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Monreal MTFD. Microbiota intestinal em pacientes com infecgdes bacterianas do trato
respiratorio tratados com amoxicilina - Tese (doutorado). Faculdade de Medicina de
Botucatu, Universidade Estadual Paulista, 2003.

Resumo

O trato gastrointestinal possui enorme variedade de bactérias aerébias e anaerdbias,
metabolicamente ativas, que interagem entre S em complexo ecossistema. Essa microbiota
desempenha func¢des importantes no metabolismo, nutri¢cdo, imunidade e protegdo contra a
colonizagdo por microrganismos patogénicos. Varios fatores podem influenciar essa
microbiota, entre eles a idade, dieta, processos inflamatorios e infecciosos e utilizacdo de
antimicrobianos. Assim, este estudo foi desenvolvido com o objetivo de verificar a
influéncia das infecg8es bacterianas do trato respiratorio e do tratamento com amoxicilina
sobre a microbiota intestinal normal do paciente. O processo infeccioso bacteriano do trato
respiratorio influenciou a microbiota intestinal dos pacientes. Houve reducdo significativa
na quantidade de UFC/g de fezes de microrganismos dos géneros Bacteroides e
Lactobacillus. A utilizagdo de amoxicilina também influenciou a microbiota intestinal. Foi
observada reducdo significativa na quantidade de UFC/g de fezes de microrganismos dos
géneros  Bifidobacterium e Lactobacillus. E importante identificar modificagdes na
composicao da microbiota intestinal, uma vez que a diminuicdo destes microrganismos
pode representar diversos prejuizos para o hospedeiro. Um destes prejuizos € a diminuicéo
da resisténcia a colonizagdo. Esses preuizos, quando acompanhados, podem ser
minimizados pela equipe de salde por meio de medidas relativas a conduta terapéutica e

alimentar, visando reduzir a influéncia nociva sobre 0 ecossistema gastrointestinal .

Paavras-chave: microbiota intestinal, amoxiciling, Bifidobacterium, Bacteroides,

Lactobacillus

Maria Tereza Ferreira Duenhas Monreal Doutorado
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Monreal MTFD. Intestinal Microbiota in patients with bacterial infections of the
respiratory tract treated with amoxicillin - Thesis (doctorate). Botucatu School of Medicine,
Paulista State University, 2003.

Abstract

The gastrointestinal tract contains an enormous variety of metabolically active aerobic and
anaerobic bacteria, that interact with each other in a complex ecosystem. That microbiota
carries out important functions in the metabolism, nutrition, immunity and protection
againgt the colonization by pathogenic microorganisms. Several factors can influence this
microbiota, among them are age, diet, inflammatory and infectious processes and use of
antimicrobial agents. Thus, this study was developed with the objective of verifying the
influence of the bacteria infections of the respiratory tract and of the treatment using
amoxicillin on the patient's normal intestinal microbiota. The bacterial infectious process of
the respiratory tract influenced the patients intestinal microbiota. There was significant
reduction in the amount of CFU/g of feces of microorganisms of the Bacteroides and
Lactobacillus genus. The use of amoxicillin aso influenced the intestina microbiota.
Significant reduction was observed in the amount of CFU/g of feces of microorganisms of
the Bifidobacteriumand Lactobacillus genus. It is important to identify modifications in the
composition of the intestina microbiota, once the decrease of these microorganisms can
cause damage to the host. One of these damages is the decrease in the resistance to the
colonization. Those damages, when accompanied, can be minimized by the hedth staff
using measures related to the therapeutic and alimentary conduct, seeking to reduce the

noxious influence on the gastrointestinal ecosystem.

Keywords: intestinal microbiota, amoxicillin, Bifidobacterium, Bacteroides, Lactobacillus

Maria Tereza Ferreira Duenhas Monreal Doutorado
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Introducéo 2

INTRODUCAO
O trato gastrointestina possui enorme variedade de bactérias aerdbias e anaerdbias,
que interagem entre si em complexo ecossistema . Essa microflora é composta por 400 a
500 espécies diferentes de bactérias metabolicamente ativas, com impacto marcante sobre a
funcéo intestinal e a salide do hospedeiro . No cdlon sua concentracdo varia de 10° a
10'? UFC (Unidade Formadora de Colonia) por grama de fezes ), e essa densidade

populacional é regulada pelas interagdes que ocorrem entre a microflora ®? (Figura 1).
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Fiqural: Floranormal do trato gastrointestinal (Fonte: Armstrona & Cohen %)

A formagdo da microflora intestina norma tem inicio a0 nascimento, quando o
recém-nascido é exposto aos microrganismos do trato geniturindrio daméae (). Durante os

primeiros dias de vida, Escherichia coli, Clostridiume estreptococos colonizam o trato

Maria Tereza Ferreira Duenhas Monreal Doutorado
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intestind Y. Com a amamentacdo (leite materno) surgem as bifidobactérias e os

lactobacilos. Logo em seguida, aparecem os bacterdides, eubactérias e peptococos 412

(Figura 2).
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Fiqura 2: Mudancas naflorafecal com o envelhecimento (Fonte: Mitsuoka'*?)

De acordo com alguns autores, o perfil dominante das bactérias anaerdbias,
usuamente encontrado em individuos adultos, € estabelecido nos primeiros quatro anos de
vida*®. Outros consideram que esse perfil se estabelece a partir dos dois anos de idade 9.

O intestino grasso (colon) € o primeiro loca de colonizagdo microbiana nos

humanos, provavel mente devido & pequena motilidade intestina (3.

No gera as bactérias intestinais podem ser divididas em espécies que exercem
efeitos prejudiciais ao hospedeiro e espécies que exercem efeitos benéficos. Entre os efeitos
nocivos, podem ser citados diarréia, infecgdes, danos hepéticos, carcinogénese e putrefacéo
intestinal. A inibicdo do crescimento de bactérias prejudiciais, estimulagdo do sistema

imune, melhora da digestdo e da absor¢do de nutrientes essenciais e a sintese de vitaminas,

Maria Tereza Ferreira Duenhas Monreal Doutorado
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s30 exemplos de efeitos protetores desenvolvidos pela microbiota intestina 4. Entre os
grupos predominantes de bactérias colbnicas, os Bifidobacterium e Lactobacillus séo
géneros que desempenham efeitos benéficos para 0 hospedeiro. Microrganismos do género
Bacteroides sfo capazes de desempenhar acdes benéficas e prejudiciais . De acordo com
Macfarlane e colaboradores '®  essas bactérias s encontradas em elevadas concentracdes
no intestino grosso (Quadro 1).

Quadro 1: Concentracdo de bactérias no intestino grosso humano ©.

Bactérias Concentracédo
(Lotho/g de Fezes)
Meédia Variagéo
Bacteroides 11,3 92-135
Bifidobactérias 10,2 49-134
L actobacilos 9,6 36-125

As bactérias intestinais tém participacdo importante na formacdo da massa fecal,
freguéncia de evacuagdes, regulacdo do pH coldnico, producdo de acidos graxos de cadeia
curta e armazenamento de energia proveniente de componentes alimentares ndo digeridos
no intestino delgado ™. O metabolismo, a nutricdo, a imunidade e a protegéo sfo as
principais funcdes da microbiota intestinal ("!”. Uma das funcBes metabdlicas é a
fermentacdo de substratos aimentares ndo digeridos no intestino delgado e de mucos
enddgenos 1. Os acticares s3o fermentados em vérios produtos, incluindo &cidos, coois e
gases 1819 Os principais produtos sio os acidos graxos de cadeia curta: acético, propidnico
ebutirico @9, A maior parte desses &cidos é absorvida pelo intestino e, subseqiientemente
utilizada pelo hospedeiro em inimeras vias metabdlicas ™®?. As mucinas sio
constantemente secretadas pelo trato gastrointestinal (%2, Essas glicoprotefnas formam uma

eficiente barreira fisica contra a invas3o e colonizacdo Y. Algumas espécies de bactérias

Maria Tereza Ferreira Duenhas Monreal Doutorado
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como bacterdides, bifidobactérias e ruminococos sdo capazes de utilizar a mucina como
fonte de carbono e energia, reduzindo assim, seu efeito protetor. Porém, existe balanco
constante entre a secregdo de mucina pelo hospedeiro e sua utilizagso pela microflora @3,

A microflora intestinal também atua no metabolismo de acidos biliares primérios e
hormbnios esterdides, fazem a conversdo da urobilina para urobilinogénio e do colesterol
para coprostanol ®24).

A acdo de nutricdo da microflora é exercida através dos produtos da fermentac@o,
principalmente os &cidos graxos de cadeia curta e o &cido latico. O &cido butirico serve
como substrato de energia para os colondcitos; o propiénico e o |&tico para as células do
figado; o acético para os tecidos periféricos ®. Alguns destes, podem funcionar como
moduladores do metabolismo da glicose e lipideos. Os écidos graxos de cadeia curta podem
ainda estimular a absorcao de calcio, magnésio e ferro 7).

O intestino humano representa a maior massa de tecido linféide do corpo. Apds o
nascimento as bactérias colonizam o intestino e, provavelmente atuam como fonte de
antigenos e imunomodul adores inespecificos. Essas bactérias podem ser consideradas como
antigenos capazes de estimular resposta imune local e sistémica. Elas influenciam o nimero
e a distribuicdo da populagdo de células do tecido linféide associado ao intestino. Além
disso, determinadas bactérias gram-negativas como E. coli e Bacteroides tém importante
funcao sobre o efeito imunoldgico inespecifico ?.

Uma das fungdes mais importantes da microflora é a protegdo contra a colonizagéo
por microrganismos potencialmente patogénicos — ‘resisténcia a colonizacdo’; e os
anaerdbios s3o os principais microrganismos envolvidos nesse processd®® . Essa resisténcia
esta relacionada a competicao por substratos e sitios de colonizacdo e a producdo de acidos

organicos, que inibem o crescimento de muitos patdgenos ?¥. Algumas espécies de

Maria Tereza Ferreira Duenhas Monreal Doutorado



Introducéo 6

bactérias sdo capazes de produzir ‘bacteriocinas’, substancias semelhantes a antibidticos,
que inibem o crescimento bacteriano de algumas espécies e, exercem efeito auto-regulador
sobre as espécies produtoras (2.

Embora a microflora gastrointestinal sgja relativamente estével durante a vida do
individuo ?®, alguns fatores como doenca e determinados medicamentos podem afetar esse
equilibrio 1.  Esse ecossistema também pode ser influenciado pela dieta, localizacso
geogréfica, cirurgias do trato gastrointestinal e principalmente, durante o uso de antibidtico
(29 A administracao de antibiético pode influenciar a composic&o da microflora coldnica, e
influéncia depende da concentragdo da droga no lUmen intestina e de seu espectro de
acp (103031 Essas drogas podem provocar distdrbio no balanco ecolégico da microflora
gastrointestinal com vérios efeitos indesgévels, como a colonizagdo por patdgenos
potenciais, além de influenciar a atividade metabélica da microflora intestina 32

Muitos estudos tém sido conduzidos, com o objetivo de verificar modificagbes na
composicdo da microflora intestinal, em decorréncia de dietas 2143530 jdade (1237
localizacgo geogréfica "9, terapias medicamentosas “°*Y e doencas entéricas 142,

Nos Ultimos anos, alguns estudos tém procurado demonstrar a importancia e
participacdo da flora intestinal em determinados processos patolégicos como artrite

reumatide e doenca atdpica (**®

. Essas pesquisas visam minimizar os sintomas e as
consequiéncias do processo inflamatério para o paciente.

