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Pereira D.F.A. Presenca e sensibilidade aos antimicrobianos de
microrganismos potencialmente superinfectantes na cavidade bucal de
pacientes com espondilite anquilosante em uso de terapia anti-TNF
[dissertacdo]. Sdo José dos Campos: Faculdade de Odontologia de Sdo
José dos Campos, Universidade Estadual Paulista; 2010.

RESUMO

A espondilite anquilosante (EA) € uma doenca inflamatoéria crénica de
etiologia desconhecida, caracterizada pelo acometimento predominante
do esqueleto axial. A terapia convencional inclui o uso de anti-
inflamatorios ndo hormonais e drogas anti-reumaticas modificadoras da
evolucdo da doenca (DMARDS). O uso de agentes imunobiologicos, como
o anti-TNF, tem sido considerada uma excelente opcéo terapéutica em
casos mais graves e refratarios, porém estudos prévios demonstraram
maior risco de infeccbes apds o tratamento. Reservatérios bucais de
microrganismos oportunistas podem causar infec¢gbes sistémicas, uma
vez que a cavidade bucal representa uma porta de entrada para
patdgenos, especialmente em pacientes imunocomprometidos. O objetivo
do presente estudo foi avaliar a presenca e a sensibilidade aos
antimicrobianos de Candida spp., Staphylococcus spp.,
Enterobacteriaceae e Pseudomonas spp. na cavidade bucal de pacientes
com EA em uso de anti-TNF comparando-os com individuos controle.
Foram incluidos no estudo: grupo anti-TNF (35 individuos, diagnosticados
portadores de EA com idade entre 17 a 63 anos e sob terapia anti-TNF);
grupo Convencional (35 pacientes portadores de EA, com idade entre 21
e 74 anos sob tratamento convencional ndo imunobioldgico; e respectivos
grupos controle composto por individuos saudaveis pareados na idade,
género e condi¢des bucais aos grupos com EA. Foram realizados exame
clinico, anamnese, bem como coleta de enxague bucal de cada individuo
a qual foi semeada em meios de cultura especificos para cada
microrganismo e posterior obtencdo do ndmero de unidades formadoras
de colénia por militros (UFC/mL). Os isolados foram identificados pelo
Sistema API, bem como fora realizados testes de sensibilidade aos
antifingicos dos isolados de leveduras, e, antibidticos dos isolados
bacterianos. Para Staphylococcus spp., as contagens para 0 grupo anti-
TNF e Convencional foram estatisticamente mais elevadas do que os
grupos de controle respectivos (teste de Mann-Whitney, ambos
p<0,0000). Nenhuma diferenca estatistica da contagem de UFC/mL foi
observada para Candida spp. e Enterobacteriaceae/Pseudomonas spp.
(p> 0,05) em ambos os grupos. Candida albicans e o Staphylococcus
epidermidis foram as espécies predominantes em todos 0S grupos.
Serratia marcescens foi a enterobactéria mais predominante no grupo



anti-TNF e Klebisiella oxytoca mais predominante no grupo Convencional.
Na suscetibilidade aos antifUngicos observou-se que todas as amostras
avaliadas foram sensiveis ao cetoconazol e ao fluconazol. Para
anfotericina B dois isolados de leveduras do grupo anti-TNF (2,8%) foram
classificadas como resistentes. Para a 5-fluorocitosina foram classificadas
como intermediarias cinco (10,8%) dos isolados do grupo Convencional e
trés (6%) do grupo controle/anti-TNF. Elevado porcentual dos isolados de
Enterobacteriaceae e Pseudomonadaceae foram resistentes aos
antibioticos avaliados, entretanto, para ciprofloxacina e norfloxacina
elevado numero foi susceptivel. Baixo porcentual dos isolados de
Staphylococcus spp. foram resistentes a amoxicilina, ciprofloxacina,
doxiciclina e tetracicilina. O numero elevado de Staphylococcus spp.
observados nos grupos anti-TNF e Convencional, podem sugerir maior
risco de infecc&o oportunista nos pacientes com EA.

PALAVRAS-CHAVE: Espondilite Anquilosante. Anti-TNF. Antimicrobianos.
Microbiota oral.



1 INTRODUCAO

A Espondilite Anquilosante (EA) é uma doenca
inflamatdria crbnica que acomete preferencialmente o esqueleto axial,
evoluindo para limitagcdo funcional progressiva e anquilose da coluna
vertebral. Tem inicio entre a segunda e a quarta década da vida e afeta
mais individuos do sexo masculino do que mulheres (Calin, 2006).

A freqiente associagdo com o0 antigeno de
histocompatibilidade (HLA) B27 (HLA-B27) faz com que a EA seja mais
comum em populagcdes caucasianas, nas quais sua prevaléncia varia de
0,1 a 0,8% da populacdo. Além disso, a positividade do HLA-B27 pode
superar 90% nos pacientes com EA (Calin, 2006; Lépez de Castro, 2007).
No Brasil, ainda, nédo dispomos de dados consistentes sobre a
prevaléncia da doenca, assim como da positividade ao B27.

A terapia convencional inclui o uso de anti-inflamatorios
ndo hormonais e drogas anti-reuméticas modificadoras do curso da
doenca (DMCD), como metotrexato e sulfassalazina. O uso de agentes
imunobiolégicos, como anti-TNF, tem sido considerada uma excelente
opcao terapéutica em casos mais graves e refratarios, porém diversos
estudos demonstram maior risco de infec¢des apos o tratamento (van der
Heijde et al., 2005; Barkhuizen et al., 2006; Bernatsky et al., 2007).

Superinfec¢es séo infecgdes que dificultam o tratamento
de um processo ja existente, causando aumento de patdgenos residentes
oportunistas (Van Winkelhoff et al., 1996; Pinheiro et al.,, 2007).
Reservatorios bucais de microrganismos oportunistas podem causar
infeccOes sistémicas, uma vez que a cavidade bucal representa uma
porta de entrada para patdgenos, especialmente em pacientes
imunocomprometidos (Dahlen et al., 1993; Parahitiyawa et al., 2009).

Existe uma relacdo entre as espondiloartrites (EpA) e a

presenca de agentes infecciosos, em especial entero-patégenos (Cowling
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et al.,1980; Trull et al., 1984; Tiwana et al.,1994; Shamji et al., 2008;
Mundwiler et al., 2009). Ademais, pacientes com EA fazem tratamento
prolongado com imunossupressores (DMCD) e terapia anti-TNF, que
podem aumentar o risco de infec¢cdes. Esse cenario pode desempenhar
interferéncia significativa na presenca de microrganismos potencialmente
superinfectantes na cavidade bucal, bem como perpetuacdo de
reservatérios bucais e maior risco de infeccbes sistémicas em pacientes
imunocomprometidos.

