (Boehringer,
Mannheim—-Germany), numa diluigdo 1/25.000%. As membranas foram,
entdo, lavadas com uma solucdo de acido maleico 0,1 M, NaCl 3 M,
NaOH 0,2 M, Tween 20 0,3%, pH 8,0, duas vezes por 20 min, € uma vez
por 5 min em Tris HCI 0,1 M, NaCl 0,1 M, MgCl, 50 mM, pH 9,5. Em
seguida as membranas foram incubadas em solugao detectora, CDP-Star
Detection Reagent ® (Amershan Biosciences UK Limited,
Buckinghamshire — UK), por 60 min a 37 °C. Finalmente, as membranas
foram colocadas em cassete sob um filme radiografico (Kodak® X-OMAT
Kodak Brasileira Com. E Ind. Ltda, Sdo José dos Campos, SP) por
aproximadamente 40 min, e os filmes foram revelados logo em seguida
(Figura 12).
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Figura 12 — A) Lavagem da membrana apés hibridizagéo; B) Lavagem da membrana em
Banho Maria com agitagao; C) Agitagao da membrana para lavagem; D) Membranas
colocadas em cassete.

O sinal produzido por uma determinada sonda das
amostras foi comparado ao sinal produzido pela mesma sonda nos dois
controles contendo 10° e 10° células. A intensidade de hibridizagdo foi
dividida em 6 classes diferentes em relacdo aos niveis observados de
contagem: (0) nao detectado; (1) < 10° células, (2) cerca de 10° células,
(3) entre 10° e 10° células; (4) cerca de 10° células; (5) superior a 10°
células.

A sensibilidade deste ensaio foi ajustado para permitir a
deteccédo de 10* células de uma dada espécie, ajustando a concentragao
de cada sonda de DNA.
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4.3 Analise Estatistica

Os dados coletados foram transferidos para uma planilha
e depois analisados utilizando o software STATA 12.0 (StataCorp. College
Station, Texas, EUA). Os dados da carga bacteriana, obtidos a partir do
checkerboard foram apresentados em diferentes pontuagdes que variam
de 0-5. Como os dados néao tiveram uma distribuicdo normal, testes
estatisticos ndo-paramétricos foram utilizados. A fim de comparar a carga
bacteriana entre diferentes locais de coleta, independentemente do tempo
de coleta, o teste de Mann-Whitney Dunn foi utilizado. Além disso, foi
utilizado o teste de Wilcoxon de pares combinados para comparar a carga
bacteriana no mesmo local de coleta, em diferentes tempos. A fim de
determinar possiveis espécies bacterianas associadas a presenca de
hemocultura positiva, realizou-se o teste de Kruskal-Wallis. Além disso, o
teste exato de Fisher foi utilizado para testar a associagdo entre sinais
clinicos e hemocultura positiva e pneumonia. Para todos os testes acima

referidos, o nivel de significancia foi fixado em 5% (p < 0.05).



5 RESULTADOS

5.1 Perfil da amostra

Dos 10 pacientes do estudo, seis eram do sexo masculino e
quatro do sexo feminino, cinco com diagnosticos cirurgicos e cinco com
diagndsticos clinicos, a faixa etaria variou de 35 a 85 anos, oito pacientes
evoluiram para 6bito, durante a pesquisa. Os demais dados da evolucao

clinica estdo esquematizados no Quadro 2.

5.2 Identificacéo da carga bacteriana das sondas de DNA

A Identificagdo da carga bacteriana das sondas de DNA, por
sitio de coleta e nos diferentes tempos a partir da |IOT, estdo demonstrados
(APENDICE C) e na Tabela 1.
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A frequéncia de detecgdo e concentracdo de DNA das
espéecies bacterianas estudadas nos diferentes locais: mucosa oral,
espaco subgengival, BAL/aspirado endotraqueal, e canula endotraqueal
ap6s 12 h, 48 h e 96 h de 10T, esta ilustrada nas (Figuras 13,14 e 15).

As (Figuras 16, 17 e 18), ilustram a frequéncia de
deteccédo e concentracdo de DNA das espécies bacterianas estudadas
por local de coleta: mucosa oral, espaco subgengival, BAL/aspirado

endotraqueal nos diferentes tempos de coleta.
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Figura 13 - Deteccdo e concentracdo de DNA das espécies ap6s 12 h. As cores
diferentes indicam as diferentes concentragcdes de DNA bacteriano em cada local, de
acordo com o tempo de IOT (12 h).
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Figura 14 - Deteccdo e concentracdo de DNA das espécies apos 48 h. As cores
diferentes indicam as diferentes concentragées de DNA bacteriano em cada local, de

acordo com o tempo de IOT (48 h).
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Figura 15 - Deteccdo e concentracdo de DNA das espécies apos 96 h. As cores
diferentes indicam as diferentes concentragées de DNA bacteriano em cada local, (1 = <
10° 2 =10°, 3 =10° -10° 4 = 10%, 5 = > 10°), de acordo com o tempo de 10T (96 h).
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Figura 16 - Deteccdo de DNA das espécies bacterianas na, mucosa oral nos diferentes
tempos de coleta. As cores diferentes indicam as diferentes concentragbes de DNA
bacteriano, * diferenga estatistica do periodo de 12 h para 48 h de IOT. # diferenca

estatistica do periodo de 48 h para 96 h, p < 0.05.
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Figura 17 - Deteccdo de DNA das espécies bacterianas no espaco subgengival, nos
diferentes tempos de coleta. As cores diferentes indicam as diferentes concentragdes de
DNA bacteriano, * diferenca estatistica do periodo de 12h para 48h de IOT. # diferenca
estatistica do periodo de 48h para 96h, p < 0.05.
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Figura 18 - Deteccado de DNA das espécies bacterianas no BAL/aspirado endotraqueal,
nos diferentes tempos de coleta. As cores diferentes indicam as diferentes
concentragdes de DNA bacteriano, no BAL/aspirado endotraqueal, * diferencga estatistica
do periodo de 12 h para 48 h de IOT, # diferenga estatistica do periodo de 48 h para
96 h, p <0.05.
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O Teste de Kruskal-Wallis (p < 0.05), foi utilizado para

avaliar a associagao entre PAVM com o DNA das espécies bacterianas,

apresentado na tabela 2, abaixo.

Tabela 2 — Associacéo entre os casos de PAVM com a concentragcéo de
DNA das espécies bacterianas p < 0.05

Bacteria Local de coleta Tempo P valor

E faecalis mucosa oral 96 h p = 0.041
F periodonticum mucosa oral 96 h p = 0.044
G morbillorum mucosa oral 96 h p = 0.047
N mucosa mucosa oral 12 h p=0.016
N mucosa mucosa oral 48 h p = 0.040
P acnes aspirado endotraqueal 48 h p =0.039
P melaninogenica BAL 12h p =0.049
S Oralis espaco subgengival 12 h p =0.049
S Oralis mucosa oral 48 h p = 0.047
S sanguinis aspirado endotraqueal 48 h p =0.048
T denticola mucosa oral 48 h p = 0.046
T socranskii espaco subgengival 12h p = 0.045
V parvula espaco subgengival 96 h p =0.039

5.3 Identificacdo de espécies bacterianas com hemocultura positiva

Para avaliar a associacdo de hemocultura positiva com o

DNA das espécies bacterianas encontrado nos locais de coleta foi

utilizado o Mann-Whitney Test (p < 0.05), apresentado na tabela 3.
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Tabela 3 — Associagcdo entre hemocultura+ com DNA das espécies
bacterianas p < 0.05

Bacteria Sitio de coleta Tempo P valor

F nucleatum mucosa oral 12h p = 0.046
S mitis BAL 12h p =0.038
T socranskii mucosa oral 12h p=0.043
T socranskKii espaco subgengival 12h p =0.037
T socranskii BAL 12h p =0.028
V parvula mucosa oral 12h p =0.039

Para avaliar a associacédo entre o sinal vital Febre
(hipertermia) e hemocultura positiva; Febre e PAVM foi utilizado o Teste

exato de Fisher (p < 0.05), conforme a tabela 4.