As infecgdes do trato respiratorio também tém despertado o interesse dos
pesquisadores, pois sdo as infecgdes mais encontradas na pratica médica geral, nas quais 0s
antibidticos sdo rotineiramente prescritos. A administracdo de artibiéticos pode provocar

mudancas na flora normal da orofaringe e dos intestinos. ApGs terapia antimicrobiana pode

ocorrer reducdo no numero de microrganismos que habitam normalmente o trato
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gastrointestinal, permitindo o crescimento excessivo de espécies bacterianas ja presentes e,
conseguente colonizagdo por microrganismos potencialmente patogénicos. O uso de
antibidticos também pode promover o desenvolvimento de resisténcia ao antimicrobiano e
assim, a bactéria resistente pode ser disseminada no meio ambiente (49,

Entre as infeccbes do trato respiratorio, o diagndstico e o tratamento das sinusites,
representam um grande problema para o clinico. As caracteristicas cléssicas como febre,
secrecao nasal purulenta e dor facial, podem estar ausentes; o que, frequientemente dificulta
a diferenciagdo entre infeccdo vira e infeccdo bacteriana, que requer tratamento com
antimicrobiano. O diagnostico pode ser auxiliado por radiografia dos seios da face (mais
utilizado), ultra-sonografia, tomografia axia computadorizada, ressonancia magnética e
endoscopia dos seios da face 9. A pneumonia é outra infeccio do trato respiratorio, que
pode manifestar-se em ambos 0s sexos e em todas as idades. E um processo infeccioso
agudo do parénquima pulmonar, que freqlientemente prejudica as trocas gasosas. Tosse, dor
torécica e excessiva producéo de escarro, podem ser relatacbs pelo paciente 2.

O tratamento de primeira escolha para as infeccbes do trato respiratério € a
amoxicilina (aminopenicilina); que é um antibidtico betalactdmico bactericida, muito
utilizado na prética clinica, indicado principalmente quando as vias aéreas estdo
comprometidas ®?. Essa droga é usuamente utilizada para tratamento inicial de paciente
com sinusite aguda, e nesse caso, a duracéo do tratamento é de 10 a 14 dias ®°. Elatambém
€ utilizada para o tratamento de alguns tipos de pneumonias bacterianas, sendo
administrada por um periodo de sete a 10 dias ©.

E de grande importancia clinica, conhecer a influéncia dos agentes antimicrobianos,
bem como as consequiéncias de processos infecciosos, sobre 0 ecossistema gastrointestinal

do paciente.
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Uma vez que a microbiota intestinal tem participacdo no metabolismo, imunidade,
nutricdo e protecdo e que a mesma pode ser modulada pela ingestdo de alguns tipos de
alimentos, essas pesquisas podem oferecer subsidios importantes na conducdo do
tratamento e na dieta do paciente durante O processo infeccioso e na recuperaco,
minimizando os efeitos prejudiciais da doenca e do tratamento sobre a microbiota intestinal

do mesmo.
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OBJETIVOS
OBJETIVO GERAL:

» Veificar a influéncia das infeccOes bacterianas do trato respiratorio e do
tratamento com amoxicilina, sobre a microbiota intestinal normal do
paciente.

Para alcancar esse objetivo foram utilizadas amostras de fezes de pacientes com
infeccdo bacteriana do trato respiratorio coletadas em trés momentos distintos:

Momento 1 (M 1): antes do paciente iniciar o tratamento com aamoxiciling;

Momento 2 (M 2): no ultimo dia do tratamento com a amoxicilina que variou de 10
al4 dias,

Momento 3 (M 3): 30 dias apos o fina do tratamento.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

» lIsolar e quantificar as bactérias anaerdbias intestinais dos géneros
Bacteroides, Bifidobacterium e Lactobacillus em fezes de pacientes com

infeccdo bacteriana do trato respiratério, nos Momentos M;, M, e Ms.

» Avadiar ainfluéncia do processo infeccioso sobre a microbiota intestinal.

> Avdiar a influéncia do tratamento com amoxicilina sobre a microbiota

intestinal.
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CASUISTICA e METODOS

1. CASUISTICA:

Foi realizado estudo prospectivo, envolvendo 22 pacientes com infeccOes
bacterianas do trato respiratério (18 casos de sinusite, 04 casos de pneumonia), triados
junto a0 Pronto Atendimento do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de
Botucatu-SP/ UNESP no periodo de julho de 2002 a janeiro de 2003; e 20 individuos

doadores de sangue triados junto ao Hemocentro da mesma Instituic&o no mesmo periodo.

2. METODOS:
2.1. Critériosdelnclusdo: pacientes com diagnostico epidemiolégico, clinico e por
imagem de doencas infecciosas bacterianas agudas, do aparelho respiratério; com
prescricéo de amoxicilina; de ambos os sexos;, com idade superior a 18 anos e que néo

estavam utilizando medicamentos.

2.2. Critérios de Exclusdo: gravidez, lactagdo, mulheres com desordens hormonais;
individuos que apresentavam outras doencas de base e uso prévio de medicamentos,

principalmente antimicrobianos, nos ultimos 30 dias.

2.3. Grupos de Estudo
Os individuos foram distribuidos em dois grupos:
Grupo Controle (GC): constituido por 20 individuos normais, doadores de
sangue, de ambos 0s sexos e com idade superior a 18 anos, triados junto ao

Hemocentro do Hospital das Clinicas da Faculdade @& Medicina de Botucatu-
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SP/UNESP. Estes individuos ndo apresentavam infecgdes respiratérias e nao
utilizavam antimicrobianos no momento da pesquisa e nos ultimos 30 dias.
Grupo 1 (G1): constituido por 22 pacientes, de ambos 0s sexos, com idade
superior a 18 anos, com diagndstico clinico, epidemioldgico e por imagem de
infeccdo bacteriana aguda do trato respiratério.
Foram fornecidos aos individuos dos Grupos GC e G1, os detahes referentes a
realizacao deste estudo e foi solicitado a cada um que assinasse 0 Termo de Consentimento
Livre Esclarecido (Anexo 1), conforme Resolucdo n° 196/96 sobre “Pesquisa Envolvendo

Seres Humanos’, do Consalho Nacional de Salide/MS.

2.4. Momentos do Estudo

Para avaliagdo da microbiota intestinal dos individuos do grupo controle e dos
pacientes foram utilizados os seguintes Momentos Experimentais:

v Momento Zero (Mo): cultura de fezes dos individuos do grupo controle para
identificar e quantificar 0os microrganismos dos géneros Bacteroides,
Bifidobacterium e Lactobacillus, realizada uma vez.

v" Momento Um (M,): cultura de fezes dos pacientes com infec¢do bacteriana do
trato respiratorio para identificar e quantificar os microrganismos dos géneros
Bacteroides, Bifidobacterium e Lactobacillus, realizada antes dos mesmos
iniciarem o tratamento com a amoxicilina.

v" Momento Dois (My): cultura de fezes dos pacientes com infecgdo bacteriana do
trato respiratorio para identificar e quantificar os microrganismos dos géneros
Bacteroides, Bifidobacterium e Lactobacillus, redlizada no dltimo dia do

ttratamento com a amoxicilina.
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v' Momento Trés (Mg): cultura de fezes dos pacientes com infeccdo bacteriana do
trato respiratorio para identificar e quantificar os microrganismos dos géneros

Bacteroides, Bifidobacterium e Lactobacillus, realizada 30 dias apés o final do

tratamento.
MOMENTOS DO ESTUDO
GRUPO CONTROLE GRUPO 1 (PACIENTES)
Mo M 1 M M3

Avaliacdo Antes do inicio 10 al4 dias 30dias

Unica do tratamento apds oinicio apos 0

do tratamento final do

tratamento

2.5. Diagnéstico das | nfecgdes por Agentes Bacterianos

Todos os individuos do grupo G1 foram avaliados clinicamente pelos médicos do
Pronto Atendimento.

O diagnostico das infecgdes por microrganismos bacterianos foi baseado em dados
clinicos, epidemioldgicos e por exames complementares inespecificos (hemograma
completo e RX de térax e/ou seios da face). O hemogramafoi realizado pelo Laboratorio de
Hematologia da Divisdo Hemocentro do Hospita das Clinicas da Faculdade de Medicina
de Botucatu- SPPJUNESP, em contador automético de céulas, Penta 120 ABX, de acordo
com técnicas j& padronizadas (°® Foram considerados compativeis com infeccso bacteriana

0s hemogramas que apresentaram leucocitose. Enquanto os exames radiol 6gicos, quando
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necessarios, foram realizados pelo Servico de Radiologia da mesma Ingtituicdo e foram
considerados indicativos de infecgdes bacterianas quando apresentaram velamento de seios
da face, nos casos de sinusites e/ou revelaram condensacdo nos casos de pneumonias. Estes

exames foram realizados antes dos pacientes iniciarem o tratamento com o antimicrobiano.

2.6. Tratamento
O tratamento destes pacientes foi estabelecido pelos médicos responsaveis pela
assisténcia no Pronto Atendimento. Para o tratamento destas infecgOes, foi utilizado

Amoxicilina de 500 mg, viaoral, prescrita de 8/8 horas, por um periodo de 10 a 14 dias.

2.7. Caracteristicas epidemiologicas (Anexo 2)
Os individuos dos dois grupos foram entrevistados em salas reservadas, pela autora
do trabalho, e foram obtidas informacdes relativas ao sexo, idade, tabagismo, consumo de

alcool e medicamentos prescritos.

2.8. Inquérito para Classificagdo Socio-econémica (Anexo 3)
Durante a entrevista também foram obtidas informagdes relativas a renda familiar,
n° de membros na familia, escolaridade, habitacdo e ocupacdo. Estas varidveis serviram
como subsidio para a classificagdo sicio-econdmica de cada individuo, de acordo com o

proposto por Graciano, Lehfeld e Neves Filho ¢,
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Quadro 1: Sistema de pontuacio para classificacio socio-econdmica Y.

Pontos Classificagdo Sigla
0? 20 Baixa inferior BI
20? 30 Baixa superior BS
30? 40 Média inferior Ml
407 47 Média ME
477 54 M eédia superior MS
54 acima Alta AL

2.9. Avaliacdo Nutricional
A avdiacdo nutricional foi realizada com os individuos dos grupos GC e G1, pela

aplicacdo de protocolo especifico contendo aspectos dietéticos e antropomeétricos.

a) Para a andlise da ingestdo de alimentos dos individuos foi utilizado o registro
alimentar de trés dias, com descricdo do horério das refeicbes e quantidade em medidas
caseiras (colher, xicara, copo, prato) e/ou em gramas dos aimentos ingeridos, para verificar
se no habito aimentar do individuo haviaingestdo de nutrientes que poderiam favorecer ou
desfavorecer a microbiota intestinal (Anexo 4). Para os calculos das calorias totais, dos
carboidratos, das proteinas, dos lipideos e outros nutrientes especificos foi utilizado o
Software Virtual Nutri *, da Faculdade de Satide Publica de Sao Paulo — USP.

b) Investigacdo Antropométrica: medicdo do peso e estatura (Anexo 5).