Até o momento, ndo existem estudos sobre a microbiota
bucal potencialmente superinfectante em pacientes com EA usando
terapia anti-TNF. Além disso, essa pesquisa se propde a investigar a
relacdo entre aspectos da microbiologia bucal e a EA, podendo fornecer
mais elementos sobre o0s mecanismos fisiopatogénicos das
espondiloartrites e estratégias usadas pelos patégenos para induzir
inflamacé&o cronica das articulagbes e das énteses. Acreditamos que 0S
dados gerados por este estudo podem trazer subsidios importantes para
melhor orientar a terapia antimicrobiana profilatica e tratamento de

doencas infecciosas bucais nesses individuos.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Espondilite Anquilosante

A espondilite anquilosante (EA) é uma doenca articular
cronica, de carater inflamatério e etiologia desconhecida, resultante da
interagdo de fatores ambientais, suscetibilidade genética, sexo, idade e
etnia. Preferencialmente, ha acometimento da coluna vertebral, mas pode
envolver grandes articulagdes, em especial ombros, quadris, joelhos e
tornozelos (Khan, 2002). A articulagdo temporomandibular (ATM) pode
ser envolvida na EA, porém poucos casos sao reportados (Qin et al.,
2006).

A sacroiliite € uma das primeiras manifestagcdes da
doenga. Os tecidos subcondrais tornam-se granulomatosos e infiltrados
por plasmacitos, linfocitos e macrofagos. As énteses e articulagdes
afetadas mostram erosbes e esclerose irregulares. Gradualmente, o
tecido normal é substituido por fibrocartiagem e torna-se, entao,
ossificado. Quando estas lesbes ocorrem na coluna vertebral, a
articulagdo, cartilagem do disco, éntese e o0 o0sso periosteal sao
substituidos por tecido 6sseo mineralizado, ocasionando, assim, dano
estrutural irreversivel e fusdo dessas estruturas. Em estagios avangados
da doencga, a fusao vertebral completa caracteriza a coluna em bambu,
com comprometimento grave da mobilidade em todos os planos (Sieper et
al., 2002).

Ocorre de forma insidiosa, ocasionando deterioracdo da
qualidade de vida e incapacidade funcional progressiva e irreversivel do

esqueleto axial e periférico. Em geral, inicia-se entre a segunda e terceira
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década de vida, com predominio no género masculino, com incidéncia
estimada de 1% nos homens e 0,49% em mulheres caucasianas (Calin,
2006; Torres; Ciconelli, 2006; Montacer Kchir et al., 2009).

Faz parte do grupo das EpA, que se caracterizam pela
presenca de entesite e sacroiliite, auséncia do fator reumatoide e
associagao com o antigeno leucocitario humano (HLA) B27 (Calin, 2006).
A frequente associagdo com o HLA-B27 faz com que a EA esteja mais
comum em populagdes brancas, nas quais a prevaléncia do HLA-B27 é
significativamente maior, podendo ocorrer em mais 90% dos casos
(Edwards et al., 2000).

A presenga do HLA-B27 nos pacientes caucasianos com
EA é uma das mais importantes associagdes entre doenca e o complexo
maior de histocompatibilidade humana (MHC), embora a base molecular
para explicar o papel patogénico do HLA-B27 ainda nao seja totalmente
conhecido. As principais propriedades da molécula que procuram justificar
essa associacdo sdo a especificidade da apresentagcdo do antigeno e
capacidade de formar homodimeros de cadeia pesada covalentes que
sao reconhecidas pelos receptores dos leucdcitos. De acordo com a
especificidade do peptideo, ocorre a ativagao das células T contra o auto-
ligante do HLA-B27 (antigeno com auto-reatividade cruzada) e, assim,
estimulo cronico da resposta inflamatdria e inducéo e ativacao do reticulo
endoplasmatico, independente da apresentacdo do antigeno (Lopez de
Castro, 2007). Acredita-se, ainda, que a presenga do B27 esteja envolvida
com a menor depuragao antigénica (Granfors, 1997).

O HLA-B27 esta associado com envolvimento axial mais
grave e pior prognostico articular e extra-articular (Sieper et al., 2009).
HLA-B27 esta associado com inflamagdes oculares (uveite), ocorrendo
em, aproximadamente, 30 a 40% dos casos com HLA-B27 positivo (Calin,
2006).
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A confirmacao do diagnéstico de EA é feito por meio dos
critérios de Nova York modificados (1984) que combinam achados

clinicos e radiograficos, como:

a) dor lombar inflamatéria com mais de trés meses de

duragao;

b) limitagdo dos movimentos da coluna lombar em algum
dos planos;

c) expansibilidade toracica diminuida, ajustada para idade
€ género;

d) sacroiliite bilateral acima do grau 2 e
e) sacroiliite unilateral acima do grau 3.

Para o diagnédstico de EA é necessaria a presenga de um
critério clinico (a-c) e um radiografico (d-e) (van der Linden et al., 1984;
Sampaio-Barros et al., 2007).

O indice BASDAI (Bath Ankylosing Spondylitis Disease
Activity Index) é considerado, atualmente, um dos mais importantes
instrumentos para avaliagdo da atividade da doenga e é utilizado em
estudos clinicos. E constituido por cinco questdes que abordam dominios
relacionados a fadiga, dor axial, dor articular periférica (artrite), dor ou
maior sensibilidade nas énteses (entesite) e a rigidez matinal (duracéo e
intensidade). Provou ser valido, reprodutivel e sensivel as mudangas. O
escore € medido em escala visual analdgica (EVA) de 0 a 10 (0 = bom; 10
= ruim). (Garrett et al., 1994; Calin et al.,, 1999; Sieper et al., 2009).
Valores acima de 4 sao indicativos de intensa atividade da doencga e € um
dos parametros considerados para o0 uso de terapia anti-TNF em
pacientes com resposta inadequada aos anti-inflamatérios ndo hormonais
(Sieper et al. , 2009).
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Existem outros indices para avaliagdo da doenca. A
gravidade do comprometimento funcional € medida pelo BASFI (Bath
Ankylosing Spondylitis Functional Index) ou pelo indice funcional de
Dougados. A mensuragao da mobilidade e definicdo do acometimento
axial é feita pelo BASMI (Bath Ankylosing Spondylitis Metrology Index) e o
envolvimento estrutural pelo BASRI (Bath Ankylosing Spondylitis
Radiology Index) e mSASSS (modified Stokes Ankylosing Spondylitis
Scoring System). Indicadores especificos de qualidade de vida sao
avaliados pelo ASQoL (Ankylosing Spondylitis Quality of Life) e HAQ-S
(Health Assessment Questionnaire for Spondyloarthropathies) (Shinjo et
al., 2006; Zochling; Braun, 2006; Sampaio-Barros et al., 2007, Sieper et
al., 2009).

Recentemente, o manual da Assessment of
SpondyloArthritis International Society (ASAS) fornece as principais
recomendagdes e os critérios desenvolvidos e aplicados durante os
ultimos 15 anos. Os critérios de classificacdo da ASAS para envolvimento
axial das EpAs inclui a ressonancia magnética como ferramenta
importante para o diagnostico precoce (Sieper et al., 2009).