Tabela 4 — Associagao entre febre e hemocultura positiva e pneumonia
p <0.05

Sinal Vital Associacao P valor
Febre Hemocultura positiva p=0.038
Febre Pneumonia p =0.033

N&o houve associagéo entre PAVM e hemocultura positiva.



6 DISCUSSAO

A técnica Checkerboard DNA-DNA Hybridization, foi
descrita pela primeira vez em 1994, por Socransky et al., usando sondas
especificas de 40 espécies bacterianas, que puderam determinar que a
placa subgengival, contém espécies bacterianas em diferentes
complexos, e estdo associados a gravidade da doenca periodontal.

A utilizagdo desta técnica permite hibridizar um grande
numero de amostras de DNA utilizando sondas de DNA em uma unica
membrana (Socransky et al., 2004). Ainda, este método permite identificar
bactérias de dificil cultivo, uma vez que as bactérias ndo necessitam estar
viaveis, mas apenas o seu DNA preservado (Socransky et al., 2004).

Desta forma a utlizacdo deste método permitiu
compreender melhor a microbiota oral em pacientes intubados e sob VM,
bem como, verificar se esta microbiota esta presente no TOT e BAL,
sendo possivel avaliar a possibilidade de migracdo de espécies
bacterianas por broncoaspiragao, durante a VM.

PAVM é a causa mais comum de mortalidade nas UTls, e
estd associada ao tempo de internacdo e de ventilagdo mecanica,
elevando os custos hospitalares.

A VM por si s6 leva a um processo inflamatério devido ao
streess celular pulmonar (Hammerschmidt ef al., 2004; Pugin et al., 1998),
entretanto, esse processo geralmente nao ocorre em individuos
saudaveis, com pulmdes normais. No caso de lesédo ou infecgao prévia, a
VM pode levar a inflamacéo e lesdo do epitélio alveolar, podendo
inclusive evoluir para injuria pulmonar aguda (Altemeier et al., 2004; Frank
et al., 2002).
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Johanson et al., (1972); Bonten et al., (1996), relataram
que o primeiro passo para a instalagcdo da doenca é a colonizagdo do
trato respiratorio com microrganismos potencialmente patogénicos,
embora nem todos estes pacientes colonizados desenvolvam a PAVM.
Por ser uma doencga grave, a PAVM é acompanhada de uma extensa
resposta inflamatéria. Entretanto, no presente estudo, ao avaliar as
hemoculturas, verificou-se que somente 50% foram positivas. Isto se deve
ao fato que, por se tratar de pacientes criticos, muitos ja estavam
internados em outras unidades ou ja estavam fazendo uso de
antibioticoterapia profilatica.

No entanto, Bonten et al., (1996), sugerem que a infeccao
pulmonar ndo é refletida pela resposta inflamatéria sistémica ou que as
culturas do lavado bronco alveolar (BAL) ou escovado bronco pulmonar
(PSB), ndo sédo capazes de correlacionar a gravidade da infecgao
pulmonar. Ainda, Dauphinee e Karsan (2006), verificaram que a VM
associada a infecgdo bacteriana resultou num aumento da inflamacgao
pulmonar e sistémica.

Normalmente, nas UTIs, o diagnostico definitivo de
pneumonia € realizado através da cultura do BAL, porém a
antibiéticoterapia empirica para PAVM é iniciada precocemente e, de
acordo com a evolugédo da doenca e sensibilidade do microrganismo, sao
realizadas diversas mudangas. Sendo assim, devido as dificuldades para
o diagnéstico de PAVM, o tratamento com antibioticoterapia &€ empirico e
muitas vezes excessivo (Morris et al., 2009; Porzecanski e Bonten, 2006).
Idealmente, a antibioticoterapia deve estar alinhada com a sensibilidade
da espécie bacteriana isolada, entretanto, para que esta ocorra deve se
obter amostras broncoscoépicas, que elevam os custos e requerem
profissional especializado (Zaccard et al., 2009). De acordo com Rouby et
al., (1992), o “padréo ouro”, para o diagnéstico de pneumonia seria 0
histoldgico, entretanto, isto ndo é viavel e nem desejavel em pacientes

criticos.
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Assim, as dificuldades no diagnéstico de PAVM se devem
a alguns fatores como: possibilidade de outras causas de resposta
inflamatoria sistémica, uso prévio de antibidtico e auséncia de métodos
diagndsticos viaveis e precisos (Woske et al., 2001). Segundo Wood et
al., (2005), apenas 39% de 299 pacientes com suspeita de PAVM, tiveram
cultura positiva no BAL, sendo o diagnéstico clinico fundamental.

Clinicamente o diagnéstico de PAVM é definido diante da
identificacdo de um infiltrado novo ou progressivo na imagem radiografica
de torax, associado a pelo menos 2 de 3 critérios: febre, secregao
pulmonar purulenta e leucocitose, além da ausculta pulmonar relacionada
(Niederman, 2010). No presente estudo os parametros para o diagnostico
de PAVM foram: a evolugédo clinica, exames complementares como
leucograma e RX de Térax associados aos sinais, sintomas e exame
fisico, especialmente a ausculta pulmonar. Ainda, utilizou-se para coleta o
mini-Bal que € um método eficaz com melhor custo-beneficio quando
realizado por fisioterapeutas e enfermeiros treinados.

Ainda, ao avaliar os resultados dos microrganismos
encontrados nos diferentes locais de coleta microbioldgica, verificou-se
que alguns microrganismos que apresentaram maior carga de DNA no
aspirado endotraqueal, também apresentaram maior carga destes
microrganismos na mucosa oral, sulco gengival e tubo endotraqueal apos
a extubacado, como seguem: Treponema socransky (12 h, 48 h e 96 h);
Parvimonas micra (12 h, 48 h e 96 h); Fusobacterium nucleatum ssp
Nucleatum (12 h e 96 h); Actinomyces israelii (12 h); Eubacterium
nodatum (48 h e 96 h); Streptococcus sanguinis (48 h e 96 h). Ap6s 96 h
a concentragdo do DNA bacteriano dessas espécies aumentou
significativamente, demosntrando uma mudanca rapida tanto quantitativa
como qualitativamente na microbiota da cavidade bucal e, principalmente
do aspirado endotraqueal. Estes resultados de acordo com Feldeman et

al. (1999), sugerem que as mudancgas precoces na colonizacdo da
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orofaringe, pode ser um importante precursor para a colonizagao posterior
das vias aéreas inferiores.

Ainda de acordo com Brennan et al, (2004), a
colonizacdo da orofaringe parece ser o precursor do subsequente
desenvolvimento da PAVM.

Treponema socranskii € uma espiroqueta que possue
lipopolissacarideo e produtos metabdlicos como, sulfeto de hidrogénio,
que sao potencialmente tdxicos para as células do hospedeiro (Chan EC,
McLaughglin, 2000), além disto, Treponemas sao bactérias que se fixam
as proteinas da membrana basal bem como a outros substratos através
de ligacbes especificas, resultando em morte celular e citotoxicidade
(Fenno, Mc Bridge, 1998; Chan EC, MclLaughglin, 2000). Estas
espiroquetas se ligam aos eritrocitos acompanhados por aglutinacéo e
lise. A hemolise libera hemina que é sequestrada, por uma proteina do
receptor da membrana externa na bainha da espiroqueta. Além disto,
estas bactérias possuem capacidade de se locomoverem através de
ambientes viscosos, o que pode facilitar sua penetracdo no tecido
conjuntivo. (Chan EC, McLaughglin, 2000).