Peso (P) — Quilo (Kg) : foi obtido com a utilizagdo de balanca antropomeétrica, tipo
plataforma com precisdo de 0,1 Kg, com o paciente descago e com o minimo de
vestimenta %6°",

Estatura (E) — Metros (m) : foi determinada por meio de uma escala fixada na balanca

antropométrica, com precisdo de 0,5 cm 657,
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indice de Massa Corporal (IMC): foi calculado a partir da relagdo peso (Kg) e
estatura ao quadrado (m?) através da férmula: IMC = P/E2 657,

Para classificagdo do estado nutricional dos individuos foi utilizado o indice de Massa
Corpora (IMC).

Quadro 2: Classificagdo Nutricional ©®.

Indice de Massa Corpora (Kg/M?) Classificacdo
=16 Desnutricao Grau |11 (grave)

16,0— 16,9 Desnutricdo Grau |1 (moderada)
17,0— 18,49 Desnutricdo Grau | (leve)
18,5—- 24,9 Eutrofia
25,0— 29,9 Pré-obeso
30,0—- 349 Obesidade Grau |
35,0— 39,9 Obesidade Grau |1

=40 Obesidade Grau 11

2.10. Avaliacdo da Microbiota Bacteriana I ntestinal (Anexo 6):
Para a avaliacdo microbiologica da microbiota intestinal foi adaptado o método de
Sutter e colaboradores 9.
Amostras de fezes dos individuos dos dois grupos foram colhidas em frascos
estéreis contendo meio de transporte Transbac® (Probac do Brasil), que mantém viaveis

tanto bactérias aerdbias como anaerdbias (Foto 1).
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Foto 1 — Meio de Transporte Transbac®

Todos os individuos do Grupo Controle (GC) foram orientados, no momento da
aplicacdo do question&rio, sobre os procedimentos relacionados a coleta e transporte da
amostra até o laboratério para os procedimentos padronizados.

Os individuos do Grupo G1 foram orientados, também no momento da aplicacdo do
questiondrio, que averiam coletar trés amostras de fezes, sendo que a primeira deveria ser
coletada antes de iniciar o tratamento com o antibiético prescrito; a segunda deveria ser
coletada no Ultimo dia do tratamento e a terceira um més apos o término do tratamento.
Todas as datas foram agendadas individualmente para cada paciente a medida em que eram
incluidos no estudo. Para evitar esquecimentos, 24 horas antes das datas das coletas a
autora entrava em contato com cada um deles. E, durante o periodo do estudo,
regularmente, receberam orientagdes, por telefone ou pessoalmente pela autora, sobre a

importancia do tratamento (aderéncia) e as datas das coletas das amostras subseqiientes. O
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espaco de tempo entre a coleta de cada amostra e sua manipulacdo no laboratério foi de
apr oximadamente uma hora 169,

Cada amostra foi homogeneizada, apds desprezar adequadamente a solucéo
conservante, e uma aliquota de um grama foi pesada em Balanca Analitica - SCCENTECH

SA120 — (Foto 2).

Foto 2 — Balanca Analitica (pesanem do material)

Essa aliquota de um grama foi colocada em tubo de ensaio com tampa rosqueével
(Foto 3), contendo nove ml de Stuart Transport Medium® (Oxoid). Este meio foi utilizado
por conter o indicador Azul de Metileno, que indica a presenca de oxigénio, que era

indesgjavel para os procedimentos.
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Foto 3 —Introducdo da amostra no frasco

Esta mistura foi homogeneizada em Agitador de Tubos Phoenix (Mod. AT 56), até

completa dissolugéo (Foto 4).

Foto 4 — Homogeneizacdo da amostra

A partir desta diluicdo (10%), uma aliquotade 1000yl foi transferida para outro tubo
de ensaio contendo o mesmo diluente (102), e assm consecutivas diluicdes foram
realizadas até alcancar 10° , utilizando o mesmo diluente em todos os tubos e agitacdo

(Fotos 5 € 6).
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Fotos 5 e 6 — Diluicdo da amostra

Foram utilizados s meios de cultura seletivos Kanamycin-vancomycin blood agar,
Bifidobacterium medium e Lactobacillus selective medium (Probac do Brasil) para
Bacteroides, Bifidobacterium e Lactobacillus respectivamente, preparados para este estudo

pela Empresa Probac do Brasil Produtos Bacteriol 6gicos Ltda (Foto 7).

Foto 7 —Meios de cultura sel etivos paraBacter oides(1), Bifidobacterium(2) e Lactobacillug3)
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Apbs o preparo dessas diluicdes, foi inoculado uma aliquota de 100ul , conforme o

Quadro 3, nos meios de cultura seletivos (Fotos 8, 9, e, 10).

Foto 9- Inoculacdo de 100n1 da amostra diluidaem Bifidobacterium medium

Foto 10- Inoculagdo de 100m da amostra diluida em Kanamycin-vancomycin blood agar
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Foram utilizados bastdes de vidro em “L” (Foto 11) para semear as amostras,
individualmente para cada diluicdo e meio de cultura, para evitar contaminagdo cruzada. A
diluicdo e a inoculacéo foram realizadas em Camara de Fluxo Laminar Vertical Pachane

(Modelo PA-115).

Foto 11 - Bast&o de vidro usado para semear a amostra

A inoculagdo foi realizada segundo quadro abaixo.
Quadro 3: Inoculagéo de cada amostra, de acordo com meios de cultura seletivos,

diluicdes e microrganismos ).

Meio de Cultura Fezes (diluicdo) Microrganismos
K anamycin-vancomycin blood agar 10%,10°10°,10° Bacteroides
Bifidobacterium medium 10%,10°,10°,10° Bifidobacterium
L actobacillus selective medium 107,10%10°,10° Lactobacillus

Terminada a inoculagdo, as placas devidamente identificadas, foram acondicionadas
em Jarra Anaerébica GasPak (Permution) em ambiente de anaerobiose (Foto 12), e
incubadas em estufa a 37°C por um periodo de 48 horas. Como gerador de atmosfera com
teor reduzido de oxigénio e aumentado de gas carbdnico foi utilizado o Anaerobac®

(Probac do Brasil)(Foto 13).
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Foto 12- Jarra de Anaerobiose GasPak (Permution) contendo placas inoculadas,

ativadas pelo gerador de gés carbdnico Anaerobac® com fitaindicadora

Foto 13- Anaerobac®, antes daincubagdo (A) e ao término daincubacdo (B)
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Apbs esse periodo, foram analisadas quanto ao crescimento bacteriano e aspecto
das coldnias. As UFC foram contadas em cada placa, utilizando para isso lupa, régua e
caneta porosa, de acordo com técnicas laboratoriais ja padronizadas (Foto 14). As
quantidades de UFC foram calculadas para cada diluicéo, e a seguir, a média para cada tipo

de bactéria (Apéndices 1, 2 e 3).

Foto 14- Contagem das colbnias

Além disso, para cada teste foram realizadas as seguintes observacOes:
= morfologia das coldnias — tamanho, forma, cor e aspecto (Foto 15)
= celular: coloracéo pelo Gram (Foto 16)
= prova da catalase: membros do género Lactobacillus e Bifidobacterium déo reagdo

negativa e bastonetes gram-negativos ( Bacteroidesfragilis) - déo reacéo positiva.
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Foto 15- Andlise das coldnias

Foto 16 — L &minas coradas pelo Gram
1- Lactobacillus— Gram-positivo
2- Bifidobacterium— Gram-positivo
3- Bacteroides— Gram-negativo
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L &minas coradas pelo Gram

Bacteroides— (Gram-negativo) Bifidobacterium (Gram-positivo)

Lactobacillus (Gram-positvo)

Estas andlises foram realizadas no Laboratdrio do Departamento de Doencas

Tropicais pela autora do projeto.
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2.11. Méodo Estatistico:

Para as contagens de Bacteroides, Bifidobacterium e Lactobacillus foram cal culados
média e desvio padrdo com a transformacdo logaritmica dos dados e média na escala
original (69,

Para a comparagdo entre momentos (M1, My € M3) no grupo G1 foi utilizada a prova
nao-paramétrica de Friedman com o céculo das estatisticas 7* ep.

Para a comparagdo entre os grupos GC (My) e G1 em cada momento foram
utilizados o teste t para duas amostras independentes (usando o logaritmo da contagem)
com o célculo das edtatisticas t e p €/ou 0 método ndo-paramétrico de Mann-Whitney.

Em todas as andlises efetuadas, as estatisticas calculadas foram consideradas
significativas quando p = 0,05 (p € a probabilidade de erroneamente concluir pela

significancia).

2.12. Etica (Anexo 7)
O presente estudo foi submetido a avaliagio do Comité de Etica em Pesquisa do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu-SP/UNESP, recebendo

parecer favoravel em outubro de 2001.
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RESULTADOS

1. Caracterizagao da casuistica quanto ao sexo e idade.

A) Caracterizagdo da casuistica quanto ao sexo

A distribuicdo dos individuos de ambos os grupos, de acordo com 0 sexo esta

apresentada na Figura 1.

0 25 -
@ Masculino

15- @ Feminino

GC Gl

Grupos

GC Grupo Controle - individuos doadores de sangue
G1: Grupo de pacientes com infec¢ao bacteriana respiratoria

Figura 1 - Distribuicéo dos individuos dos grupos GC e G1, de acordo com 0 sexo.

Botucatu-SP, 2002.

Foi observado que de acordo com o género, houve distribuicdo homogénea dos

individuos no grupo controle e no grupo com infeccdo bacteriana respiratoria.
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B) Caracterizacdo da casuistica quanto a idade
A distribuicdo dos individuos de ambos os grupos, de acordo com a idade esta

apresentada na Figua 2.

% 254 @ 18 a 20 anos
20 21 a30 anos
154 0 31 a40 anos
104 0 41 a 50 anos

GC Gl
Grupos

GC: Grupo Controle— individuos doadores de sangue
G1: Grupo de pacientes com infecgéo bacteriana respiratéria

Figura 2 — Distribuicdo dos individuos dos grupos GC e G1, de acordo com faixas

etérias. Botucatu-SP, 2002.

Foi observado entre & individuos do grupo GC que a maior porcentagem tinha
entre 41 e 50 anos; no grupo G1 a maior porcentagem tinha entre 21 e 30 anos. Houve,

portanto, predominio de individuos mais jovens entre 0s pacientes.
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2. Caracterizacdo da casuistica de acordo com as variaveis epidemioldgicas:
tabagismo e etilismo.
A) Caracterizacdo da casuistica de acordo com o habito de fumar (tabagismo)
A distribuicdo dos individuos de ambos os grupos, de acordo com o habito de fumar

est4 apresentada na Tabela 1.

Tabela 1 — Distribuicdo dos individuos dos grupos GC e G1, segundo o habito de fumar.