Existe relagao entre o inicio e as exacerbagdes da doencga
e alguns agentes infecciosos como Chlamydia, Shigella, Salmonella,
Yersinia, Ureaplasma e Campylobacter, especialmente nas formas
indiferenciadas das EpA e na artrite reativa (anteriormente denominada
sindrome de Reiter). Além disso, antigenos de Klebsiella sp. estédo
presentes em pacientes com EA (coprocultura, sorologia e cultura de
amostras sinoviais e de sacroiliacas) e anticorpos contra peptideos de
bactérias Gram-positivas, na artrite psoriasica, corroborando a hipotese
do mimetismo molecular entre estruturas préprias e agentes microbianos
(Rynes et al., 1984; Kapasi et al., 1992; Yu; Kuipers, 2003).

Outro estudo, caracterizando a resposta por anticorpos
(sorotipos de Klebsiella pneumoniae), por ELISA, encontrou niveis

elevados em pacientes com EA principalmente IgG, (sorotipos K17, K36 e
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K50); IgA (sorotipos K2, K3, K21, K26, K36 e K50); e IgM (sorotipo K21),
muito similar ao descrito em pacientes com doenga de Crohn (Tiwana et
al., 1998).

Esses achados confirmam o conceito de que
anormalidades da microbiota, em especial da intestinal, podem estar
envolvidos no desencadeamento e curso de artropatias inflamatérias
crénicas nao-sépticas relacionadas ao HLA-B27 e ilustram a interacao de
aspectos genéticos e ambientais com a susceptibilidade ao
desenvolvimento das espondiloartrites. Estudos em modelos animais tém
mostrado que a expressao aumentada do HLA-B27 pode causar doenca
inflamatdria semelhante a EA, evidenciando o papel patogénico da
molécula. A resposta imune gastrintestinal contra patégenos, inclusive da
microbiota normal, muitas vezes com inflamacgado subclinica, explica a
associagdao com os aspectos ambientais da doencga (Smith et al., 2006).

Mais recentemente, alguns autores tém demonstrado que
pacientes com EA possuem niveis elevados de anticorpos IgA para
Saccharomyces cerevisiae (ASCA IgA) comparados com grupo controle e
pacientes com artrite reumatodide, sugerindo que tais anticorpos podem
ser marcadores para diagndstico, progndstico e resposta terapéutica da
espondilite anquilosante, assim como ja usado na doenga de Crohn. No
entanto, em espondiliticos, os resultados ainda n&do demonstram
associacgao consistente entre a inflamacéao subclinica e titulos plasmaticos
de ASCA IgA (Hoffman et al., 2003).

Apesar de resultados confltantes como a relagéao
temporal, que nem sempre esta presente entre o inicio do quadro articular
e o foco infeccioso, e a falta de dados sobre o papel dos antibioticos e a
modificacdo do curso das espondiloartrites, acredita-se que a resposta
imunoldgica orquestrada pelo HLA-B27 possa ter impacto relevante sobre

a imunidade inata e adaptativa desses individuos (Inman, 2006).
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2.2 Tratamento da Espondilite Anquilosante

O tratamento do paciente varia de acordo com a
atividade, tipo de acometimento (axial/ periférico) e gravidade da doenca.
A atividade fisica € de grande relevancia para todos os pacientes e deve
ser recomendada em todas as fases da doenga, a fim de prevenir
limitagcdes, restaurar a amplitude de movimentos e minimizar a
incapacidade fisica (Dagfinrud et al., 2005).

Os anti-inflamatérios ndo hormonais (AINHs) séao
utilizados desde o inicio do tratamento. Os inibidores seletivos de Cox-2,
como o etoricoxibe e celecoxibe, podem ser usados em pacientes com
maior risco de toxicidade gastrintestinal ou naqueles que nao tolerem os
AINHs ndo seletivos (Van der Heijde et al., 2005; Barkhuizen et al., 2006;
Wanders et al., 2005). Em pacientes com artrite periférica persistente, os
glicocorticosteroides, sistémicos ou intra-articulares, podem ser usados
(Gratacos et al., 1999.; Mitra et al., 2000).

Corticosteréides e drogas modificadoras do curso da
doenga (DMARDSs) sao utilizados em pacientes refratarios ou intolerantes
ao tratamento com anti-inflamatoérios, porém, ao contrario, do que se
observa na artrite reumatodide, os corticosterdides sdo menos efetivos na
EA (Sieper et al., 2002). A sulfassalazina e o metotrexato sao usados em
pacientes com comprometimento periférico, mas sem resultados
consistentes naqueles com envolvimento axial exclusivo (Dougados et al.,
1995; Sampaio-Barros et al., 2000).

Agentes biologicos dirigidos contra o fator de necrose
tumoral alfa (TNFa) representam excelente opgado terapéutica em
pacientes com atividade da doenca e refratariedade ao uso de AINHs
(Sampaio-Barros et al.,, 2007). Os atuais medicamentos anti-TNFa com
uso aprovado para o tratamento da EA sao o infliximabe (IFX),

etanercepte (ETN), adalimumabe (ADA) e golimumabe (GOL) (Braun et
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al., 2005; Brandt et al., 2003; Van der Heijde et al., 2006; De Keyser et al.,
2006; Irman et al., 2008). O IFX & um anticorpo monoclonal quimeérico
capaz de bloquear as agbes biologicas do TNF. O ADA e GOL sao,
também, anticorpos monoclonais, entretanto, totalmente humanos. O ETN
€ uma proteina de fusado contra a fragdo soluvel do receptor do TNFp75,
que €& conjugado a regido Fc da imunoglobulina humana 1 (IgG1)
(Caramaschi et al., 2009). Os monoclonais se ligam tanto ao TNF ligado a
membrana plasmatica quanto as fragcdes soluveis. Podem ser usados em
monoterapia (casos de envolvimento axial isolado) ou combinados ao
metotrexato ou sulfassalazina (comprometimento periférico ou com
manifestacdes extra-articulares e envolvimento axial).

De forma geral, melhoram a atividade da doencga,
mobilidade, qualidade de vida e capacidade funcional, com rapido alivio
dos sintomas e eficacia sustentada (Braun et al., 2006). No entanto,
podem nao modificar a evolugdo do dano estrutural (neoformacao 6ssea)
(Appel; Sieper, 2008).

2.3 Infec¢Oes Oportunistas

O TNF-a é uma citocina inflamatéria que apresenta papel
fundamental na resposta imunolégica frente aos microrganismos
patogénicos infecciosos. Os macrofagos alveolares secretam grandes
quantidades de TNF-a em resposta a apresentagdo de antigeno, assim
como linfécitos T e células natural killer (NK). TNF-o. é essencial para o
recrutamento de células inflamatodrias para o local da infec¢do e para a
formagdo e manutengdo de granulomas infecciosos. Acredita-se que o
papel dos granulomas infecciosos € conter o microrganismo patogénico e

impedir sua propagagao além do local original da infecgcdo. Se a
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integridade do granuloma € rompida, a disseminagdo do microrganismo
pode ocorrer (Algood et al., 2005).

A terapia anti-TNFo é segura, embora exista maior risco
da ocorréncia de infec¢des, em especial da tuberculose latente (Salvana
et al., 2007), uma vez que o TNF é fundamental para a manutencéo do
granuloma. Infecgbes por germes comuns, bem como por Mycobacterium
tuberculosis, citomegalovirus, histoplasmose, aspergilose, listeriose,
coccidiomicose, nocardiose, e por outros agentes oportunistas tém sido
relatadas em pacientes que recebem terapia anti-TNF (Arnold et al.,
2009).