Treponema socranskii e Fusobacterium nucleatum ssp.
Nucleatum sao bactérias Gram-negativas. Estas bactérias possuem
endotoxinas em sua parede celular. Quando circulantes, as endotoxinas
interagem com células endoteliais da camada interna dos vasos
sanguineos, prejudicando as fungbes endoteliais (Huet et al., 2011;
Dauphinne, Karsan, 2006). Entretanto, a funcdo endotelial € um fator
importante na patogénese de sepse e de outras doencas inflamatorias
(Huet et al., 2011; Matsuda, Hattori, 2007).

Streptococcus sanguinis € um anaerdébio facultativo Gram-
positivo e um frequente patégeno da endocardite infecciosa e de infecgéo
vascular severa, uma vez que Streptococcus sanguinis, possui fatores de

viruléncia como: manutencao de sintese da parede celular, sintese de



65

aminoacidos e acido nucleico e capacidade de sobreviver em condigdes
de anaerobiose (Paik et al., 2005).

A identificacdo de bactérias anaerobias, ndo esporuladas,
bacilo Gram-positivo, como Eubacterium nodatum é de dificil cultivo e
crescimento lento, bioquimicamente inerte e fastidioso (Lau et al., 2004).
Assim nao foram encontrados estudos sobre os fatores de viruléncia
deste microrganismo, n&o sendo possivel saber seu papel na patogénese
da PAVM.

Parvimona micra € um anaerdbio facultativo Gram-
positivo, comum na microbiota bucal mas que foi encontrado também no
lavado broncoalveolar, no presente estudo. Poetter et al., (2014),
verificaram em caso de enfizema pleural associado a Parvimona micra,
que foi detectado na secrecdo purulenta coletada. Os autores
correlacionaram a infecgao pleural com a falta de higiene bucal.

Verificou-se que as espécies Actnomyces israelii;
Actinomyces odontolyticus, Actinomyces oris, Campylobacter gracilis,
Capnocytophaga gingivalis; e Neisseria mucosa, aumentaram somente no
aspirado endotraqueal e no TOT, mantendo baixas concentracdes de
DNA nos locais de coleta da cavidade bucal.

Actinomyces €& uma bactéria anaerébia Gram-positiva
sendo a Actnomyeces israelii; uma espécie comum nas infeccbées humanas
(Pulverer et al., 2003; Sharkawy, 2007). Entretanto, € uma bactéria com
baixo potencial de patogenicidade; sendo assim, a infecdo ocorre quando
existe lesdo de mucosa ou presenca de co-patogenos (Vorasubin et al.,
2012). As lesdes nas mucosas como infecgdes e traumas, permitem o
acesso das bactérias aos tecidos subcutdneos enquanto que os co-
patdbgenos reduzem a tensdo de oxigénio local, inibem a defesa do
hospedeiro e assim criam um ambiente propicio a proliferacédo de
Actinomyces. Assim, no presente estudo, existia a lesdo, provocado pelo
TOT, toda manipulacédo e também a presenca dos co-patdogenos que

podem ter favorecido a proliferacdo deste microrganismo.
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Capnocytophaga gingivalis € uma bactéria Gram-negativa
e atua como um co-agregador de Actnomyces israelii, uma vez que
produz diferentes enzimas facilitadoras para este micorganismo (Spratt et
al., 1996).

Campylobacter gracilis e Neisseria mucosa sao
anaerobios Gram-negativos, portanto liberam endotoxinas (LPS) que
promovem morte de células endoteliais (Becerra et al., 2011), além de ser
capaz de induzir a conversdo de células endoteliais em fibroblastos
ativados, também conhecidos como miofibroblastos (Echeverria et al.,
2013).

Verificou-se ainda que no presente estudo a quantidade
de DNA bacteriano foi superior a medida em que o tempo passou. De
acordo com Chastre e Fagon (2002), 58% dos patbgenos causadores de
PAVM sé&o bactérias Gram-negativas, sendo o microrganismo mais
frequente Pseudbmonas aeruginosa (24%), Enterobacteriaceae (14%),
Haemophilus spp. (10%) e Acinetobacter spp. (8%). Pneumonias
causadas por patogenos Gram-positivas, de acordo com estes autores,
também foram frequentes sendo os microrganismos relacionados: S.
aureus (20%), Streptococcus spp. (8%) e Streptpcoccus pneumoniae
(4%). De acordo com Brennan et al, 2004, estudos que avaliam a
microbiota da cavidade bucal e pulmdes, mostram que a incidéncia de
PAVM varia de 9 a 35%.

Ainda, Zaccard et al. (2009), avaliando amostras
coletadas dos pulmdes, encontraram um total de 405 bactérias isoladas,
sendo que as mais frequentes isoladas foram Staphylococcus aureus
(27,6%), Staphylococcus aureus resistente a Meticilina (6,2%),
Pseudomonas aeruginosa (16,8%) e Haemophilus Influenzae (15,5%)
(Zaccard et al., 2009).

No presente estudo, ao associar a microbiota oral com a
dos pulmdes e PAVM houve significAncia estatistica para: Enterococcus

faecalis, Fusobacterium periodonticum, Gemella morbillorum, Neisseria
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mucosa, Propionibacterium  acnes, Prevotella  melaninogenica,
Streptococcus oralis, Streptococcus oralis, Streptococcus
sanguinis, Treponema denticola, Treponema socransckii, Veillonella
parvula.

No presente estudo, verificou-se que ndo houve
associagao entre a PAVM e hemocultura positiva. Entretanto, houve
associagao entre febre e hemocultura positiva e entre febre e Pneumonia.

A hemocultura positiva apontou para Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis e Pseudomonas aeruginosa, embora
nao tenha demonstrado associagédo entre PAVM e hemocultura positiva.

Dados da Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria
apontam  Staphylococcus epidermidis, como um dos principais
causadores de infeccbes de cateteres e proteses e o mais frequente
microrganismo encontrado em hemoculturas. Entre seus fatores de
viruléncia a produgao de um polissacarideo € o principal componente na
formagdo do biofilme o que dificulta a acdo do sistema imune do
hospedeiro. As enterotoxinas estafilocdcicas (SE) atuam como super
antigenos estimulando de forma continua o sistema imune, causando
intoxicacao (Brasil, 2010).

Vandecandelaere et al. (2012), identificaram que 70% das
bactérias presentes no biofilme do TOT sao tipicos da microbiota oral. Os
principais patdgenos identificados no inicio da PAVM sdo Gram-positivos,
S. epidermides e S. aureus. A expressao dos fatores de viruléncia do S.
aureus esta relacionada a adesao celular e aquisi¢cao de nutrientes devido
a proteina de ligagao do fibrinogénio, fibronectinacolageno e coagulase;
fatores envolvidos na evasdo da resposta imune pelo hospedeiro pela
producao de enterotoxinas; invasao e penetracéo celular, devido a toxina
hemolisina. Também presente nas infec¢des nosocomiais, P. aeruginosa,
Gram negativo aerobio estrito expressa seus fatores de viruléncia como
adesao, facilitada pelos flagelos e fimbrias; capacidade de invaséo pela

acdao de toxinas, exoenzimas e formacdo de biofime devido sua
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adaptacdo ao micro ambiente. Nas infeccbes nosocomiais
frequentemente pode-se identificar S. aureus resistentes a meticilina
(MRSA) e Pseudomonas aeruginosa, extended-spectrum [-lactamases

(ESBL), que sao de dificil tratamento

A frequéncia de cultura positiva em PAVM varia de (8 -
20%). Alguns estudos apontam para o fato de que bacteremia em
pacientes criticos, nem sempre esta associada a PAVM e 50% dos
pacientes com hemocultura positiva podem ter infec¢cdes adicionais.
Estudo de Luna et al. (1999), apontam que hemocultura positiva em
pacientes com PAVM sado usadas para suspeitar de outras infeccdes
simultaneas, quando o microrganismo isolado no sangue nao é o mesmo
isolado em secrec¢des pulmonares (loanas et al., 2001).