Botucatu-SP, 2002.

Grupos GC Gl Total
Tabagista
n (%) n (%) n (%)
Sim 5 (25,0) 7 (31,8) 12 (28,6)
NE™) 15 (75,0) 15 (68,2) 30 (71,4)
Total 20 (100,0) 22 (100,0) 42 (100,0)

GC: Grupo Controle— individuos doadores de sangue
G1: Grupo de pacientes com infeccdo bacterianarespiratéria
n: ndmero de individuos

Foi observado que 75% dos ndividuos do grupo GC e 68,2% dos pacientes do
grupo G1 ndo tinham o habito de fumar. Sendo assim, nos dois grupos constituidos, a

porcentagem de ndo fumantes foi superior a de fumantes.
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B) Caracterizacdo da casuistica de acordo com o hébito de ingerir bebidas
alcodlicas (etilismo).
A distribuicdo dos individuos de ambos os grupos, de acordo com o hébito de

ingerir bebidas alcodlicas esta apresentada na Tabela 2.

Tabela 2 — Distribuicdo dos individuos dos grupos GC e G1, segundo o habito de ingerir

bebidas alcodlicas. Botucatu-SP, 2002.

Grupos
GC Gl Total

Ingestéo de
Bebidas Alcodlicas

n (%) n (%) n (%)
Nao 13 (65,0) 15 (68,2) 28 (66,6)
Etilista Socia 7 (35,0) 6 (27,3) 13 (31,0
Etilista Habitua 0 0 1 4,5) 1 (2,4
Totd 20 (200,0) 22 (100,0) 42 (200,0)

GC: Grupo Controle— individuos doadores de sangue
G1: Grupo de pacientes com infeccdo bacterianarespiratéria
n: nimero de individuos

Foi observado que 65% dos individuos do grupo GC e 68,2% dos @cientes do

grupo G1 ndo consumiam bebidas alcodlicas.

Maria Tereza Ferreira Duenhas Monreal Doutorado
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3. Caracterizacdo da casuistica quanto as condicdes socio-econémicas.
A) Caracterizacdo da casuistica de acordo com a renda familiar.
A distribuicdo dos individuos de ambos os grupos, de acordo com a renda familiar
esta apresentada na Tabela 3.
Tabela 3 — Distribuicdo dos individuos dos grupos GC e G1, segundo renda familiar.

Botucatu-SP, 2002.

Grupos GC Gl Total
Renda Familiar n (%) n (%) n (%)
157 30SM 6 (30,0) 2 9.1 8 (19,1)
09? 15SM 4 (20,0 4 (18,2) 8 (19,2)
04? 09SM 7 (35,0) 7 (3L8) 14 (333)
027 04 SM 3 (15,0) 9 (40,9) 12 (28,5)
Total 20 (100,0) 22 (100,0) 42 (100,0)

GC: Grupo Controle— individuos doadores de sangue
G1: Grupo de pacientes com infec¢do bacterianarespiratéria
SM: Salério Minimo
n: nimero de individuos
Foi observado que a maior porcentagem dos individuos no grupo GC tinha faixa
salaria entre quatro e nove SM, porém 50% tinham faixa salarial acima de nove SM. No

grupo G1 a maior porcentagem dos individuos também tinha faixa saarial entre quatro e

nove salarios minimos, porém 40,9% tinham faixa salarial abaixo de quatro SM.

Maria Tereza Ferreira Duenhas Monreal Doutorado
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B) Caracterizacdo da casuistica quanto ao nimero de membros na familia.
A distribuicdo dos individuos de ambos os grupos, de acordo com o numero de

membros na familia esta apresentada na Tabela 4.

Tabela 4 — Distribuicdo dos individuos dos grupos GC e G1, segundo 0 nuimero de

membros na familia. Botucatu-SP, 2002.

Grupos GC Gl Total
N° membro
nafamilia
n (%) n (%) n (%)

1-2 5 (25,0) 2 (9,1 7 (16,7)
3-4 13 (65,0) 14 (63,6) 27 (64,3)
5-7 2 (10,0 6 (27,3) 8 (19,0
Total 20 (100,0) 2 (100,0) 42 (100,0)

GC: Grupo Controle— individuos doadores de sangue
GL1: Grupo de pacientes com infeccdo bacterianarespiratéria
n: nimero de individuos

Foi observado nos grupos GC e G1 que a maior porcentagem das familias dos

individuos possuia trés a quatro membros.

Maria Tereza Ferreira Duenhas Monreal Doutorado
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C) Caracterizacdo da casuistica quanto a escolaridade.
A distribuicdo dos individuos de ambos os grupos, de acordo com a escolaridade

est4 apresentada na Figura 3.
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50+
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30+

@ Ens. Fund.
Ens. Médio
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20

10+

Grupos

GC: Grupo Controle— grupo de individuos doadores de sangue
G1: Grupo de pacientes com infecgéo bacteriana respiratéria
Ens Fund..: Ensino Fundamental

Ens. Médio: Ensino Médio

Ens. Superior: Ensino Superior

Figura 3 — Didgtribuicdo dos individuos dos grupos GC e G1, segundo o grau de

escolaridade dos chefes de familia. Botucatu-SP, 2002.

Foi observado, em relacdo a escolaridade, que no grupo GC a maior porcentagem
possuia nivel superior, enquanto no grupo G1, a maior porcentagem possuia ensino médio e

ensino superior.

Maria Tereza Ferreira Duenhas Monreal Doutorado
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D) Caracterizacao da casuistica quanto a ocupacao.
A distribuicgo dos individuos de ambos os grupos, de acordo com a ocupagdo do

chefe da familia esta apresentada na Figura 4.
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GC: Grupo Controle—individuos doadores de sangue

G1: Grupo de pacientes com infecgdo bacterianarespiratoria

E: Empresario

PLA: Profissional Liberal Autbnomo

TAATC: Traba hador Assalariado Administrativo, Técnico e Cientifico
TA: Trabalhador Assalariado

TCP: Trabalhador por Conta Propria

ED: Empregado Doméstico

TRA: Trabalhador Rural Assalariado, Volante

A: Aposentado

Figura 4- Distribuicgo dos individuos dos grupos GC e G1, de acordo com a profissdo do
chefe da familia. Botucatu- SP, 2002.

Foi observado no grupo GC, que a maior porcentagem dos individuos tinha
ocupacdo relacionada ao trabalho assalariado e trabalho assalariado administrativo, técnico
e cientifico; no grupo G1, a maior porcentagem tinha ocupacdo relacionada ao trabalho

assalariado e emprego domeéstico.

Maria Tereza Ferreira Duenhas Monreal Doutorado
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E) Caracterizacdo da casuistica quanto a habitacdo.

37

A distribuicdo dos individuos de ambos os grupos, de acordo com a habitagdo

estd apresentada na Figurab.

80+

Grupos

Casa prépria
E Casadugada

O Casa cedida por
beneficio

GC: Grupo Controle - individuos doadores de sangue

G1: Grupo de pacientes com infec¢ao bacteriana respiratoria

Figura 5 — Distribuicdo dos individuos dos grupos GC e G1, de acordo com a condicéo

da habitagdo. Botucatu-SP, 2002.

Foi observado nos grypos GC e G1 que a maior porcentagem possuia casa propria

Maria Tereza Ferreira Duenhas Monreal

Doutorado
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F) Caracterizacdo da casuistica quanto a classe socio-econémica.
A distribuicdo dos individuos de ambos os grupos, de acordo com a classe socio-

econdmica esta apresentada na Figura 6.
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GC: Grupo Controle— individuos doadores de sangue
GL1: Grupo de pacientes com infeccdo bacteriana respiratéria
Bl: Baixa Inferior
BS: Baixa Superior
MI: Média Inferior
M: Média
Figura 6— Distribuicdo dos individuos dos grupos GC e G1, segundo a classe sicio-

econOmica. Botucatu-SP, 2002.

Foi observado, que a maior porcentagem dos individuos do grupo GC, pertencia a
classe socio-econdémica média inferior, e que no grupo G1 a maior porcentagem pertencia a

classe baixa superior.

Maria Tereza Ferreira Duenhas Monreal Doutorado
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4. Caracterizag8o da casuistica quanto a avaliagdo nutricional.

A) Caracterizacdo da casuistica de acordo com o diagnéstico nutricional.

A distribuicBo dos individuos de ambos os grupos, de acordo com o diagnéstico

nutricional esta apresentada na Figura 7.
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GC: Grupo Controle — individuos doadores de sangue

GL1: Grupo de pacientes com infeccdo bacteriana respiratéria
Desnutri¢cdo Grau | (Leve) —IMC= 17 a 18,49

Eutréfico— IMC=18,5a24,9

Pré-Obeso — IMC=25a29,9

Obesidade Grau | — IMC= 30 a 34,9

Obesidade Grau Il —IMC= 35a39,9

Figura 7- Distribuicdo dos individuos dos grupos GC e G1, segundo diagndstico

nutricional, baseado no célculo do indice de Massa Corpora (IMC). Botucatu-SP, 2002.

Foi observado que a maior porcentagem dos individuos dos grupos GC e G1

apresentou IMC entre 18,5 e 24,9 e, portanto foram considerados eutroficos.

Maria Tereza Ferreira Duenhas Monreal Doutorado
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B) Caracterizacdo da casuistica de acordo com a andlise da ingestdo de

alimentos.

A andlise do registro dimentar de trés dias dos individuos do grupo controle e do
grupo com infeccdo bacteriana do trato respiratorio demonstrou que em relagdo aos
macronutrientes, fibras alimentares e micronutrientes, néo houve diferenca entre os dois

grupos.

Maria Tereza Ferreira Duenhas Monreal Doutorado
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5. Composicao da microbiota intestinal dos pacientes com infeccéo bacteriana do trato
respiratorio (G1) e dosindividuos do grupo controle (GC).

A) Contagem de Bacteroides

A composicdo da microbiota intestina, em termos de Bacteroides, do grupo
controle e do grupo de pacientes com infeccdo bacteriana do trato respiratorio esta
apresentada na Tabela 5 e Figura 8.

Tabela5 — Média das contagens e média e desvio padrdo do logaritmo da contagem de

Bacteroides no grupo controle - GC (M) e no grupo de pacientes com infecgdo bacteriana
do trato respiratério - G1 nos trés momentos experimentais. antes do tratamento (M3), no

final do tratamento (M,) e trinta dias apos o tratamento (Ms). Botucatu- SP, 2002.