No entanto, quando se \utiliza estratégias para
identificacdo de pacientes de maior risco como dados epidemioldgicos,
PPD (teste com o Derivado Purificado da Proteina do bacilo da
tuberculose) e radiografia simples de térax, a incidéncia de tuberculose é
reduzida, de acordo com os dados da maioria dos registros internacionais
(Rybar, et al., 2008). No Brasil, estes achados ainda ndo sdo conhecidos.

Toll-like receptors (TLR) representam uma familia
conservada de estruturas protéicas que reconhecem estruturas
bacterianas, virais e fungicas. Atualmente, existem cerca de 10 TRL
descritos, no homem, e um total de 12, nos ratos. Embora relativamente
poucos, eles sdo capazes de reconhecer estruturas dos mais variados
microrganismos patogénicos conhecidos. Sugere-se que a doencga
associada ao HLA-B27 esta relacionada com infecgdo crbénica, como
prostatite e doencga inflamatoria pélvica, que pode perpetuar o processo
inflamatério que acomete o osso, articulagdo e énteses. Estes focos
levariam, portanto, bactérias e/ou fragmentos bacterianos da area pélvica,
via canais linfaticos e vasculares, em ascensao axial ativando a resposta
inflamatoria (Pollanen et al., 2009).

Em pacientes com EA, a maior suscetibilidade a infecgao
foi demonstrada pelo papel dos TLRs, em especial 2 e 4, que é essencial

para o reconhecimento de microrganismos e ativacao de fagocitos na



23

defesa contra patégenos intracelulares e fungicos. Células T expressam
TLR-4 e sado capazes de reconhecer lipopolissacarideos bacterianos
ativando a resposta imunoldgica adaptativa. Dessa forma, a imunidade
inata e adaptativa sao interrelacionadas nessa enfermidade (Raffeiner,
2005).

Além disso, a via dos TLRs representa uma das teorias
para explicar a neoformacéo éssea e o surgimento dos sindesmofitos. A
ativacao de células da éntese, particularmente fibroblastos, é capaz de
induzir a transdiferenciagcao celular, que adquirem fenoétipo semelhante
aos osteoblastos, sendo capazes, assim, de formar 0sso novo e
mineraliza-lo. Em contrapartida, outras vias também estdo envolvidas
como Wnt e BMP (proteina morfogenética do osso) (Appel et al., 2009;
van der Horst-Bruinsma; Crusius , 2010).

Com o advento e o uso difundido de agentes bioldgicos,
as infeccbes fungicas como a histoplasmose, blastomicose,
coccidioidomicose, aspergilose, infecgao por Candida spp.e Cryptococcus
sao relatadas cada vez mais. Até a presente data ndo ha nenhum método
confidvel para selecionar pacientes antes de comecar a anti-TNF terapia e
prever o seu risco para adquirir infec¢gées fungicas, em parte porque a
maioria destas infeccbes sdo recorrentes ou oportunistas. Dessa forma,
médicos e outros profissionais de saude devem manter elevado grau de
monitoramento dessas infecgdes ao indicar a terapia anti-TNF (Arnold et
al., 2009).

Reservatorios bucais de microrganismos podem causar
doencgas e servir como porta de entrada, aumentando assim o risco de
infecgdes locais e sistémicas em pacientes imunocomprometidos (Dahlen
et al., 1993; Senpuku et al., 2003; Parahitiyawa et a., 2009). Ship et al.
(2007) também apontam a mucosa bucal como porta de entrada primaria
para a maioria dos patégenos oportunistas, incluindo espécies de
Candida, e salientam que a prevencao de infecgdes superficiais bucais

deve ser considerada nesses individuos.
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Dixon et al. (2006), comparando pacientes com artrite
reumatdide em terapia anti-TNF combinada as DMCDs, relataram a
ocorréncia de infecgdes cutdneas e de tecidos moles, enfatizando a
importancia do TNF na defesa do hospedeiro. A presenca do estado de
portador de Staphylococcus aureus em mucosa oral e nasal foi
demonstrada em pacientes com AR em uso de anti-TNF e metotrexato
(MTX) (Bassetti et al., 2005).

Embora existam poucos estudos sobre a condicdo bucal
de pacientes com EA, sabe-se que existe maior suscetibilidade a infecgao
ocular por S. aureus em pacientes que usam bloqueadores do TNF
(Roos; Ostor 2006). Além disso, estes pacientes podem apresentar
fibrose pulmonar apical que pode ser complicada por infeccdo por
micobactérias e fungos, aumentando a morbidade e mortalidade (Cruz et
al., 1997).

E importante ressaltar que pacientes com EA podem
apresentar outras condi¢gées bucais, como a sindrome de Sjogren, que
favorece maior prevaléncia de microrganismos oportunistas (Tosun et al.,
2005, Kobak et al., 2007), assim como numero aumentado de leveduras
na cavidade bucal e alteragdes clinicas e radiograficas da articulagéo
témporo-mandibular (Helenius et al., 2006).

Superinfecgdes sao infecgdes que dificultam o tratamento
de um processo patoldgico ja existente, causada pelo desenvolvimento de
patdgenos residentes oportunistas (Van Winkelhoff et al., 1996; Pinheiro
et al., 2007; Souto, 2006; Van Winkelhoff, 1996; Watamoto, 2009). Dentre
0s microrganismos considerados superinfectantes, destacam-se as
enterobactérias, estafilococos e leveduras, que podem ser encontrados
na saliva, mucosas bucais, biofilme supragengival e em bolsas
periodontais (Rams et al., 1990; Slots et al., 1988; Oliveira, 2006). Sua
ocorréncia na cavidade bucal tem sido associada com antibioticoterapia
prolongada, resposta imune deficiente e higiene bucal inadequada (Slots
etal., 1991).
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A espécie de maior importancia meédica dentro do género
Candida é C. albicans seguida por C. tropicalis e C. glabrata, que
perfazem cerca de 80% do isolamento em candidoses (Chen et al., 2009;
Jorge et al.,, 2006). Segundo Silva (2009), atualmente C. parapsilosis
destaca-se como a segunda espécie mais isolada de pacientes com
infecgdes na corrente sanguinea na América Latina e Asia.