A associacdo de hemocultura positiva com o DNA das
espécies bacterianas nas primeiras 12 h de |OT, foi identificada em nossa
pesquisa, para as seguintes espécies: Fusobacterium nucleatum spp.
Polymorphum, Streptococcus mitis, Treponema socransckii, Veillonella
parvula, detectadas tanto na mucosa oral quanto no BAL, estes dados
levam a inferir que a microbiota oral rapidamente pode invadir as vias
aéreas inferiores e favorecer a PAVM, entretanto, estes microrganismos
nao foram os mesmos da hemocultura positiva.

Varios fatores como, temperatura, pH, fluxo salivar,
nutrientes, aderéncia e aglutinacdo, afetam o crescimento de
microrganismos na cavidade oral, principalmente em pacientes criticos
sob VM por TOT, sendo que o biofilme dental nesses pacientes aumenta
com o tempo de internacdo e VM (Morais et al., 2006; Rosenthal et al.,
2006).

No presente estudo as condi¢cdes de higiene oral foram
avaliadas com base na presenca de tartaro visivel, aspecto da lingua
saburrosa, presenga de sialorréia intensa ou xerostomia, lesbes em
mucosas, lingua e labios, sangramento e denticdo. Constatou-se que

quanto maior o tempo de IOT, maior a concentracéo de carga bacteriana
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para espécies identificadas nos diferentes locais de coleta, sendo no
espaco subgengival, BAL e aspirado endotraqueal identificadas as
maiores concentragdes de carga bacteriana.

Quando analisados separadamente os locais de coleta
em relagcédo ao tempo de IOT, observou-se maior concentragcdo de carga
bacteriana, em decorréncia ao maior tempo de 10T.

A manutencdao da HO, efetivacdo e adaptacdo de
protocolos que direcionem a HO de forma adequada e padronizada por
todos os profissionais promovem resultados satisfatérios e diminuicao da
carga microbiana da microbiota oral. (Brennan et al., 2004; Bahrani-
Mougeot et al., 2007; Abidia, 2007).

O enfermeiro participa da avaliacdo das condicbes da
saude bucal do paciente em IOT e VM, elaborando diagnosticos de
enfermagem como, risco para infeccado e denticao alterada, auxiliando na
realizacdo das prescricbes e intervengcbes de enfermagem, além disto,
avaliam os resultados sobre a assisténcia prestada ao paciente e diante
de alteragdes, informam a equipe multiprofissional.

A microbiota oral nos pacientes criticos muda com o
decorrer do tempo de internagéo e IOT e passa a ser predominantemente
de Gram-negativos, o uso de antimicrobianos, especialmente a
clorexidina 0,12% €& benéfico na redugdo desta microbiota e
consequentemente na prevengao de PAVM (Munro, Grap, 2004; Amaral
et al., 2009; Heo et al., 2008; Koeman, at al., 2006).

Além da higiene bucal, outras medidas preventivas como
elevagdo do decubito a 30°, afericdo da pressdo no cuff da canula
orotraqueal, podem diminuir a incidéncia de infecgbes. Medidas como
aspiracao oral, hidratacdo da mucosa e labios, podem diminuir os fatores
de risco para PAVM (Chlebicki, Safdar, 2007; Sona et al., 2009; Silvestri
et al., 2009).

Espera-se que a integragdo da medicina intensiva,

odontologia e enfermagem, seja estimulada pelos resultados desta



70

pesquisa com a insercdo do cirurgido dentista no ambiente hospitalar,
especialmente nas unidades de terapia intensiva. E necessario que as
politicas publicas de assisténcia ao paciente critico promovam a inclusao
do cirurgido-dentista nas UTls, em atencdo ao que prevé a RDC 7/2010
da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), Art. 18. “Devem
ser garantidos, por meios proprios ou terceirizados, assisténcia
odontoldgica a beira do leito”, e desta forma, proporcionar melhorias nos
indicadores de saude, prevencédo de infeccdo hospitalar e consequente
diminuicdo da morbimortalidade, do tempo de internagédo e custos.
Implementando um modelo de atendimento multiprofissional em alta
complexidade, buscando seguranca e qualidade nas UTIs dos hospitais

de nosso pais.



6 CONCLUSAO

Concluiu-se que:

b)

d)

Verificou-se presenca de bactérias da cavidade
bucal no tubo orotraqueal e BAL; Encontrou-se
carga de DNA bacteriano em relagédo a propria

mucosa oral e espaco subgengival;

O perfil microbiano nos locais de coleta fooi
proporcional ao tempo: quanto maior o tempo
de IOT, maior a carga bacteriana identificada
em todos os locais de coleta, especialmente no
BAL;

Houve associagcbes entre PAVM com,
Enterococcus faecalis, Fusobacterium
periodonticum, Gemella morbillorum, Neisseria
mucosa, Propionibacterium, Prevotella
melaninogenica, Streptococcus oralis,
Streptococcus sanguinis, Treponema denticola,

Treponema socransckii, Veillonella parvula;

A hemocultura foi positiva em (50%) dos casos,
sendo isolados, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermides e Pseudomonas

aeruginosa;



e)
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A hemocultura positiva mostrou associagéo
com o DNA das espécies bacterianas
Fusobacterium nucleatum spp. Polymorphum, e
Streptococcus mitis, Treponema socransckii,
Veillonella parvula. Houve associagdo entre
febre e hemocultura; febre e pneumonia; e néo
houve associacdo entre PAVM e hemocultura

positiva.
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APENDICE A - Ficha de Anamnese

Paciente N° Data Internacio

HD

1"Coleta POI — (até 12H) IOT-Data ___ /  /
Cone de papel ()
QUANTIDADE/ LOCAL

Swab ()
QUANTIDADE/ LOCAL

Secrecio traqueal ( )

ASPECTO

Soro ()
QUANTIDADE/ LOCAL

Hemocultura ( ) LOCAL

2%Coleta apo6s 48H - IOT-Data _ /  /
Cone de papel ()
QUANTIDADE/ LOCAL

Swab ()
QUANTIDADE/ LOCAI

Secrecio traqueal ( )

ASPECTO

Soro ()
QUANTIDADE/ LOCAL

3*Coleta apos 96H - IOT-Data ___ /_ /
Cone de papel ()
QUANTIDADE/ LOCAL

80
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Swab ()
QUANTIDADE/ LOCAL

Secrecio traqueal ( )
ASPECTO

Soro ()
QUANTIDADE/ LOCAL

4 coleta- Extubacido ( )Data  / /

SWAB -cinula ()
QUANTIDADE/ LOCAL

HISTORICO
I- Identificacao
INICIAIS: Idade:

II- Antecedentes pessoais (caso seja informado)

Alergias: "1 Sim [1 Ndo Qual:

Diabetes Mellitus: [ Sim [ Nao

HAS 71 Sim [] Nao

Dislidemia [ Sim [] Nao

Doenca Pulmonar Obstrutiva Crénica ...... Sim [ Nao
P2N 110 11 ) RS Sim [ Nao
Acidente Vascular Cerebral.............c.coueee. Sim [] Nao
CANCEY ..ot Sim [] Nao
CIRURGIAS:

Doencas infecciosas [ Sim [] Ndo Qual?

Outras doencas/Observacoes:

I11- Habitos
Tabagismo [ Sim [ Nio.
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Etilismo [J Sim [J Nao.