BACTEROIDES

GC (N=20) G1 (N=22)
Mo M3 M2 Ms
Média 717 x 10" 1,81 x 10™ 4,09 x 10" 3,87 x 10”
*Média 10,8557 10,2582 10,6121 10,5880
*DP 0,7138 1,0541 0,6265 0,6022

*: Vaor damédia e desvio padrdo ap6s transformagéo logaritmica da contagem de Bacteroides
GC: Grupo Controle— individuos doadores de sangue

G1: Grupo de pacientes com infeccdo bacterianarespiratéria

N: NUmero de individuos

Hipdtese Edatistica Nivel de Comentario
Calculada Significancia
Comparacdo entre[ Mi= M, = Ms c®=6,909 p <0,05 M1 < (M = Ms)
M, Mz e M3
Comparagéo entre GC=0G1 t =219 p <0,05 Mo >Mq
GCeGl t=1,18 p>0,10 Mo = My
t=132 p> 0,10 Mo = Mz

Maria Tereza Ferreira Duenhas Monreal Doutorado
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*
10,8557

06121 10,588

10,2582
10 -

M édia L og,,/g de fezes
5
N

9,8 : . ; .
MO (GC) M1 (G1) M2 (G1) M3 (G1)

M omentos

GC: Grupo Controle — individuos doadores de sangue

G1: Grupo de pacientes com infecgao bacterianarespiratoria

MO: Média Log;q contagem de UFC/g de fezes de Bacter oides do grupo controle

M1: Média Log;q contagem de UFC/g de fezes de Bacteroides antes do inicio do tratamento
M2: Médiado Log,, contagem de UFC/g de fezes de Bacteroides ao final do tratamento
M3: Médiado Log;o contagem de UFC/g de fezes de Bacteroides 30 dias apds o tratamento

c®>=6,909 - p<0,05- M;<(M,=M,)
t=219 - p<005- Mg>M;

Figura 8 Média do Log, dacontagem de UFC/g de fezes de Bacteroides nos grupos GC

e G1. Botucatu-SP, 2002.

Maria Tereza Ferreira Duenhas Monreal Doutorado
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Foi observado, quando comparamos entre i, 0s trés momentos experimentais (IVk,
M, e Mg) do grupo de pacientes com infeccdo bacteriana do trato respiratorio (G1) que no
momento M, houve reducdo significativa (p < 0,05) na quantidade de UFC/g de fezes de
Bacteroides. Esse momento corresponde ao periodo em que o paciente ainda ndo havia
iniciado o tratamento com antimicrobiano.

Também foi observado, quando comparamos os trés momentos experimentais (M,
M, e Mg) do grupo de pacientes com infeccdo bacteriana do trato respiratorio (G1) com o
momento My do grupo controle (GC), que também houve reducdo significativa (p < 0,05)
na quantidade de UFC/g de fezes de Bacteroides no momento M. demonstrando que o
processo infeccioso bacteriano do trato respiratorio influenciou a populagéo intestinal de

microrganismos do género Bacteroides, no grupo de pacientes.

Maria Tereza Ferreira Duenhas Monreal Doutorado
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B) Contagem de B ifidobacterium

A composicéo da microbiota intestinal, em termos de Bifidobacterium, do grupo
controle e do grupo de pacientes com infeccdo bacteriana do trato respiratorio esta
apresentada na Tabela 6 e Figura 9.

Tabela 6 — Média das contagens e média e desvio padréo do logaritmo da contagem
de Bifidobacteriumno grupo controle - GC (Mp) e no grupo de pacientes com infeccéo
bacteriana do trato respiratorio — G1, nos trés momentos experimentais. antes do tratamento

(M), no final do tratamento (M) e trinta dias apos o tratamento (Ms3). Botucatu-SP, 2002.

BIFIDOBACTERIUM

GC (N=20) G1 (N=22)
Mo M M Ma
Média 841 x 10° 4,37 X 10° 1,85 x 10° 4,44 x 10°
*Média 9,9250 9,6410 9,2676 9,7965
*Desvio Padréo 0,9551 0,7441 0,7962 0,7089

*: Valor damédia e desvio padréo apés transformagao logaritmica da contagem de Bifidobacterium
GC: Grupo controle— individuos doadores de sangue

G1: Grupo de pacientes com infec¢do bacterianarespiratoria

N: Numero de individuos

Hipoétese Edatistica Nivel de Comentario
Calculada Significancia
Comparagdo entre| M;=M, =M | c®=11,545 p<0,01 (M1 = Mg) > M
Mi, MbeMs
Comparagéo entre GC=G1 t =243 p <0,02 Mo > My
GCeG1l t=1,08 p>0,10 Mo = My
t=050 p > 0,50 Mo = M3

Maria Tereza Ferreira Duenhas Monreal Doutorado
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GC: Grupo Controle—individuos doadores de sangue

GL1: grupo de pacientes com infec¢do bacteriana respiratoria

MO: média Logio contagem de UFC/g de fezes de Bifidobacterium do grupo controle

M 1: média Log;o contagem de UFC/g de fezes de Bifidobacterium antes do inicio do tratamento
M2: médiaLog;o contagem de UFC/g de fezes de Bifidobacterium ao final do tratamento

M3: média Log;o contagem de UFC/g de fezes de Bifidobacterium 30 dias ap0s o tratamento

c®=11,545; p<0,01-(M; =M3)>M,
t=243; p<0,02- Mg>M,

Figura 9- Média do Logo da contagem de UFC/g de fezes de Bifidobacteriumnos grupos

GC e G1. Botucatu-SP, 2002.

Maria Tereza Ferreira Duenhas Monreal Doutorado
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Foi observado, quando comparamos entre si, 0s trés momentos experimentais (M,
M2 e Mz) do gupo de pacientes com infeccdo bacteriana do trato respiratorio (G1) que no
momento M, houve reducdo significativa (p < 0,01) na quantidade de UFC/g de fezes de
Bifidobacterium. Nesse momento 0s pacientes estavam terminando o tratamento com o
antimicrobiaro.

Também foi observado, quando comparamos os trés momentos experimentais (M,
M, e Ms) do grupo de pacientes com infecgdo bacteriana do trato respiratorio (G1) com o
momento Mo do grupo controle (GC), que também houve reducdo significativa (p < 0,02)
na quantidade de UFC/g de fezes de Bifidobacterium no momento M,, demonstrando que o
tratamento com amoxicilina influenciou a populacéo intestinal de microrganismos do

género Bifidobacterium no grupo de pacientes.

Maria Tereza Ferreira Duenhas Monreal Doutorado
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C) Contagem de Lactobacillus
A composicdo da microbiota intestinal em termos de Lactobacillus, do grupo
controle e do grupo de pacientes com infeccdo bacteriana do trato respiratorio esta

apresentada na Tabela 7 e Figura 10.

Tabela 7— Média das contagens e média e desvio padrdo do logaritmo da contagem de
Lactobacillus no grupo controle - GC (Mo) e no grupo de pacientes com infecgdo bacteriana
do trato respiratério — G1 nos trés momentos experimentais. antes do tratamento (M3), no

fina do tratamento (M,) e trinta dias apos o tratamento (Ms). Botucatu- SP, 2002.

LACTOBACILLUS

GC (N=20) G1 (N=22)
Mo M M> Ms
Média 8,32 X 10° 162 x 10° 0,82 x 10° 73Lx 10°
*Média 8,9199 8,2100 7,9146 8,8640
*Desvio padrio 0,9783 1,3747 1,3533 1,2934

*: Valor damédia e desvio padr&o apos transformagado logaritmica da contagem de Lactobacillus.
GC: Grupo Controle— individuos doadores de sangue

GL1: Grupo de pacientes com infeccdo bacteriana respiratéria

N: NUmero de individuos

Hipétese Edatistica Nivel de Comentario
Calculada Significancia
Comparagdo entre| My =M, =M | ¢*=20,727 p < 0,001 M2<M;< Ms
M., Mb e Ms
Comparagéo entre GC=G1 t =196 p = 0,05 Mo > M1
GCeCl t=279 p<0,01 Mo > M3
t=0,16 p > 0,05 Mo = M3

Maria Tereza Ferreira Duenhas Monreal Doutorado
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Média L ogy/g de fezes

GC: Grupo Controle— individuos doadores de sangue

G1: Grupo de pacientes com infec¢do bacteriana respiratoria

MO: Média Logio contagem de UFC/g de fezes de Lactobacillusdo grupo controle

M1: Média Log;, contagem de UFC/g de fezes de Lactobacillusde lactobacilos antes do inicio do tratamento
M2: Média Logio contagem de UFC/g de fezes de Lactobacilluss ao final do tratamento

M3: Média Log;q contagem de UFC/g de fezes de Lactobacillus30 dias ap0s o tratamento

c?=20,727; p<0,001- M,<M; <Mj
t=196; p=0,05- Mg>M;
t=2,79; p<0,01- Mgy >M;

Figura 10- Média do Logo da contagem de UFC/g de fezes de Lactobacillus nos grupos
GC e G1. Botucatu-SP, 2002.

Maria Tereza Ferreira Duenhas Monreal Doutorado
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Foi observado, quando comparamos entre si, 0s trés momentos experimentais (M,
M2 e Mz) do grupo de pacientes com infecgdo bacteriana do trato respiratério (G1) que no
momento M, (a0 fina do tratamento) a quantidade de UFC/g de fezes de Lactobacillus foi
menor que a quantidade observada no momento M; (antes do tratamento), que por sua vez
foi menor que a obtida no momento M; (30 dias apds o tratamento) com p < 0,001.

Também foi observado, quando comparamos os trés momentos experimentais (M,
M, e Ms) do grupo de pacientes com infecgdo bacteriana do trato respiratorio (G1) com o
momento Mo do grupo controle (GC), que também houve reducdo significativa na
guantidade de UFC/g de fezes de Lactobacillus no momento M, (p = 0,05) e no momento
M, (p <0,01) demonstrando que o processo infeccioso bacteriano do trato respiratorio e o
tratamento com amoxicilina influenciaram a populagdo intestinal de microrganismos do

género Lactobacillus no grupo de pacientes.

Maria Tereza Ferreira Duenhas Monreal Doutorado
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D) Contagem de Bacteroides, Bifidobacteriume Lactobacillus
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A composicao da microbiota intestinal em termos de Bacteroides, Bifidobacteriume

Lactobacillus, do grupo controle e do grupo de pacientes com infecgdo bacteriana do trato

respiratorio esta apresentada na Figura 11.
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GC: Grupo Controle — individuos doadores de sangue
G1: Grupo de pacientes com infec¢do bacterianarespiratoria

MO: Média Log;o contagem de UFC/g de fezes de Bacteroides, Bifidobacteriume Lactobacillus do grupo

controle

M1: Média Log;o contagem de UFC/g de fezes de Bacteroides, Bifidobacterium e Lactobacillusantes do

inicio do tratamento

M2: Média Log;g contagem de UFC/g de fezes de Bacteroides, Bifidobacteriume Lactobacilluss ao final do

tratamento

M3: Média Log,q contagem de UFC/g de fezes de Bacteroides, Bifidobacterium e Lactobacillus 30 dias apos

o final do tratamento

Figura 11 — Média do Logio da contagem de UFC/g de fezes de Bacteroides,

Bifidobacterium e Lactobacillus nos grupos GC e G1. Botucatu-SP, 2002.

Maria Tereza Ferreira Duenhas Monreal

Doutorado
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Foi observado, quando comparamos entre si, 0s trés momentos experimentais (M,
M, e Ms) do grupo de pacientes com infeccdo bacteriana do trato respiratorio (G1) que no
momento M1 houve reducdo dignificativa nas quantidades de UFC/g de fezes de
Bacteroides e Lactobacillus e no momento M, houve redugéo significativa na quantidade
de UFC/g de fezes de Bifidobacteriume Lactobacillus.