As leveduras desse género encontram-se amplamente
difundidas na natureza, sendo que algumas espécies vivem como
sapréfitas ou parasitas no homem e em outras espécies de animais. C.
albicans, associada obrigatoriamente a seres humanos ou outros animais
homeotermos, vive normalmente na orofaringe, boca, dobras da pele,
secrecao bronquica, vagina, urina e fezes. A presenga de espécies do
género Candida na cavidade bucal de individuos saudaveis varia de 35 a
60%, apresentando contagens de leveduras inferiores a quatrocentas
unidades formadoras de colbnias por mililitro (UFC/mL) (Watamoto, 2009)

Em condigdes fisioldgicas, Candida spp. estdo presentes
no organismo como comensais. Entretanto, alteragcbes Ilocais ou
sistémicas favorecem o desenvolvimento de sua ag&do patogénica,
causando a candidose (Jorge et al., 2006; Watamoto, 2009). As
fungemias causadas por esse género ocupam o0 quarto lugar em
infeccbes nosocomiais (Boff et al., 2008; Watamoto, 2009). Pacientes
hospitalizados, diabéticos, irradiados na cabecga e pescogo e portadores
de doengas hematoldgicas apresentam taxas mais altas na quantidade
desse fungo na cavidade bucal (Chen et al., 2009; Jorge et al., 2006). Os
fatores predisponentes locais a infeccdo na boca sdo: xerostomia,
alteracdo da microbiota bucal pelo uso de antimicrobianos, dieta rica em
carboidratos, cancer bucal, uso de proteses e aparelhos ortodonticos e
associacbes com outras lesbes. Os fatores sistémicos incluem
modificagdes endocrinoldgicas, nutricionais e imunolégicas (Jorge et al.,
2006; Ten Cate et al., 2009; Hibino et al., 2009), como portadores da
AIDS, céncer, transplantados, usuarios de drogas imunossupressoras e
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diabéticos descompensados (Watamoto, 2009). De acordo com Chen et
al. (2009) e Boff et al. (2008), a infec¢cdo por Candida spp. na corrente
sanguinea esta associada com morbidade significante.

Com relagdo ao uso de antimicrobianos, grande
importancia deve ser dada na aplicagdo de testes para avaliar a
suscetibilidade de cepas clinicas, visto o crescente surgimento de cepas
resistentes e o dificultado tratamento de infecgbes. Watamoto (2009)
avaliou a suscetibilidade a antifungicos de quatro cepas de Candida
albicans em trés formas de crescimento: planctdnica, aderéncia inicial e
biofilme. Foi observado que todas as cepas planctbnicas foram
suscetiveis a anfotericina B, nistatina, caspofungina, cetoconazol e 5-
fluorocitosina, de acordo com a metodologia do CLSI, quando se utilizou
um inéculo contendo 1x10° células/ml. Porém, com uma densidade celular
de 1x10” células/ml, todas as cepas, incluindo as hifas, foram resistentes
ao cetoconazol e a fluorocitosina. Biofilmes de C. albicans foram de 8 a
500 vezes mais resistentes a polienos e a caspofungina do que células
plancténicas em alta densidade.

Silva (2009) estudou a incidéncia e distribuicdo de C.
parapsilosis, C. metapsilosis e C. orthopsilosis em amostras coletadas em
um hospital universitario de Portugal, além da suscetibilidade ao
fluconazol, voriconazol, posaconazol, anfotericina B e duas
equinocandinas (caspofungina e anidulafungina). As amostras foram
identificadas por PCR e os testes aos antifungicos foram realizados de
acordo com as normas do CLSI. Dos 175 isolados, C. parapsilosis
correspondeu a 91,4%, C. orthopsilosis (2,3%), C. metapsilosis (2,9%) e
seis isolados a outras espécies. As espécies estudadas foram
consideradas suscetiveis ao fluconazol, voriconazol, posaconazol,
anfotericina B, caspofungina e anidulafungina, com exceg¢do de C.
parapsilosis, que nado foi suscetivel a caspofungina (38%) e a

anidulafungina (29%).
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Szabo et al. (2009) identificaram seis isolados clinicos de
C. parapsilosis, trés de C. orthopsilosis e quatro de C. metapsilosis, que
foram submetidos a teste de sensibilidade a anfotericina B, fluconazol,
voriconazol, posaconazol e 5-fluorocitosina, de acordo com a metodologia
preconizada pelo CLSI. Anfotericina B foi fungicida contra todas as cepas
clinicas. 5-fluorocitosina, fluconazol, voriconazol e posaconazol
mostraram-se fungistaticas contra as trés espécies, porém com MICs
diferentes.

Thein et al. (2009) afirmaram que a interagdo entre
espécies de Candida ou a interagdo Candida e bactérias parece ser mais
complexa do que tem sido reconhecida até agora, causando grandes
danos para o hospedeiro. Segundo Banford et al. (2009), C. albicans
coloniza a cavidade bucal associada a uma complexa microbiota
bacteriana que desempenha importante papel nos processos infecciosos
locais.

Doencas sistémicas também estao relacionadas com a
superinfecgdo por microrganismos como coliformes e estafilococos
coagulase-positivos, que geralmente n&o estdo presentes em quantidade
significativa na boca de individuos saudaveis ou imunocompetentes
(Samaranayake et al., 1986; Jobbins et al., 1992). Bacilos entéricos,
Pseudomonas e Staphylococcus foram descritos como superinfectantes
em periodontites (Flynn; Slots, 1993).

O género Staphylococcus pertence a familia
Micrococcaceae. Sao microrganismos imoveis, anaerdbios facultativos,
catalase positivos e ndo formam esporos (Marsou et al., 1999; Tarkowski
et al., 2001). Entre os estafilococos, a espécie coagulase-positiva S.
aureus e duas espécies coagulase-negativas, S. epidermidis e S.
saprophyticus, sdo encontradas com frequéncia em infecgcbes humanas
(Koneman et al., 2008; Tarkowski et al., 2001).

Dahlén (1993) confirmou a presenca de patdgenos

potenciais, como enterobactérias, S. aureus e Candida, especialmente em
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pacientes com desordens sistémicas como diabete melito, neoplasias,
neutropenia, agranulocitose ou AIDS. Embora haja extensa literatura
sobre S. aureus e estafilococos coagulase-negativos, pouca atengao tem
sido dada a cavidade bucal como reservatério destes microrganismos. Os
estafilococos tém sido isolados na cavidade bucal de criangas, idosos e
alguns grupos de doengas sistémicas como artrite reumatoide e
enfermidades hematoldgicas (Jackson et al., 2000; Martins et al., 2001;
Baena-Monroy et al., 2005).

Smith et al., (2003) afirmaram que a cavidade bucal € um
potente reservatério de estafilococos para a infecgado sistémica. Foi
constatada a presenga de Staphylococcus spp. em 68% dos individuos
estudados, sendo que 18% dos isolados foram identificados como S.
aureus meticilina-resistentes (MRSA), 18% S. aureus meticilina-sensiveis
(MSSA) e 32% de estafilococos coagulase-negativos. Lee et al. (2009)
afirmaram que MRSA é um importante patégeno causador de infecgdes
nosocomiais e responsavel por consideraveis indices de morbidade e
mortalidade no Reino Unido.

S. aureus € o mais importante patogeno do género,
relacionado com as infeccbes humanas, como pneumonia, sepsis,
infeccbes nosocomiais e oportunistas. Jones e Munro (2008) afirmaram
que os trés microrganismos mais frequentemente associados a infecgdes
nosocomiais sao S. aureus, estafilococos coagulase-negativos e
Enterococcus spp. Em pacientes imunocomprometidos, podem estar
relacionados com osteomielite e abscessos dento-alveolares (Martins,
2001). Rams et al. (1990) isolaram estafilococos da microbiota
subgengival em 50,4% dos pacientes com periodontite crénica.