EXAME FiSICO

I- Sinais Vitais

DATA___/ / Temperatura: °C FC: bpm. FR: mpm.
PA: mmHg Sat O: FiO® Modo Vent:

DATA__/ / Temperatura: °C FC: bpm. FR: mpm.
PA: mmHg Sat O: FiO® Modo Vent:

DATA__/ / Temperatura: °C FC: bpm. FR: mpm.
PA: mmHg Sat O”: FiO* Modo Vent:

II- Avaliacao dos sistemas:

Neuroldgico: Sedagdo: [1 Sim [ Nao. ECG:

Cavidade oral:

Mucosa, labios, lingua, denticao:

Mucosa:

Corada ... ( ) Hipocorada ( ) Sialorréia () Halitose ()

Lingua saburrosa ( )

Higiene Oral:

satisfatoria [ | insatisfatoria

Presenca de tartaro: Sim [ | Nao Ulceracio: [ Sim [ Nao
Sangramento: | Sim [INdo Lesdes:

Denticido natural (quantos):

Uso de protese dentaria: Sim [INao Superior ( )[! Inferior ( )

Anormalidades:




Incigiwvo Central Superior
‘@r’fﬁ £ j—iﬁInciaivn Lateral Supericr
‘\...: ~ -
f

W L Canino Superior

IJ Primeiro Molar Superior
7YY 12{7; .

WO ZSegundo Molar Superior

Z2agundo Molar Inferior

A
,.AJ— Primeiro Molar Inferior

- Caning Inferior

3.}
\ )
!
/‘v"\j Incisivo Lateral Inferior

e Tneisiwvo Central Inferier
Pescoco: Ganglios: [ Palpaveis [ Nao-palpaveis

Torax e Sistema Pulmonar:
Torax simétrico (..) [] Torax assimétrico () Expansio Bilateral ()
Murmurios vesiculares: ( ) Presentes [/( ) Diminuidos ( )L] Ausentes

Obs:

Ruidos adventicios: ( )Ausentes ( )Presentes Especificar:

Sistema Cardiovascular:
( )Normocardico ( ) Taquicardico ( ) [ Bradicardico
Ritmo: ( )[ Regular ( ) Irregular ( )

Sopros

Pulsos:

MMSS: ()L Presentes ( )Ausentes
Obs:

MMII: [I( ) Presentes ( ) Ausentes
Obs:

Perfusao periférica: ( ) Normal ( )Diminuida

Obs:

Sistema Gastrointestinal:

Alimentacio: ( ) [/Gastrostomia ( )[/SNE Outros:

Abdome:
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( )Plano [/( )Globoso ( )Flacido ( )Rigido ( )Timpanico ( )Macico ( )Indolor a

palpacio ( )Doloroso a palpacio local:

RHA: [] Presentes [ Diminuidos [] Ausentes

Colostomia Outros:

Sistema Geniturinario

Miccéo espontanea [1 SVD [1 Uripen

Sistema Locomotor:

Motricidade: (] Normal ') Hemiplegia _ [ Hemiparesia ___ []
Paraplegia [ ] Tetraplegia  Hipotonia [| Atrofia [| Hipotrofia

Pele
Corada [] Hipocorada [] Ciandtica [ | Eritematosa || Ictérica [] Hidratada
Desidratada Turgor: [| Elastico [] Inelastico Higiene:

Lesdes:Grau Localizacao:

Outras observacoes: (medicamentos, controle hidrico, uso de cateteres, drenos,

exames importantes, etc)

Enfermeira: COREN:26143
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APENDICE B -TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Caro(a) Senhor(a)

Eu, IVANY MACHADO DE CARVALHO BAPTISTA, doutoranda
do Programa de Odontologia Restauradora, Especialidade Endodontia, da
Faculdade de Odontologia de Sdo José dos Campos / UNESP, portadora do CPF
04049386801, estabelecida a Rua Prof. Jodo Bernardo da Silva, n° 57, na cidade
de Sao José dos Campos-SP, telefone para contato n® (12) 91219597, juntamente
com a Professora Marcia Carneiro Valera (Professora Titular de Endodontia da
UNESP-SJC, realizaremos uma pesquisa cujo titulo é;

“Correlacdo dos Microrganismos da Orofaringe e Fluido

Pulmonar em Pacientes sob Ventilacdo Mecanica Invasiva”

O objetivo dessa pesquisa sera detectar os microrganismos que
causam infeccao na cavidade bucal de pacientes com Intubagdo Oro Traqueal em
Ventilagdo Mecéanica (Respirando com auxilio de Aparelhos) e correlacionar com
microrganismos responsaveis por pneumonia (infeccdo pulmonar) nestes
pacientes. Sendo assim, sera necessario coletar amostras da cavidade oral, do
fluido pulmonar e do sangue. Essas amostras serao transportadas para o
Laboratério de Microbiologia, onde serdo realizados estudos sobre estes
microrganismos e se eles sao susceptiveis aos antibidéticos empregados.

Os pacientes intubados, em UTI, sdo submetidos a procedimentos
de coleta do fluido pulmonar e exames de sangue, diariamente, sendo assim, o

trabalho a ser realizado utilizara o material coletado na rotina diaria para analise

laboratorial e, a partir desta analise, sera possivel alterar condutas terapéuticas

para resolucdo clinica do caso. Desta forma, queremos deixar claro que o trabalho

ndo acarretara prejuizo ao paciente, nem ao tempo de internacdo do mesmo.
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Garantimos ainda, em qualquer etapa do estudo, tanto ao paciente, como aos

Seus responsaveis, o acesso a esclarecimentos de eventuais duvidas e sobre o

andamento do trabalho.

Se tiver alguma consideracdo ou duvida sobre a ética da
pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos da Faculdade de Odontologia —UNESP, Av Eng. Francisco Jose Longo,
777, Jardim sdao Dimas, CEP 12245-000, tel. (12-3947-9000), ou comunique-se
com o Dr.Carlos Eduardo da Rocha Santos, médico da Unidade de Terapia
Intensiva do Hospital POLICLIN ou com a enfermeira Ivany Machado de Carvalho
Baptista cel 12-91219597, que ira realizar esta pesquisa. Informo que sera
garantida a liberdade da retirada do consentimento a qualquer momento e assim
deixar de participar do estudo. Também nao havera custo nem pagamento pela

Colaboragao.

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

“‘Declaro que, ap6s convenientemente esclarecido pelo
pesquisador e ter entendido o que me foi explicado (sabendo quais os propdésitos
do estudo, os procedimentos a serem realizados, as garantias de
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes, e que minha participagéo
ou de meu familiar, ndo implicara em nenhuma despesa), consinto em participar

do presente Projeto de Pesquisa.”;

NOME/RESPONSAVEL
RG CPF

Endereco completo:

Assinatura do Responsavel/DATA Assinatura do Pesquisador/DATA
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APENDICE C - Identificacdo das espécies bacterianas, de cada espécie,
por sitio de coleta e nos diferentes tempos a partir da |IOT

Quadro 3 - Quantificagdo da carga bacteriana das sondas de DNA
Aggregatibacter actinomycetemcomitans

Aggregatibacter 12h 48 h 96 h
actinomycetemcomi
tans

Oral Mucosa 0 (0)ra 0.12 (0)Aa 0.14 (0)Aa

Subgengival site 0.28 (0)Aa 0.12 (0)Aa 0 (0)ra

Endotracheal 0.24 (0)Aa 0.38 (0)Aa 0.14 (0)Aa
aspirate

Endotracheal 0.28 (0)A 0.28 (0)A 0.28 (0)A
tube

Quadro 4 - Quantificagdo da carga bacteriana das sondas de DNA
Actinomyces gerecseriae

Actinomyces 12h 48 h 96 h
gerecseriae

Oral Mucosa 0.43 (0)Aa 0.75 (0)Aa 0.43 (0)Aa

Subgengival site 1.1 (1)Ba 1.12 (1)4a 0.57 (0)Aa

Endotracheal 0.80 (0)ABa 1.25 (0.5)Aa 0.86 (1)Aa
aspirate

Endotracheal 0.57 (0)AB 0.57 (0)A 0.57 (0)A

tube
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Quadro 5 - Quantificagdo da carga bacteriana das sondas de DNA