Também foi observado, quando comparamos os trés momentos experimentais (M,
M, e Ms) do grupo de pacientes com infeccdo bacteriana do trato respiratorio (G1) com o
momento My do grupo controle (GC), que houve reducéo significativa na quantidade de
UFC/g de fezes de Bacteroides e Lactobacillus no momento My e no momento M, houve
diminuicdo dgnificativa na quantidade de UFC/g de fezes de Bifidobacterium e

Lactobacillus.

Para comparagéo entre os grupos GC (M) e G1 (M, My e Mg), para cada um dos
trés microrganismos estudados, foi utilizado também o método n&o-paramétrico de Mann-

Whitney, que ndo foi apresentado nos resultados, pois levou & mesma conclusdo do teste t.

Maria Tereza Ferreira Duenhas Monreal Doutorado
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DISCUSSAO

O ecossistema gastrointestinal € um vasto campo de pesquisa, que ha muito tempo
tem despertado o interesse dos pesquisadores. Embora vérios estudos tenham investigado a
microbiota gastrointestinal em vérios detalhes343% 6268 poucas informacdes relacionadas &
influéncia de determinadas doencas e a utilizacdo de terapias antimicrobianas estéo
disponiveis.

Nesse sentido, este estudo investigou diferencas na composicdo da microbiota
intestinal entre individuos normais e pacientes com infecgdo bacteriana do trato respiratério
tratados com amoxicilina. Esta investigacdo enfocou trés géneros de bactérias anaerdbias
consideradas importantes para a salde do individuo: Bifidobacterium, Lactobacillus e
Bacteroides (¢,

Varios fatores podem influenciar a microbiota intestinal, entre eles a idade do
individuo. Porém essas ateragbes sGo mais intensas a0 nascimento quando a flora se
estabelece e o trato gastrointestinal se coloniza com 0s microrganisSmos que sdo ingeridos
pelada alimentacdo e pelo contato com o meio ambiente 12 AlteracBes nessa microbiota
também sdo freglentes com o envelhecimento, quando ha reducdo significativa da
guantidade de Bifidobacterium, e aumento da quantidade de Lactobacillus, Clostridium
perfringens, Escherichia col e Streptococcus 2. Porém, de acordo com muitos autores
(45.121517.68) 3 fase adulta a flora intestinal humana é relativamente estvel em termos
qualitativo e quantitativo. Para Berg ®, a microflora gastrointestina indigena do adulto
representa 0 auge das comunidades de microrganismos sendo acentuadamente estavel.

A faixa etaria dos individuos no presente estudo ficou compreendida entre 18 e 50

anos, periodo que de acordo com esses autores, ndo ha alteracdo significativa da microbiota
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intestinal. Sendo assim, podemos considerar que as alteragbes encontradas estéo
relacionadas a outros fatores.

Desordens relacionadas aos hormonios esteréides também podem influenciar a
microbiota gastrointestinal. De acordo com 0 estudo desenvolvido por Bertazzoni-Minelli
e colaboradores @ as amostras de fezes das mulheres ap6s a menopauisa apresentaram
maior quantidade de fungos, Clostridium e lactobacilos, do que as amostras colhidas de
mulheres em idade fértil. Eles concluiram que essas ateracfes poderiam estar relacionadas
as modificacfes no padréo dos horménios esterdides, que ocorrem nesse periodo da vida da
mulher.

Para evitar essa influéncia neste estudo, os individuos foram distribuidos de forma
homogénea quanto a0 género nos dois grupos e foram excluidas as mulheres que
apresentavam desordens hormonais.

Outro fator, que de acordo com muitas pesquisas, pode influenciar a microbiota
intestina é a dieta @349 A gimentacdo do individuo esta relacionada com sia
condicdo socio-econdmica, com estilo de vida e com habitos culturais. Quando os
individuos pertencem a uma mesma area geografica onde os habitos culturais e estilos de
vida sdo semelhantes, a condi¢do socio-econdmica se torna o fator mais decisivo na
determinacéo do tipo de dieta do mesmo. Neste estudo os individuos foram classificados
em classes socio-econdmicas, e foi realizada a andlise da ingestéo de alimentos através do
registro aimentar de trés dias, para o clculo das calorias totais, carboidratos, proteinas,
lipideos e outros nutrientes. Os resultados obtidos nesta andlise e o diagndstico nutricional
dos individuos sugerem que a dieta ndo influenciou a composi¢do da microbiota intestinal.
Mesmo assim, de acordo com Simon & Gorbach ®, a dieta tem pouca influéncia sobre a

composicdo taxondmica bacteriana da flora fecal, exercendo efeito maior sobre sua
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atividade metabdlica. Além disso, outros estudos demonstraram que a dieta ndo apresenta
ou apresenta pouco efeito sobre a composicdo da flora fecal 477274,

Outras condicbes como etilismo e tabagismo podem influenciar a microbiota
gastrointestinal. Alguns estudos”®7® demonstraram que agumas desordens como o
alcoolismo crénico pode desencadear alteracOes detectéveis na populacdo microbiana qie
coloniza a orofaringe. Neste estudo, foi observada peguena proporcéo de etilistas e
tabagistas entre os individuos, ainda assm foram estudadas bactérias que fazem parte da
microbiota intestinal, sobre a qual ndo foram encontrados estudos relacionados a influéncia
do tabagismo e do etilismo.

Nos ultimos anos, algumas pesquisas tém verificado a influéncia de determinados
processos inflamatorios sobre a microbiota gastrointestinal.

De acordo com Mackowiak ? doencas e a debilitacdo geral, que fregiientemente
acompanha processos patologicos graves, sdo potencia fonte de disturbio da microflora
intestinal.

A relacdo entre artrite reumatdide e microbiota intestinal tem recebido muita
atencdo dos pesquisadores. O estudo desenvolvido por Eerola e colaboradores 2
demonstrou gue pacientes com artrite reumatéide inicia tinha flora feca
significativamente diferente da flora fecal dos individuos do grupo controle. Em outro
estudo, Shinebaum e colaboradores ", demonstraram que a flora fecal de pacientes com
artrite reumatdide era diferente da flora fecal de individuos normais. Malin e colaboradores
(78) também sugeriram alteracio da microfloraintestinal em artrite cronica juvenil.

Vé&ios estudos também estdo sendo desenvolvidos sobre microbiota intestina e
doencas alérgicas. Bjorkstén e colaboradores @ verificaram que a microflora intestinal de

criangas aérgicas era diferente da microflora intestinal de criangas ndo aérgicas, com
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poucos lactobacilos, bifidobactérias e bacterdides, e maior quantidade de microrganismos
aerébios tais como Staphylococcus aureus e coliformes. Béttcher e colaboradores 0
compararam a flora microbiana intestinal de criancas alérgicas e ndo aérgicas através da
andise de marcadores bioquimicos associados a microflora nas fezes e verificaram
desequilibrio na flora intestina das criancas aérgicas. O estudo desenvolvido por
Watanabe e colaboradores ® também verificou que em pacientes com dermatite atdpica a
contagem de Bifidobacteriumfoi significativamente menor do que em individuos normais.

Durante episodios de diarréia também foi verificada ateracdo da microbiota
intestinal. De acordo com Salminen, Isolauri & Onnela (”, a densidade populaciona de
Lactobacillus, Bacteroides e Bifidobacteriumdiminuem durante diarréa aguda

Neste estudo foi observado que o processo infeccioso do trato respiratorio de
origem bacteriana, também provocou ateracdo da microbiota intestinal, assm como a
artrite reumatoide, doenca atopica e episodio agudo de diarréa. Os resultados sdo

semel hartes aos encontrados por Bjorkstén e colaboradores!™

, que estudaram a microflora
intestinal de criancas aérgicas. Foi observada reducdo significativa na quantidade de
UFC/g de fezes de microrganismos dos géneros Bacteroides e Lactobacillus, porém o
género Bifidobacterium permaneceu inalterado.

Isto demonstra que em condic¢des de infecgdo e inflamagdo, o balango ecoldgico da
microbiota intestinal pode ser aterado.

As infeccles do trato respiratorio sGo as mais comuns da pratica médica geral, e
conseguientemente os antibidticos sdo rotineiramente prescritos em tais condicdes, e estes
podem provocar varios efeitos prejudiciais sobre a microflora gastrointestinal 49,

Varios estudos tém demonstrado que as terapias antimicrobianas representam as

causas mais importantes de ateragdo da microbiota gastrointestinal.
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Assim, dentre os fatores exdgenos, os agentes antimicrobianos sdo aqueles capazes
de induzir mudancas répidas e profundas na microflora intestina ("1%33)_ A extensio
dessas mudangas depende nédo apenas do espectro de acdo do agente antimicrobiano mas
também do seu grau de absor¢do, rota de administracdo e possivel inativagdo enzimética
elou capacidade de ligagdo aos liquidos corporais e material intestinal ©2.

Na Ultima década, varios pesquisadores estudaram o efeito de diferentes agentes
antimicrobianos. A amoxicilina como foi mencionado anteriormente, é o medicamento de
primeira escolha para tratamento de infeccbes do trato respiratério, e devido a sua
expressiva utilizagdo, € um dos agentes antimicrobianos que tem recebido a atencéo dos
pesqui sadores.

Christensson e colaboradores 3 estudaram 38 pacientes com infecgdo do trato
respiratorio inferior tratados com amoxicilina (250 mg X 3 por 7 dias) e observaram que o
nimero de enterobactérias e de bactérias anaerObias (Bacteroides) aumentaram
significativamente na microflora intestina dos pacientes durante o tratamento. Também
verificaram o0 aparecimento de cepas resistentes de enterobactérias e 0 crescimento
excessivo de C. difficilee Candida

Brismar, Edlund & Nord, ®¥ também observaram alteragio na microflora intestinal
de 10 voluntarios normais apds a administracéo de amoxicilina (500 mg X 3 por 7 dias). Na
flora intestinal aerdbia foi observado pequeno decréscimo no nimero de estreptococos e
estafilococos. Também houve crescimento excessivo de espécies de Klebsidla e de
Enterobacter. Na flora intestinal anaerébia, apenas o nimero de eubactéria foi reduzido.

Floor e colaboradores 9 avaliaram o efeito da amoxicilina (500mg X 3 por 7 dias)

sobre a microflora intestina de pacientes com bronquite. O nimero de bastdes gram-
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negativos aerébios aumentou significativamente e em 35% dos pacientes foram detectadas
cepas resistentes de enterobactérias. A flora anaerdbia ndo foi alterada.

Edlund, Stark & Nord © estudaram o efeito da amoxicilina (500 mg X3 por 7 dias)
sobre a microflora intestinal de voluntarios normais. Apenas pequenas ateragdes foram
observadas sobre a microflora fecal; embora o crescimento excessvo de novas
enterobactérias resistentes a amoxicilina ocorreu em todos os voluntarios.

Stark e colaboradores ® estudaram 14 pacientes com infeccdo por Helicobacter
pylori tratados com amoxicilina (1000 mg X 2 por 14 dias) e observaram que a microflora
anaerobia foi significativamente reduzida.