Ohara-Nemoto et al. (2008) isolaram bactérias de 83,9%
das amostras de saliva sendo S. aureus a espécie mais frequentemente
observada (46,4%), seguida por S. epidermidis (41,1%) S. hominis, S.

warneri, S. intermedius, S. capitis, S. haemolyticus, S. lugdunensis e S.
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gallinarum. Os autores sugeriram que infec¢des na cavidade bucal podem
ser uma possivel porta de entrada para endocardite infecciosa.

Fabiano et al. (2008) isolaram e identificaram 92 amostras
de S. aureus coletadas de maos da equipe médica e camas de um
hospital, com o intuito de verificar a suscetibilidade dos isolados a
diferentes antibidticos. Observaram que 42% das amostras foram
resistentes a oxacilina (meticilina), 12% foram consideradas multi-
resistentes, duas amostras de S. aureus coagulase-negativo
apresentaram resisténcia a vancomicina e uma nao foi resistente a
oxacilina.

Carvalho et al. (2009) estudaram a prevaléncia de S.
aureus meticilina-resistente e meticilina-suscetivel coletados da saliva de
profissionais saudaveis de um hospital. As cepas foram identificadas e
submetidas a acdo de antimicrobianos. Neste estudo, observou-se
resisténcia a oxacilina e penicilina em 100% das amostras, 92% a
eritromicina, 57,1% a clindamicina e cefoxitina, 42,9% a ciprofloxacina,
7,1% a gentamicina e trimetoprina/sulfametoxazol. Todas as cepas de S.
aureus meticilina-resistentes foram sensiveis a tetraciclina, rifampicina,
vancomicina, linezolida e mupirocina.

A familia Enterobacteriaceae constitui um grande grupo
heterogéneo de bastonetes Gram-negativos e pertencem a microbiota
intestinal humana normal. A familia inclui numerosos géneros, como
Escherichia, Shigella, Salmonella, Enterobacter, Klebsiella, Serratia,
Proteus, entre outros. Estes géneros foram classificados com base nas
propriedades bioquimicas, estrutura antigénica e sequenciamento dos
acidos nucléicos (Murray et al., 2000; Ohkusu, 2000, Brooks et al., 2000;
Ueno; Jorge, 2006).

As bactérias da familia Enterobacteriaceae e do género
Pseudomonas podem atuar como patdgenos oportunistas em larga faixa
de infecgbes humanas (Santos, 2001). Estas bactérias n&o sao

consideradas residentes da microbiota bucal humana, entretanto, podem
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coloniza-la em alguns casos, como em individuos com doengas
debilitantes (Schmidt-Westhausen et al., 1990). O numero de coliformes
na cavidade oral de individuos doentes é significantemente maior do que
em individuos saudaveis (Samaranayake et al., 1986, Jobbins et al., 1992;
Back-Brito, Koga-Ito, 2006).

Bacilos entéricos e Pseudomonas spp. tém sido
recuperados da microbiota subgengival de lesdes periodontais avangadas
e implicados como patégenos em alguns casos de periodontite refrataria e
em formas agravadas de doenca periodontal destrutiva em pacientes com
AIDS (Rams et al, 1991). Algumas espécies da familia
Enterobacteriaceae e do género Pseudomonas podem agir como co-fator
na periodontite destrutiva, pois eles produzem enzimas e toxinas de
possivel importancia para a destruicdo dos tecidos periodontais (Slots et
al., 1988). A partir de sitios periodontais infectados, estes microrganismos
podem atingir a corrente sanguinea e induzir septicemia em pacientes
imunossuprimidos (Santos, 2001). Santos e Jorge (1998) relataram a
detecgcao de resisténcia de isolados bucais de enterobactérias a varios
agentes antimicrobianos.

Meatherall et al. (2009), estudando 640 pacientes que
haviam desenvolvido bacteremia por K. pneumoniae, observou reduzida
suscetibilidade de seus isolados a ampicilina em 100% dos casos, a
trimetoprina/sulfametoxazol em 6%, a gentamicina em 1%, a cefazolina
em 9%, a amoxicilina/clavulanato em 5%, a ciprofloxacina em 3%, a
ceftiaxona em menos de 1%, a piperaciina em 8%, a
piperacilina/tazobactam em 3% e a imipenem em menos de 1%. Isolados
produtores de B-lactamase de espectro estendido foram identificadas em
quatro individuos.

Hoban et al. (2009) estudaram a evolug¢ao da resisténcia
antibidtica em 29.723 bacilos Gram-negativos aerdbicos e anaerdbicos
facultativos “multi-resistentes” entre 2002 a 2007, coletados de pacientes

com infecgdo intra-abdominal. Os carbapenens e amicacina foram os
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mais eficazes contra Citrobacter freundii, Enterobacter spp, Escherichia
coli, Klebsiella oxytoca e Klebsiella pneumoniae, Morganella morganii,
Proteus mirabilis e Serratia marcescens. As cefalosporinas, cefoxitina e
ampicilina/sulbactam apresentaram reduzida atividade contra os
microrganismos estudados.

Considerando-se que pacientes com EA usam
medicacdes que podem aumentar a suscetibilidade as infeccbes e os
reservatorios bucais de microrganismos podem causar doengas e
comprometer a vida dos pacientes, por meio de infecgdes sistémicas, a
avaliacdo da microbiota bucal potencialmente patogénica ganha
relevancia. Desta forma, acreditamos que os dados gerados por este
estudo possam trazer subsidios importantes para melhor definicdo de

terapéuticas antimicrobianas nesses individuos.



3 PROPOSICAO

O objetivo deste estudo foi avaliar a presenca e a
sensibilidade aos antimicrobianos de leveduras do género Candida,
estafilococos, enterobactérias e Pseudomonas spp. isolados da cavidade
bucal de pacientes com espondilite anquilosante comparando os

resultados com individuos controle saudaveis.



4 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado em colaboragdo com o
Ambulatério de Artrite Reumatoide e Espondiloartrites (EpA) da Disciplina
de Reumatologia, Departamento de Medicina, da Universidade Federal de

Sao0 Paulo.

4.1 Selecao de pacientes

4.1.1 Aspectos éticos

A pesquisa foi realizada de acordo com os Principios
Eticos, seguindo diretrizes e normas regulamentadoras da pesquisa
envolvendo seres humanos, conforme as resolugcbées 196/96 do Conselho
Nacional de Saude. Os procedimentos descritos n&do trouxeram dor,
desconforto ou risco de espécie alguma ao paciente, que foi
conscientizado do intuito da pesquisa e, ao optar por participar do projeto,
deu seu consentimento livre e esclarecido (Apéndice A) mediante a
assinatura em formulario préprio. O projeto foi submetido e aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa Local (FOSJC — 049/2008- PH/CEP) —

(Anexo I).
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4 1.2. Critérios de inclusao

Foram incluidos no presente estudo 70 pacientes
portadores de EA, diagnosticados de acordo com os critérios
estabelecidos pelo critério de Nova lorque modificado (van der Linden et
al., 1984) e em tratamento com antiinflamatorios, e/ou DMARDs ou
terapia anti-TNF nos ultimos 60 dias.