Actinomyces israelii

Actinomyces 12 h 48 h 96 h
israelii

Oral Mucosa 0.64 (0)Aa 0.88 (0)Aa 0.85 (1)ABa

Subgengival site | 1.47 (0.5)42 | 1.12 (1)ABa 0.42 (0)BCa

Endotracheal 1.25 (1)Aa 2.25 (3)Ba 2.42 (3)Pa
aspirate

Endotracheal 1.57 (1)A 0.57 (0)4B 0.57 (0)Ap
tube

Quadro 6 - Quantificagdo da carga bacteriana

Actinomyces oris

das sondas de DNA

Actinomyces oris 12 h 48 h 96 h

Oral Mucosa 0.30 (0)Aa 1.0 (1)Ab 0.28 (0)Aa

Subgengival site 1.0 (1)ABa 0.63 (1)ABa 0.43 (0)ACa

Endotracheal 0.50 (0.5)Ba | 1.63 (2)kBa 1.57 (1)Bca
aspirate

Endotracheal 1.0 (1)® 1.0 (1)4B 1.0 (1)¢
tube
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Quadro 7 - Quantificagdo da carga bacteriana das sondas de DNA
Actinomyces odontolyticus

Actinomyces 12 h 48 h 96 h
odontolyticus

Oral Mucosa 0.30 (0)Aa 0.25 (0)Acb 0.14 (0)Aa

Subgengival site 0.70 (1)Ba 0 (0)ABb 0.43 (0)Ab

Endotracheal 0.40 (0)ABa 1.0 (0.5)¢b 1.42 (1)Bb
aspirate

Endotracheal 0.42 (0)AB 0.42 (0)¢ 0.42 (0)A
tube

Quadro 8 - Quantificagdo da carga bacteriana das sondas de DNA
Tanerella forsythia

Tanerella forsythia 12h 48 h 96 h

Oral Mucosa 0.10 (0)Aa 0.38 (0)ABa 0 (0)ra

Subgengival site 0.30 (0)Aa 0.12 (0)Aa 0.28 (0)ABa

Endotracheal 0.50 (0)Aa 0.75 (0.5)Ba 0.57 (0)Ba
aspirate

Endotracheal 0.57 (0)A 0.57 (0)AB 0.57 (0)B
tube
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Quadro 9 - Quantificagdo da carga bacteriana das sondas de DNA
Campylobacter gracilis

Campylobacter 12h 48 h 96 h
gracilis

Oral Mucosa 0.20 (0)Aa 0.75 (0)Aa 0.14 (0)Aa

Subgengival site 1.0 (0.5)8Ba 0.50 (0)Aa 0.72 (0)ABa

Endotracheal 0.30 (0)ABa 1.13 (0.5)4a 1.42 (1)Ba
aspirate

Endotracheal 0.72 (0)AB 0.72 (0)A 0.72 (0)AB
tube

Quadro 10 - Quantificagdo da carga bacteriana das sondas de DNA
Capnocytophaga gingivalis

Capnocytophaga 12h 48 h 96 h
gingivalis

Oral Mucosa 0.10 (0)Aa 0.50 (0)ABa 0.43 (0)ABa

Subgengival site | 0.60 (0.5)B2 | 0.13 (0)Ab 0 (0)Ab

Endotracheal 0.70 (0)Ba 1.25 (0)Ba 1.57 (2)Ba
aspirate

Endotracheal 0.72 (1)B 0.72 (1)B 0.72 (1)B
tube
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Quadro 11 - Quantificagdo da carga bacteriana das sondas de DNA
Capnocytophaga ochracea

Capnocytophaga 12h 48 h 96 h
ochracea

Oral Mucosa 0.10 (0)Aa 0.25 (0)Aa 0.14 (0)Aa

Subgengival site 0.60 (0.5)4 | 0.13 (0)Aa 0.28 (0)Aa

Endotracheal 0.60 (0)Aa 0.75 (0)ABa 0.85 (0)ABa
aspirate

Endotracheal 1.0 (1)® 1.0 (1)® 1.0 (1)®
tube

Quadro 12 - Quantificagdo da carga bacteriana das sondas de DNA
Campylobacter rectus

Campylobacter 12 h 48 h 96 h
rectus

Oral Mucosa 0.20 (0)Aa 0.25 (0)ABa 0 (0)ra

Subgengival site 0.50 (0.5)%a | 0 (0)Aa 0 (0)ra

Endotracheal 0.30 (0)Aa 0.63 (0)Ba 0.43 (0)Ba
aspirate

Endotracheal 0.28 (0)A 0.28 (0)AB 0.28 (0)AB
tube
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Quadro 13 - Quantificagdo da carga bacteriana das sondas de DNA
Campylobacter showae

Campylobacter 12 h 48 h 96 h
showae

Oral Mucosa 0.30 (0)ABa 0.13 (0)ABa 0.28 (0)ACa

Subgengival site 0.30 (0)ABa 0 (0)ra 0 (0)Aa

Endotracheal 0.10 (0)Aa 0.38 (0)BCa 0.85 (1)
aspirate

Endotracheal 0.71 (0)B 0.71 (0)c 0.71 (0)BC
tube

Quadro 14 - Quantificagdo da carga bacteriana das sondas de DNA
Capnocytophaga sputigena

Capnocytophaga 12 h 48 h 96 h
sputigena

Oral Mucosa 0 (0)Aa 0.25 (0)Aa 0 (0)ra

Subgengival 1.10 (0.5)Ba 0.25 (0)Aa 0.86 (0)Ba
site

Endotracheal 0.50 (0)Ba 1.75 (1.5)Bb 0.86 (1)Ba
aspirate

Endotracheal 0.57 (0)AB 0.57 (0)A 0.57 (0)AB
tube




Quadro 15 - Quantificagédo da
Eikenella corrodens

Eikenella corrodens | 12 h 48 h 96 h

Oral Mucosa 0.40 (0)Aa 0.50 (0)Aa 0 (0)ra

Subgengival site 0.20 (0.5)4a | 0.50 (0)4a 0.71 (1)Ba

Endotracheal 0.30 (0)Aa 0.63 (0)Aa 0.86 (1)Ba
aspirate

Endotracheal 0.86 (0)A 0.86 (0)A 0.86 (0)B
tube
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carga bacteriana das sondas de DNA

Quadro 16 - Quantificagdo da carga bacteriana das sondas de DNA
Enterococcus faecalis

Enterococcus 12h 48 h 96 h
faecalis

Oral Mucosa 0 (0)Aa 0.50 (0)Aa 0.28 (0)Aa

Subgengival 0.20 (0)4a 0.25 (0)4a 0.28 (1)4a
site

Endotracheal 0.20 (0)Aa 0.50 (0)Aa 0.28 (1)Aa
aspirate

Endotracheal 0.71 (0)B 0.71 (0)A 0.71 (0)A

tube




Quadro 17 - Quantificagédo da
Eubacterium nodatum
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carga bacteriana das sondas de DNA

Eubacterium 12h 48 h 96 h
nodatum

Oral Mucosa 0.60 (0)Aa 0.38 (0)Aa 1.42 (1)Ab

Subgengival 1.30 (0)Ba 0.88 (0)ABa 1.14 (0)4a
site

Endotracheal 1.30 (1)Ba 2.75 (3)¢b 2.42 (3)Ab
aspirate

Endotracheal 1.57 (1)B 1.57 (1)BC 1.57 (1)~

tube

Quadro 18 - Quantificacdo da carga bacteriana das sondas de DNA

Eubacterium saburreum

Eubacterium 12 h 48 h 96 h
saburreum

Oral Mucosa 0.20 (0)Aa 0.38 (0)ABa 0.43 (0)Aa

Subgengival site 0.80 (0)ABa 0 (0)Bb 0.86 (0)Aa

Endotracheal 0.80 (1)ABa 1.13 (3)ACa 1.29 (1)4a
aspirate

Endotracheal 1.14 (1)B 1.14 (1)¢ 1.14 (1)~
tube
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Quadro 19 - Quantificacdo da carga bacteriana das sondas de DNA
Fusobacterium nucleatum spp. Polymorphum