L ode e colaboradores ") estudaram 12 voluntérios normais que receberam 875 mg
de amoxicilina e 125 mg de &cido clavuléanico em uma dose/dia por 7 dias e observaram na
microflora anaerdbia que o nimero de bifidobactérias, lactobacilos e clostridios diminuiram
significativamente, enquanto o nimero de bacterides ndo foi alterado. Observaram
também que a microflora foi normalizada 35 dias apds o fina da administracdo dos
medicamentos.

MacCartney, Wenzhi & Tannock ©®

observaram que a administracdo de
amoxicilina (para apenas um individuo que durante a pesquisa necessitou tratar uma
infeccdo respiratoria e utilizou amoxicilina na dosagem de 1000 mg/dia por sete dias), ndo
alterou a quantidade de bifidobactérias, lactobacilos e bacterdides.

Neste estudo a administracdo de amoxicilina para o tratamento das infeccOes
bacterianas do trato respiratorio, provocou reducdo significativa na quantidade de
microrganismos dos géneros Bifidobacterium e Lactobacillus e ndo impediu a recuperacéo

da quantidade de Bacteroides, que em funcdo do processo infeccioso havia diminuido

significativamente. Estes resultados concordam com Finegold 49 que analisou a ag&o das
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penicilinas sobre a flora intestinal e verificou reducdo no nimero de Lactobacillus e
Bifidobacterium e nenhuma ateracdo no nuimero de Bacteroides; e com Lode e
colaboradores ®” que obtiveram resultados semelhantes utilizando amoxicilina e &cido
clavulanico.

Pode-se observar que poucos estudos foram realizados com a amoxicilina, e aqueles
gue foram desenvolvidos ndo pesguisaram as mesmas espécies bacterianas. Por isso, as
analises comparativas sdo prejudicadas. Mesmo assim, foi constatado que a administracéo
da amoxicilina promoveu impacto sobre a microbiota intestinal, afetando varios grupos de
microrganismos. Além disso, os estudos comprovaram gue houve crescimento excessivo de
microrganismos potencialmente patogénicos e emergéncia de espécies resistentes de
enterobactérias na microflora gastrointestinal tanto de individuos saudéveis como de
pacientes.

Por isso, é importante identificar desequilibrio da microbiota gastrointestinal em
decorréncia de processos infecciosos e do uso de antimicrobianos. Os Bacteroides,
Bifidobacterium e Lactobacillus tem reconhecida importancia na manutencéo da satide do
hospedeiro. Qualquer alteracdo quantitativa nesse grupo de microrganismos pode ter graves
conseqiiéncias no equilibrio ecolégico da microbiota intestinal e conseqlentemente
acarretar prejuizos para o hospedeiro.

Os Bacteroides, por exemplo, sdo versateis rutricionalmente e podem utilizar uma
grande variedade de fontes de carbono. Essas bactérias parecem ser responsaveis pela
maioria da digestdo de polissacérides que ocorrem no intestino grosso %%, Além disso,
assim como as bifidobactérias, exercem importante funcdo na resisténcia a colonizagdo por
Clostridium difficile V). Alteracdes na composicao dessa populagio, ao nivel de espécies,

poderiater considerdvels conseqiiéncias para o individuo.
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As bifidobactérias formam um grupo numericamente importante, capazes de
desenvolver uma grande variedade de atividades biologicas relacionadas a salde do
hospedeiro. Um desses aspectos € o efeito inibitorio sobre outras espécies, possivelmente
impedindo a colonizacdo por patdgenos invasivos 1292, Tem sido sugerido que o
mecanismo de inibi¢do esta relacionado com a produgdo de acido acético e lactico e outras
substancias antimicrobianas de amplo espectro de acgo .

Os lactobacilos fazem parte da microflora anaerdbia gram-positiva normal.  Séo
encontrados em grandes quantidades. Esses microrganismos contribuem para a
manutencdo da resisténcia a colonizagdo, assim como as bifidobactérias, possivelmente
pela producdo de acidos acético e lactico, que diminuem o pH intestinal, impedindo o
crescimento excessivo de outros microrganismos, potencialmente patogénicos, que tém seu
crescimento limitado pela acidez intestina. O peréxido de hidrogénio, também produzido
por lactobacilos impede o crescimento de leveduras (Candida albicans). Além dessas
substancias, outras com ag&o antimicrobianas s3o produzidas 2.

Os lactobacilos podem deslocar-se através da barreiraintestina ¥, A capacidade
de trandocacdo dessa bactéria influencia as células do sistema imune. Hesse, Hanson &
Wold (%) verificaram que espécies de lactobacilos que colonizam a mucosa gastrointestinal
humana sdo potentes indutores de IL-12 por células mononucleares do sangue periférico.
Outra fungdo importante dos lactobacilos € a regulacdo dos niveis de colesterol no sangue.
Eles sdo capazes de converter o colesterol em coprostanol, que € menos sollvel, e assm, €
excretado, impedindo sua absorcao e elevaco dos niveis plasméticos ©.

Os Lactobacillus e Bifidobacterium sdo freqlentemente utilizados em produtos

(96-98)

alimentares conhecidos por probiéticos Essas bactérias sao capazes de sobreviver a

passagem pelo trato gastrointestinal e fixar-se temporariamente no intestino ¥, com vérios
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efeitos sobre 0 sistemaimune.  Entre esses efeitos, podem ser citados o estimulo da funcéo
fagocitaria ®® e o controle do balanco entre citocinas préinflamatérias e anti-
inflamatdrias®®),

Neste estudo foi observado que, Bacteroides e Lactobacillus foram reduzidos
significativamente em funcdo do processo infeccioso, e a administragdo da amoxicilina
promoveu reducdo também significativa da quantidade de Lactobacillus e Bifidobacterium.
Também foi observado que esses microrganismos retornaram ao normal 30 dias apds o
término do tratamento, da mesma forma como foi observado por Lode e cdaboradores®”.

A diminuicdo destes microrganismos pode representar diversos prejuizos para o
hospedeiro, sendo um dos principais a diminuicdo da resisténcia a colonizacdo. Esses
prejuizos, uma vez identificados, podem ser minimizados pela equipe de salde através de
medidas relativas a conduta terapéutica e alimentar, visando reduzir a influéncia nociva
sobre 0 ecossistema gastrointestinal do paciente.

As alteragbes que ocorrem na microbiota intestinal podem ser detectadas quando
sua composicdo € avaliada particularmente ao nivel de géneros ou mesmo espécies
bacterianas, uma vez que, quando ocorre sSignificativa reducdo de determinados
microrganismos (como observado neste estudo) pode haver crescimento excessivo de
outros potencialmente patogénicos; assm quando avaliados em termos de anaerobios ou
aerdbios totais essas dteracdes podem ndo ser detectadas.

Os resultados deste estudo permitiram observar que s30 hecessarias outras
pesquisas, envolvendo 0 mesmo processo infeccioso e a mesma terapia antimicrobiarg, em
territorio nacional, uma vez que as pesquisas disponivels para comparacdo, foram
realizadas em paises cujas condic¢bes socio-econdmicas e culturais sdo muito distintas das

condicdes encontradas no Brasil; o que dificulta as andlises comparativas.



Consideracoes Finais




CONSIDERACOES FINAIS

Considerando a importancia da microbiota intestinal para a salde do hospedeiro,
este estudo identificou as influéncias que as infecgdes bacterianas do trato respiratorio e o
tratamento com amoxicilina podem desencadear sobre essa microbiota.

Entre os parametros avaliados neste estudo — a faixa etéaria, a dieta, 0 consumo de
tabaco e dlcool e as condi¢bes socio-econdmicas dos individuos, sugerem que 0S Mesmos
ndo foram capazes de promover modificacdes diretas sobre a microbiota intestinal.

No entanto, o processo infeccioso bacteriano do trato respiratorio influenciou
significativamente a composicdo da microbiota intestinal. Foi observada reducgéo
sgnificativa na quantidade de UFC/g de fezes de microrganismos dos géneros Bacteroides
e Lactobacillus no grupo de pacientes.

A administragdo de amoxicilina para o tratamento das infecgdes bacterianas do trato
respiratorio também influenciou significativamente a composicdo da microbiota intestinal.
Foi observada reducdo significativa na quantidade de UFC/g de fezes de microrganismos
dos géneros Bifidobacteriume Lactobacillus.

Assim, é importante acompanhar a influéncia dos processos infecciosos e do uso de
antimicrobianos sobre a microbiota intestinal. Na prescricdo de antimicrobianos devem ser
considerados 0 seu espectro de acdo, sua capacidade de produzir distirbios sobre a

microbiota gastrointestinal e a possibilidade de emergéncia de cepas resistentes.
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Anexo 1
CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo: Microbiota Intestinal em Pacientes com Infecgdes Bacterianas do trato
respiratorio tratados com amoxicilina.

Justificativa: Todas as pessoas possuem alguns germes no intestino que gjudam a evitar
doencas e participam de varias reacBes que trazem beneficios a0 ser humano. Porém,
quando doente ou quando sdo utilizados determinados remédios, o homem pode ter
diminuicdo destes germes e assm dificultar a sua recuperagéo.

Objetivo: identificar a presenca e a quantidade destes germes em amostras de fezes.

Procedimentos: solicitamos a sua participacdo neste estudo, e para iSso sera necessario
que nos fornega pequena quantidade de fezes, sangue e algumas informacdes necessarias
para avaliarmos a presenca e a quantidade destes germes.

Com esses resultados serd possivel oferecer orientacfes relativas a alimentagdo, como
forma de melhorar a quantidade destes germes que trazem beneficios a salide.

Garantias. Acesso as informacdes sobre os procedimentos e beneficios relacionados a
pesquisa; liberdade para retirar seu consentimento a qualquer momento e deixar de
participar do estudo, sem prejuizos; sigilo e privacidade.

Este Termo de Consentimento foi elaborado de acordo com a Resolugdo 196/96 do
Conselho Nacional de Salde — Ministério da Salide, sobre Pesgquisa Envolvendo Seres

Humanos.

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (Paciente)

U, oo declaro que apds devidamente

esclarecido e informado sobre a pesguisa em questdo, consinto em participar deste estudo.

Assinatura do Paciente Pesquisador *

! Maria Tereza Ferreira Duenhas Monreal
Rua Salin Kahil 409, Vila Nogueira— Botucatu/SP — CEP 18606 760 Fone: (14) 6823 4825



Anexo 2

Caracteristicas Epidemioldgicas
01- Identificaz&o:
NUmero do RG:

02- Dados pessoais:

Nome:

Estado civil: Sexo: Cor:
Data de nascimento: / / Idade:
Endereco: NO:
Complemento: Bairro:

Procedéncia: Naturalidade:

03- Avaliagao clinica

Hipdtese diagndstica:

Antecedentes familiares:

Outras doencas associadas:

04- Consumo de bebidas alcodlicas e tabaco

Tabagismo: () Sim Tipo: FreqUiéncia
() Néo

Etilismo: () Sm Tipo: Frequéncia:
() Néo

05- Tratamento medicamentoso
M edicamentos prescritos:




Anexo 3

Condicéo Socio-econémica
A) Condicéao socio-econdmica
» Rendabrutamensal..........ccccooninininninennen,

YV V V VY

Todas estas variaveis foram pontuadas e com o sistema de pontos os individuos foram
classificados em classes socio-econémicas

» Sistema de pontos

Como ocupacao, foi utilizada a seguinte classificagéo, para efeito de pontuagéo:

-Empresérios: proprietéario na agricultura, agroindistria, comércio, sistema
financeirg, servicos.