Estes pacientes foram divididos nos seguintes grupos :

- Grupo anti-TNF: 35 pacientes, com idade de 17 a 63

anos, diagnosticados clinicamente com EA e em terapia anti-TNF;

- Grupo Convencional, com 35 pacientes EA, com idade

de 21 a 74 anos, sob tratamento convencional ndo imunobiolégico (sem
terapia anti-TNF) apenas uso de DMCD e/ou corticoide e/ou anti-
inflamatorio;

Os pacientes do Grupo anti-TNF e Grupo Convencional
foram provenientes das clinicas de Reumatologia da Faculdade de
Medicina da UNIFESP.

- Grupo controle T (pareado ao grupo anti-TNF, n=35) e

grupo controle C (pareado ao grupo Convencional, n=35): composto por

individuos saudaveis, sem doencgas sistémicas incluidas nos critérios de
nao-inclusédo, pareados aos grupos Grupo TNF e Grupo Convencional
quanto a idade, sexo e condi¢gbes bucais (indice CPOD, fluxo salivar,
usuarios de proétese). Estes individuos foram selecionados individuos da

Faculdade de Odontologia de Sdo José dos Campos — UNESP.
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4 1.3 Critérios de nao inclusao

Nao foram incluidos gestantes, portadores de proteses
totais bucais e aparelhos ortodénticos, bem como fumantes e aqueles
com outras doengas sistémicas, como neoplasias, fluxo salivar diminuido,
bem como usuarios de enxaguatorios bucais, antibidtico ou antifungico

nos ultimos 60 dias antecedentes a coleta.

4.2 Anamnese e exame clinico

Foram avaliados durante a realizacdo da anamnese o0s
dados pessoais, condi¢gdes de saude geral e bucal de todos os individuos,
a dosagem e tempo de tratamento. Foi também realizado exame intra-
bucal, pelo mesmo examinador, para avaliagdo da presencga de lesdes
bucais e determinagdo do indice CPO-D (numero de dentes cariados,
perdidos e obturados). Os dados foram anotados em ficha prépria.

Caso os pacientes apresentassem lesdes bucais ou
caries dentarias, foram encaminhados para a rede publica de atendimento
odontoldgico.

A partir da ficha clinica do paciente, foi levantado também
o indice de atividade da doenca — BASDAI (Garrett, 1994). Foram
também anotadas informacdes relativas ao protocolo de medicagao e
dosagem utilizada, proteina C-reativa (PCR), e velocidade de

sedimentagao das hemacias (VHS). (Apéndice B).
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4.3 Determinacao do fluxo salivar

A determinacdo do fluxo salivar foi realizada de acordo
com Krasse (1986), apds a coleta do enxaglie bucal. Foi fornecido ao
paciente um recipiente esterilizado com graduag&o de volume e realizada
a coleta de saliva estimulada pelo periodo de 5 minutos. Apos este
periodo, foi obtido o valor da produgao de saliva em mililitro por minuto

(ml/min).

4.4 Coleta das amostras

A coleta de material na cavidade bucal foi realizada por
meio de 10 mL de solugdo fisioldégica esterilizada (NaCl a 0,85%)
tamponada com fosfato (PBS 0,1M e pH 7,2) contida em um recipiente
universal estéril descartavel.

Os individuos realizaram bochecho com a solugéo
durante um minuto, devolvendo em seguida a solugdo para 0 mesmo
recipiente. Os recipientes foram mantidos em uma bolsa térmica com gelo
até serem transportados para o laboratério de Microbiologia da Faculdade
de Odontologia de Sao José dos Campos/UNESP, respeitando-se o
periodo maximo de 3 horas entre a coleta e o processamento das
amostras. O transporte do material coletado seguiu o protocolo da
vigilancia sanitaria do estado de Sao Paulo Resolugcdo da Diretoria
Colegiada - RDC N°. 302, DE 13 de outubro de 2005 e Resolugdo CFM
N° 1.823/2007
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4.5 Processamento das amostras

As amostras de enxague bucal foram centrifugadas por 10
minutos, a 8000 Xg e o sobrenadante foi descartado. O depdsito foi
ressuspendido em 2,5 mL de PBS e homogeneizado em agitador de
tubos (Vortex) por 30 segundos.

A partir desta suspensdo foram obtidas diluicdes 107 a
10" em solugao salina (NaCl 0,9%). De cada diluicdo, aliquota de 0,1 mL
foi semeada em duplicata em placas de Petri contendo agar Sabouraud
dextrose (Difco) acrescido de 0,1mg/mL de meio de cloranfenicol (Uni&o
Quimica Farmacéutica Nacional SA), agar Manitol (Difco) e agar
MacConkey (Difco). As placas foram incubadas a 37°C por um periodo de
48 horas. Quando ndo houve crescimento nas placas de Sabouraud
dextrose com cloranfenicol, estas foram incubadas por mais cinco dias em
temperatura ambiente. A aliquota excedente de enxague bucal foi
esterilizada e descartada.

ApOs o crescimento, as colbnias foram examinadas
quanto as caracteristicas morfolégicas (tamanho, forma, superficie) e
contadas. Foram realizados esfregacos em laminas e corados pelo
método de Gram para cada colénia com morfologia diferente.

Para obtencdo de culturas puras foram realizados os
seguintes procedimentos: as col6nias sugestivas de leveduras foram
semeadas em agar Sabouraud dextrose inclinado em tubos e incubadas
por 24 horas a 37°C; as colbnias de cocos Gram-positivos e Gram-
negativos foram semeadas em agar gelose e incubadas por 24 horas a
37°C. Apos o crescimento, os tubos foram armazenados para

identificagao.
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4.6 ldentificacéo dos isolados de Candida spp.

As culturas puras obtidas foram novamente semeadas em
agar Sabouraud Dextrose e incubadas por 24 horas a 37°C. Para a
identificagc&o foi utilizado o sistema APl 20 C AUX (Bio-Merieux, Franga),
seguindo as instru¢des preconizadas pelo fabricante.

Inicialmente, foram realizadas suspensdes padronizadas
na escala de 2,0 McFarland em solucgao fisiolégica estéril. Em seguida,
0,1 mL de cada suspenséo foi transferida para ampolas provenientes no
kit. Imediatamente apds, as suspensdes foram homogeneizadas e
inseridas nas cupulas das galerias do kit, as quais contém substratos
desidratados, e incubadas a 30°C por 24horas. Em seguida, realizou-se a
primeira leitura do teste, consultando-se o quadro de leitura fornecido no
manual do kit. Os resultados das reag¢des foram anotados nas fichas. As
galerias foram novamente incubadas, completando-se um periodo de 48h,
conforme orientagdo do fabricante. Realizou-se uma segunda leitura
confirmatdria. Apds a interpretagao dos resultados, a identificagao foi feita
a partir do perfil numérico obtido através do programa de identificagao

fornecido pela empresa.

4.7 ldentificagcdo dos isolados de Enterobactérias e Pseudomonas
spp.