Fusobacterium 12 h 48 h 96 h
nucleatum spp.
Polymorphum

Oral Mucosa 0.60 (0)Aa 0.50 (0)Aa 0.29 (0)Aa

Subgengival site 1.0 (0)4a 0.25 (0)Ab 0.29 (0)Ab

Endotracheal 1.40 (1)4a 1.63 (1.5)Ba 1.71 (3)Ba
aspirate

Endotracheal 0.86 (0)A 0.86 (0)AB 0.86 (0)AB
tube

Quadro 20 - Quantificacdo da carga bacteriana das sondas de DNA
Fusobacterium nucleatum spp. Vicentii

Fusobacterium 12h 48 h 96 h
nucleatum ssp.
Vicentii
Oral Mucosa 0.10 (0)Aa 0.50 (0)ABa 0.29 (0)Aa
Subgengival site 1.0 (0)Ba 0 (0)ab 0.71 (0)Aa
Endotracheal 0.50 (0)ABa 0.63 (0)ABa 0.43 (0)Aa
aspirate
Endotracheal 1.0 (0)AB 1.0 (0)B 1.0 (0)A

tube
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Quadro 21 - Quantificacdo da carga bacteriana das sondas de DNA
Fusobacterium nucleatum spp. Nucleatum

Fusobacterium 12 h 48 h 96 h
nucleatum ssp.
Nucleatum

Oral Mucosa 1.40 (1)4a 0.88 (0)ABa 1.14 (0)4a

Subgengival site 1.70 (2)Ba 0.50 (0)Ab 0.57 (0)Aa

Endotracheal 1.60 (2)ABa 2.50 (3.5)ABb 2.28 (3)Ab
aspirate

Endotracheal 1.42 (2)AB 1.42 (2)AB 1.42 (2)AB
tube

Quadro 22 - Quantificagdo da carga bacteriana das sondas de DNA
Fusobacterium periodonticum

Fusobacterium 12h 48 h 96 h
periodonticum

Oral Mucosa 0.10 (0)Aa 0.38 (0)Aa 0.14 (0)Aa

Subgengival site 0.40 (0)ABa 0.38 (0)Aa 0.14 (0)Aa

Endotracheal 0.40 (0)ABa 0.75 (1)ab 0.86 (1)Bb
aspirate

Endotracheal 0.71 (1)® 0.71 (1)A 0.71 (1)®

tube
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Quadro 23 - Quantificagdo da carga bacteriana das sondas de DNA
Gemella morbillorum

Gemella 12h 48 h 96 h
morbillorum

Oral Mucosa 0.60 (0)Aa 0.75 (0)Aa 0.14 (0)Aa

Subgengival site 0.40 (0)Aa 0.50 (0)Aa 1.0 (1)Bb

Endotracheal 0.60 (0.5)4a | 0.75 (0)Aa 0.86 (1)Ba
aspirate

Endotracheal 1.0 (0)A 1.0 (0)A 1.0 (0)B
tube

Quadro 24 - Quantificagdo da carga bacteriana das sondas de DNA
Leptotrichia bucallis

Leptotrichia 12 h 48 h 96 h
bucallis

Oral Mucosa 0 (0)Aa 0 (0)Aa 0.29 (0)Ab

Subgengival 1.10 (1)Ba 0 (0)ab 0.14 (0)ab
site

Endotracheal 0.60 (0)Ba 0.75 (0)Ba 1.43 (1)Bb
aspirate

Endotracheal 1.14 (2)® 1.14 (2)¢ 1.14 (2)B
tube




98

Quadro 25 - Quantificagdo da carga bacteriana das sondas de DNA

Neisseria mucosa

Neisseria mucosa | 12 h 48 h 96 h

Oral Mucosa 0.60 (0)Aa 0.38 (0)Aa 0.58 (0)Aa

Subgengival 0.50 (0)4a 0.25 (0)Aa 0.58 (0)Aa
site

Endotracheal 0.60 (0.5)Aa 1.25 (1)Bb 1.71 (2)Bb
aspirate

Endotracheal 0.71 (0)A 0.71 (0)AB 0.71 (0)A
tube

Quadro 26 - Quantificagdo da carga bacteriana das sondas de DNA
Propionibacterium acnes

Propionibacterium 12h 48 h 96 h
acnes

Oral Mucosa 0 (0)Aa 0.13 (0)Aa 0 (0)ra

Subgengival site 0 (0)Aa 0.25 (0)Aa 0.14 (0)Aa

Endotracheal 0.10 (0)Aa 0.38 (0)Aa 0.14 (0)Aa
aspirate

Endotracheal 0.43 (0)A 0.43 (0)A 0.43 (0)B

tube
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Quadro 27 - Quantificagdo da carga bacteriana das sondas de DNA
Porphyromonas gingivalis

Porphyromonas 12 h 48 h 96 h
gingivalis

Oral Mucosa 0 (0)Aa 0 (0)ra 0 (0)Aa

Subgengival site 0.20 (0)Aa 0 (0)Ab 0.29 (0)Aa

Endotracheal 0.10 (0)Aa 0.25 (0)Aa 0.14 (0)Aa
aspirate

Endotracheal 0.29 (0)A 0.29 (0)A 0.29 (0)A
tube

Quadro 28 - Quantificagdo da carga bacteriana das sondas de DNA
Prevotella intermedia

Prevotella 12h 48 h 96 h
intermedia

Oral Mucosa 0 (0)Aa 0 (0)ra 0 (0)Aa

Subgengival site 0.30 (0)Aa 0 (0)ra 0 (0)Aa

Endotracheal 0.20 (0)Aa 0.50 (0)Ba 0 (0)ra
aspirate

Endotracheal 0.14 (0)A 0.14 (0)AB 0.14 (0)A
tube




Quadro 29 - Quantificagdo da
Prevotella melaninogenica
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carga bacteriana das sondas de DNA

Prevotella 12h 48 h 96 h
melaninogenica

Oral Mucosa 0.10 (0)Aa 0.38 (0)ABa 0 (0)ra

Subgengival site 0.40 (0)Aa 0.13 (0)Aa 0 (0)ra

Endotracheal 0.30 (0)Aa 0.88 (0.5)Ba 1.0 (1)kBa
aspirate

Endotracheal 0.43 (0)A 0.43 (0)AB 0.43 (0)B
tube

Quadro 30 - Quantificagdo da carga bacteriana das sondas de DNA

Parvimonas micra

Parvimonas micra 12h 48 h 96 h
Oral Mucosa 0.40 (0)Aa 1.25 (1)Ab 0.43 (0)Aa
Subgengival site 0.90 0.38 (0)Ba 0.43 (0)Aa
(0.5)ABa
Endotracheal 1.70 (2)Ba 1.63 (1.5)4a 2.0 (3)Ba
aspirate
Endotracheal 1.30 (2)B 1.30 (2)A 1.30 (2)B

tube
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Quadro 31 - Quantificagdo da carga bacteriana das sondas de DNA
Prevotella nigrescens

Prevotella 12h 48 h 96 h
nigrescens

Oral Mucosa 0.10 (0)Aa 0.25 (0)Ab 0.29 (0)Aa

Subgengival site 0.60 (0)Ba 0.38 (0)Aa 0.29 (0)Aa

Endotracheal 0.30 (0)ABa 1.13 (0.5)Bb 0.86 (0)Ab
aspirate

Endotracheal 0.43 (0)AB 0.43 (0)A 0.43 (0)A
tube

Quadro 32 - Quantificagdo da carga bacteriana das sondas de DNA
Streptococcus anginosus