-Trabalhadores da alta administracdo: juiz, promotor, diretor, administrador,
gerente, supervisor, assessor, consultor.

-Profissionais liberais autbnomos: médico, advogado, contador, arquiteto,
engenheiro, dentista, representante comercial, ocuista, auditor.

-Trabalhador es assalariados administrativos, Técnicos e Cientificos: chefias em
geral, assistentes, ocupacdes de nivel superior, analistas, ocupacdes de nivel médio, atletas
profissionais, técnicos em geral, servidores publicos de nivel superior.

-Trabalhador es assalariados: ocupagdes da producdo, da administracdo (industria,
COMEXCio, Servicos, setor publico e sistema financeiro), gjudantes e auxiliares.

-Trabalhadores por conta propria: pedreiros, caminhoneiros, marceneiros,
feirantes, cabeleireiros, taxistas, vendedores autbnomos.

-Pequenos produtoresrurais. meeiros, parceiro, chacareiro.

-Empregados domésticos: jardineiros, diaristas, mensalistas, faxineiro, cozinheiro,
mordomo, babd, motorista particular, atendentes.

-Trabalhadores rurais assalariados, volantes e assemelhados: ambulantes,
chapa, boia-fria, gudantes gerais.

-Aposentados



Anexo4
REGISTRO ALIMENTAR ( TRES DIAS)

Nomedo Paciente: Data:
Café da manha, horério:
Descrigéo do Quantidade (g) ou Tipo de Calorias (cal)
alimento medidas caseir as preparacao
Lanche da manha, horério:
Descrigdo do Quantidade (g) ou Tipo de Calorias (cal)
alimento medidas caseiras prepar agdo
Almoco, horério:
Descrigéo do Quantidade (g) ou Tipo de Calorias (cal)
alimento medidas caseir as preparacdo
Lanchedatarde, horario:
Descrigdo do Quantidade (g) ou Tipo de Calorias (cal)
alimento medidas caseir as preparacdo
Jantar, horario:
Descrigéo do Quantidade (g) ou Tipo de Calorias (cal)
alimento medidas caseiras preparacdo

Observacoes.




Anexo5

AVALIA CAO ANTROPOMETRICA

Nome: RG:
ldade: Sexo: Cor: Peso Habitual: Pesoldeal:
Altura:

AVALIACAO/DATA

PESO

IMC (Kg/n¥)
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Flora
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Anexo 7
Universidade Estadual Paulista
UNESP  racuidade de Medicina de Botucatu

Distrity Rubifio Junior, +/n” - Bptueaty — S.P.
CEP; 1£.618-870 — Fore/Tax: [Dxxid) 6E02-6142

- Mhap@imb. unesp.com.br . Ragiivado no Ministiio ds Cadde em 30 de sbell de 1297
o-maif Presidineia: mibianns@ueleom be
Botucatu, 01 de outubro de 2.001 Of. 348/2001-CEP

MJBV/asc

Prezado Senhor,

De ordem da Senhora Coordenadora deste CEP, informo que o
Projeto de Pesquisa intitulado “Microbiota intestinal em pacientes com
infecgcdes bacterianas: impacto do processo infeccioso, do tratamento e do
estado nutricional”, de autoria de Maria Tereza Ferreira Duenhas Monreal,
orientada por Vossa Senhoria, recebeu do relator parecer favoravel, aprovado em
reunido de 01/10/2001.

Sendo s6 para o momento, aproveito © ensejo para renovar os
protestos de elevada estima e distinta consideracéo.

Alberto Santos Capelluppi
Secretario do CEP

llustrissimo Senhor

Prof. Dr. Paulo Camara Marques Pereira

Departamento de Doencas Tropicais e Diagnéstico por
Imagem da Faculdade de Medicina de Botucatu
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Apéndicel
Quadro 1— Contagem de Bacteroides Vaores individuais no Grupo GC (Mo) e no Grupo
Gl nos trés momentos experimentais. antes do tratamento (M), no final do tratamento
(My) etrinta dias apds o tratamento (Ms). Botucatu- SP, 2002.

BACTEROIDES
Individuos GC Gl
Mo M, Mo M3
1 1,50 x 10~ 3,59 x 10 4,46 x 10~ 1,42 x 10"
2 249 x 10** 4,00 x 1P 448 x 10 3,97 x 10°
3 3,73 x 10™ 8,52 x 10° 456 x 10 2,77 x 10"
4 498 x 10+ 7,30 x 10™ 1,34 x 10” 1,08 x 10**
5 9,02 x 10" 3,47 x 10° 442 x 10 410 x 10°
6 6,43 x 10™ 1,88 x 10" 4,29 x 10" 1,64 x 10"
7 2,31 x 10" 7,93x 10° 1,36 x 10" 6,72 x 10°
8 1,85 x 10" 1,28 x 10~ 6,72 x 10" 6,77 x 10"
9 2,15 x 10" 8,07 x 10° 6,53 x 10° 8,35 x 10°
10 456 x 10" 8,65 x 10° 1,37 x 10™ 1,62 x 10™
11 2,04 x 10*° 3,09 x 107 2,65x 1010 2,57 x 10**
12 5,33 x 10° 1,64 x 10° 1,24 x 10~ 1,42 x 10™
13 1,22 x 10™* 1,36 x 10~ 3,27 x 10~ 1,43 x 10™
14 2,24 x 10™ 8,07 x 10" 2,44 x 10" 3,63x 10"
15 1,68 x 10" 6,08 x 10" 1,06 x 10~ 6,38 x 10™°
16 2,15 x 10" 1,58 x 10" 2,00 x 10" 2,10 x 10"+
17 247 x 10+ 2,50 x 10™ 9,97 x 10° 8,09 x 10°
18 6,75 x 10™ 1,59 x 10~ 5,90 x 10™ 2,70 x 10
19 2,29 x 100 3,52 x 108 1,27 x 10% 7,70 x 10™°
20 1,88 x 1¢° 5,73 x 101 8,24 x 10'° 5,51 x 10t°
21 9,29 x 10" 1,72 x 10* 2,11 x 10"
22 2,92 x 10™ 2,62 x 10~ 2,49 x 10




Apéndice 2
Quadro 2 — Contagem de Bifidobacterium Valores individuais no grupo GC ( My) eno
grupo G1 nos trés momentos experimentais: antes do tratamento (M), no fina do
tratamento (M) e trinta dias apds o tratamento (Mg). Botucatu-SP, 2002.

BIFIDOBACTERIUM

Individuos GC Gl
Mo M1 M2 M3

1 1,78 x 10" 2,11 x 10% 8,27 x 10 1,81 x 10'°
2 2,26 x 10" 1,0 x 10° 2,78 x 10° 7,77 x 10
3 2,57 x 10° 1,75 x 168 58 x 10 9,24 x 16°
4 1,25 x 10 9,65 x 10° 46 x 10° 6,10 x 10
5 6,43 x 10° 3,52 x 10° 7.2 x 10° 4,10 x 1@
6 5,80 x 10%° 2,67 x 10° 5,48 x 10° 8,00 x 1¢°
7 2,92 x 10" 7,68 x 10° 1,68 x 1P 8,28 x 10°
8 2,30 x 10" 9,14 x 10° 6,66 x 10° 6,77 x 10
9 6,42 x 10%° 30x 10° 3,83 x 10° 1,57 x 10°°
10 7,85 x 10° 3,89 x 10" 1,52 x 10'° 2,87 x 10°
11 7,04 x 10° 3,43 x 10 7,34 x 1¢° 2,78 x 10°
12 5,87 x 10° 9,99 x 10° 1,81 x 10° 6,15 x 10°
13 7,22 x 10%° 1,42 x 10° 1,98 x 1P 2,00 x 16
14 1,06 x 10° 3,09 x 10% 3,88 x 10° 1,64 x 10'°
15 3,14 x 16° 6,84 x 10° 5,27 x 10° 1,11 x 10°
16 8,99 x 10° 2,55 x 10° 1,81 x 10*° 4,84 x 10°°
17 4,21 x 10" 5,25 x 10" 8,53 x 10° 2,27 x 10°
18 2,43 x 10 6,33 x 10° 2,5 x 1010 1,07 x 10
19 475 x 16 2,89 x 10° 2,70 x 1¢° 1,56 x 10
20 4,47 x 10° 3,96 x 10° 323x10° 1,20 x 10
21 2,05 x 10 4,00 x 10° 1,64 x 10
22 2,25 x 10° 6,75 x 10'° 2,26 x 10




Apéndice 3
Quadro 3 — Contagem de Lactobacillus. Vaores individuais no Grupo GC (M) e no
Grupo G1 nos trés momentos experimentais. antes do tratamento (M), no fina do
tratamento (M) e trinta dias apés o tratamento (Mg). Botucatu-SP, 2002.

LACTOBACILLUS

Individuos GC Gl
Mo M, M M

1 5,26 x 10° 5,35 x 10° 827 x 10° 1,81 x 10°
2 9,35 x 10° 1,00 x 10° 5,70 x 10° 1,10 x 1C°
3 3,05 x 1¢° 3,10 x 1¢° 1,40 x 10’ 1,22 x 16¢°
4 1,10 x 1¢° 250 x 10° 3,60 x 10° 4,28 x 1@
5 1,26 x 10° 278 x 10 3,00 x 10’ 1,72 x 10°
6 1,85 x 10° 533 x 1¢° 1,63 x 10° 433 x 10
7 1,14 x 10%° 1,82 x 10 820 x 10° 567 x 10
8 7,15 x 10° 3,76 x 1¢° 8,44 x 10° 1,33 x 10°
9 1,94 x 10%° 6,59 x 10° 1,53 x 10° 1,02 x 10°
10 3,58 x 1¢° 2,79 x 1010 4,37 x 10° 3,00 x 1010
11 3,91 x 10° 2,64 x 10° 1,04 x 10° 3,25 x 10
12 1,05 x 1¢¢ 5,06 x 10’ 1,34 x 10’ 6,04 x 10
13 5,09 x 10° 9,30 x 10 1,15 x 10° 436 x 1¢
14 4,13 x 10’ 7.82 x 10° 425 x 10° 9,90 x 16
15 3,16 x 10° 1,47 x 10'° 533 x 10° 3,69 x 10°
16 1,88 x 10° 1,04 x 1¢° 6,06 x 10° 1,04 x 10°
17 5,29 x 10° 8,55 x 10° 8,16 x 10° 3,99 x 1@
18 4,14 x 10° 1,46 x 10° 1,00 x 10° 352 x 1¢
19 781 x 1¢° 1,70 x 10 490 x 10° 1,29 x 10
20 1,31 x 10 5,00 x 10’ 220 x 10° 450 x 10
21 233 x 10° 1,36 x 10° 1,37 x 10°

1,47 x 10° 9,35 x 10° 1,57 x 10

N
N
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