Streptococcus 12 h 48 h 96 h
anginosus

Oral Mucosa 0.30 (0)Aa 0.50 (0)Aa 0 (0)Ab

Subgengival site 0.70 (0.5)Ba | 0.38 (0)Aa 0.57 (0)Aa

Endotracheal 0.60 (0)ABa 0.75 (0)Ba 0.43 (0)Aa
aspirate

Endotracheal 0.57 (0)4B 0.57 (0)4B 0.57 (0)4B
tube
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Quadro 33 - Quantificagdo da carga bacteriana das sondas de DNA
Streptococcus gordonii

Streptococcus 12 h 48 h 96 h
gordonii

Oral Mucosa 0.10 (0)Aa 0.25 (0)Aa 0.14 (0)Ab

Subgengival site 0.10 (0.5)4a | 0 (0)Ba 0.14 (0)Aa

Endotracheal 0.10 (0)Aa 0.63 (0)Ab 0.57 (0)Ab
aspirate

Endotracheal 0.43 (0)A 0.43 (0)A 0.43 (0)A
tube

Quadro 34- Quantificagdo da carga bacteriana das sondas de DNA
Streptococcus intermedius

Streptococcus 12 h 48 h 96 h
intermedius

Oral Mucosa 0.30 (0)Aa 0.50 (0)ABa 0.29 (0)Aa

Subgengival site 0.50 0.13 (0)Aa 0.29 (0)Aa

(0.5)ABa

Endotracheal 0.50 (0)ABa 0.50 (0)ABa 0.14 (0)Aa
aspirate

Endotracheal 0.86 (1)B 0.86 (1)B 0.86 (1)B

tube




Quadro 35- Quantificagdo da carga bacteriana
Streptococcus mitis
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das sondas de DNA

Streptococcus 12h 48 h 96 h
mitis

Oral Mucosa 0.80 (0.5)4a 0.63 (0)Aa 0.14 (0)Aa

Subgengival 0.60 (0.5)4a 0.38 (0)Aa 0.43 (0)Aa
site

Endotracheal 0.30 (0)Aa 0.38 (0)Aa 0.29 (0)Aa
aspirate

Endotracheal 0.28 (0)A 0.28 (0)A 0.28 (0)A
tube

Quadro 36- Quantificagdo da carga bacteriana

Selenomonas noxia

das sondas de DNA

Selenomonas 12h 48 h 96 h
noxia

Oral Mucosa 0 (0)Aa 0.13 (0)Aa 0.28 (0)Ab

Subgengival 0.10 (0)ABa 0.25 (0)Aa 0.28 (0)Aa
site

Endotracheal 0.30 (0)Ba 0.50 (0)Aa 0.43 (0)Aa
aspirate

Endotracheal 0.28 (0)B 0.28 (0)A 0.28 (0)A
tube
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Quadro 37- Quantificacdo da carga bacteriana das sondas de DNA
Streptococcus oralis

Streptococcus 12h 48 h 96 h
oralis

Oral Mucosa 0.70 (0.5)ABa 0.38 (0)Aa 0.14 (0)Aa

Subgengival 0.70 (1)Aa 0.38 (0)Aa 0.43 (0)ABa
site

Endotracheal 0.30 (0)Ba 1.0 (1)Ba 0.14 (0)Aa
aspirate

Endotracheal 0.57 (1)AB 0.57 (1)AB 0.57 (1)B
tube

Quadro 38- Quantificagdo da carga bacteriana

Streptococcus sanguinis

das sondas de DNA

Streptococcus 12 h 48 h 96 h
sanguinis

Oral Mucosa 0.40 (0)Aa 0.63 (0)Aa 0.57 (0)Aa

Subgengival site 0.60 (0.5)4a | 0.75 (0.5)Aa 0.86 (0)Ba

Endotracheal 0.80 (0)Aa 1.13 (1)Aa 1.14 (1)Ba
aspirate

Endotracheal 0.86 (1)A 0.86 (1)A 0.86 (1)B
tube
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Quadro 39 - Quantificacdo da carga bacteriana das sondas de DNA
Streptococcus constellatus

Streptococcus 12 h 48 h 96 h
constellatus

Oral Mucosa 0 (0)ra 0.13 (0)Aa 0 (0)ra

Subgengival site 0.30 (0)Ba 0 (0)ab 0.14 (0)Ab

Endotracheal 0 (0)ra 0.38 (1)Bb 0.28 (0)Bb
aspirate

Endotracheal 0.71 (0)® 0.71 (0)®B 0.71 (0)®B
tube

Quadro 40 - Quantificacdo da carga bacteriana das sondas de DNA
Treponema denticola

Treponema 12h 48 h 96 h
denticola

Oral Mucosa 0.60 (0)Aa 0.75 (0)Aa 0.28 (0)Aa

Subgengival site 1.0 (0)ABa 1.0 (0.5)Aa 1.14 (0)Ba

Endotracheal 0.90 (0)ABa 2.12 (3)Bb 2.14 (3)Bb
aspirate

Endotracheal 1.57 (2)B 1.57 (2)AB 1.57 (2)B
tube
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Quadro 41- Quantificagdo da carga bacteriana das sondas de DNA
Treponema socransckii

Treponema 12 h 48 h 96 h
socransckii

Oral Mucosa 1.1 (0.5)Aa 1.0 (0)Aa 2.14 (2)ab

Subgengival 2.1 (3)Ba 0.88 (0)ab 1.71 (2)Bb
site

Endotracheal 2.2 (2.5)ka 2.25 (3)Bp 2.85 (3)ab
aspirate

Endotracheal 2(3)B 2(3)8 2 (3)aB
tube

Quadro 42- Quantificagdo da carga bacteriana
Veillonella parvula

das sondas de DNA

Veillonella 12h 48 h 96 h
parvula

Oral Mucosa 0.5 (0.5)7a 0.88 (1)ABa 0.71 (1)Ab

Subgengival 1.1 (1)kBa 0.75 (1)ABb 0.57 (1)ab
site

Endotracheal 1.2 (1)kBa 1.63 (1.5)4b 2.14 (3)Bb
aspirate

Endotracheal 0.43 (0)A 0.43 (0)B 0.43 (0)A
tube
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ANEXO B — Carta de Autorizagao Hospital POLICLIN

4POP

Instituto Policlin de Ensino e Pesquisa

S&0 José dos Campaos, 18 de abril de 2013,

A Comisséio Cientifica do Instituto Policlin de Ensino e Pesquisas (IPEP) -
Hospital Paliclin @ de Julho, em reunido realizada nesta data, aprovou a
realizacio do Projeto de Pesquisa intitulado “Estudo Clinico: Correlagio dos
Microorganismos da Orofaringe e Fluide Pulmonar em Pacientes sob
Ventllagdo Mecanica Invasiva®, que sera desenvolvido pela aluna de
Doutorade Ivany Machado de Carvalho Baptista, sob orientagdo da Profa. Tit.
Marcia Carneiro Valera, nas dependéncias deste hospital.

A Pesquisa podera ser iniciada imediatamente apds a aprovacdo pela
Comissdo de Etica em Pesquisa em Serss Humanos da Faculdade de
Odontologia — UNESP - SUC,

Sem mais para 0 momenlo,
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Dr. Carlog Eduardo da Rocha Santos  Dr. Sylvio José Macedo Becker
Diretor Glinico do Hospltel Policlin 8 de Julho Prasidants do IPER
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Prof/Dr.<JoSo Mancel Theotonio dos Santos
Diretor de Ensina & Pasquisas de IRER
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