As culturas puras foram novamente semeadas em agar
MacConkey e incubadas por 24 horas a 37°C e, em seguida, identificadas
utilizando-se o sistema APl 20 E (Bio-Merieux, Franga). Uma colénia
isolada de cada amostra foi utilizada para a obtencdo de suspensdes

feitas em tubos de ensaio contendo 5 mL de solugéo fisiologica estéril.
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Com o auxilio de pipetas automaticas as suspensdes foram inoculadas
nas ampolas provenientes no kit e, a seguir, nas cupulas das galerias.
Para criar uma condigdo de anaerobiose, em determinados testes, a
cupula destes foi preenchida com éleo de parafina. Em seguida, as
galerias foram incubadas a 37°C por 24 horas. A leitura foi realizada da

mesma maneira descrita para o APl 20 C AUX (Bio-Merieux, Franca).

4.8 ldentificagdo dos isolados de Staphylococcus spp.

As cepas de estafilococos, previamente isoladas, foram
semeadas em agar Manitol e incubadas a 37°C por 24 horas. A
identificac&o foi realizada pelo Sistema AP| Staph (Bio-Merieux, Franca).
Inicialmente foram obtidas suspensdes nas ampolas provenientes no Kit,
com opacidade equivalente a escala de 0,5 McFarland. Imediatamente
apos, as cupulas das galerias foram preenchidas com as suspensoes e,
posteriormente, incubadas a 37°C por 24 horas. A leitura foi realizada da
mesma maneira descrita para o APl 20 C AUX e API 20 E (Bio-Merieux,
Franga). Todos os procedimentos foram realizados de acordo com as

instrucdes fornecidas no folheto informativo do kit.

4.9 Testes de suscetibilidade aos antifungicos

As amostras de Candida spp. foram testadas quanto a
susceptibilidade in vitro as drogas antifungicas anfotericina B, fluconazol,
cetoconazol e 5- fluorocitosina, de acordo com o método de microdiluicao
proposto pelo National Committee for Clinical Laboratory Standards
/Clinical Laboratory Standards Institute (NCCLS/CLSI, 2002). Para
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obtencao do inéculo, as amostras de Candida spp. foram cultivadas em
agar Sabouraud dextrose e incubadas durante 48 h a 37 °C.

Apos este periodo, foram selecionadas cinco colénias
com diametro superior a 5 mm e suspensas em solugao salina esterilizada
(NaCl 0,85%), obtendo-se uma concentragdo inicial de 1,5 x 10°
células/mL. Posteriormente, a suspenséao foi diluida em 1:2000 em meio
sintético RPMI 1640 tamponado a pH 7,0 com MOPS (acido
morfolinopropanosulfénico) e obtido uma concentracéo final de 0,5 x 10°
a 2,5 x 10° células/mL. As drogas anfotericina B e cetoconazol foram
solubilizadas em dimetil sulfoxido (DMSO), enquanto fluconazol e 5-
flucitosina foram solubilizadas em agua destilada esterilizada. As drogas
foram preparadas nas seguintes concentragbes: 320 ug/mL para
anfotericina B, 1000 ng/mL para 5-flucitosina, 1250 ug/mL para fluconazol,
640 pg/mL para cetoconazol. As solugdes das drogas foram diluidas em
meio sintético RPMI de forma a se obter concentragdes finais que
correspondem as seguintes faixas de intervalo, referidas na literatura
como padrao de susceptibilidade de Candida spp.: 4 a 0,02 ug/mL para
anfotericina B, 64 a 0,02 ug/mL para cetoconazol e 5-flucitosina e 128 a
0,02 ug/mL para fluconazol (Sutton et al. 1998).

Para a realizagdo da técnica de microdiluicdo foram
utilizadas placas de acrilico com 96 orificios de fundo chato e com tampa
(TTP®-Suica). Em cada orificio foram dispensados 50 pL da concentracéo
da droga antifungica e 50 pul do in6culo da amostra-teste. As placas foram
incubadas a 37 °C e as leituras serdo realizadas apos 24 e 48 h. As
placas com anfotericina B foram cobertas com papel aluminio para
protecao contra a luz.

A leitura dos resultados foi realizada comparando-se o
crescimento nos pogos-teste com o0s pocos controle, observando-se
padroes de inibicdo completa (100%) para os farmacos fungicidas e de

80% para os farmacos fungistaticos. Assim, a CIM de azdis e 5-
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fluorocitosina foram traduzidas pela concentragcdo na qual ocorreu
aproximadamente 80% de redug¢ao no crescimento, enquanto que para a
anfotericina B, aquela correspondente a completa auséncia de
crescimento (100%).

Os pontos de corte considerados para a classificagdo das
drogas testadas considerados para a classificagdo dos isolados em
suscetiveis ou resistentes seguirdo os valores estabelecidos por
NCCLS/CLSI (2002) (Tabela 1) e Sutton et al (1998) < 1=S, >2 =R para

anfotericina B e <8=S, >16 = R para cetoconazol.

Tabela 1 — Pontos de corte para interpretar os testes de suscetibilidade

em leveduras. Dados em pg/ml. (Segundo NCCLS/CLSI,

2002)
antifungico sensivel DD-S Intermediaria Resistente
fluconazol <8 16-32 - >64
5-fluorocitosina <4 - 8-16 >32

DD-S — dose dependente suscetivel

4.10 Testes de suscetibilidade aos antibioticos

Para as amostras de Enterobacteriaceae, bactérias do
género Pseudomonas e Staphylococcus foram realizados testes de
resisténcia a antibidticos. A concentragdo minima inibitéria (CIM) dos
antimicrobianos foi determinada utilizando-se o método de diluicdo em
agar Muieler-Hinton (Difco).

Os antimicrobianos foram esterilizados por filtracdo
(Membrana Millipore de 0,22 um) e adicionados 0,1 mL de cada diluigdo
ao meio a 50 °C (pour-plate). Foram preparadas séries de placas

contendo concentragdes de 0,25 a 256 ug/mL de cada antimicrobiano, em
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diluicbes sequenciais multiplas de dois. As cepas bacterianas
identificadas foram semeadas com o auxilio de replicador de Steers e
incubadas a 37 °C por 24 horas. A leitura foi feita pela observacédo de
presenga ou auséncia de crescimento de colbnias na superficie do agar
(Oplustil et al., 2000). Foram avaliados os seguintes antimicrobianos:
amoxicilina, ampicilina, azitromicina, cefalexina, ciprofloxacina,
clindamicina, doxiciclina, eritromicina, metronidazol, norfloxacina,
penicilina e tetraciclina.

Para alguns antimicrobianos, o CLSI (2003) possui uma

tabela com pontos de corte (Tabela 2).

Tabela 2 — Intervalos dos pontos de corte estabelecidos pelo CLSI (2003)

Staphylococcus spp.

Perfil de suscetibilidade

Farmacos Sensivel Intermediario Resistente
doxiciclina <4 8 > 16
tetraciclina <4 8 =16
clindamicina <0,5 1a2 >4
amoxicilina <4 - >8
ciprofloxacina <1 2 >4
norfloxacina <4 8 216
ampicilina <0,25 - =20,5
eritromicina <0,5 1a4 >8
Enterobacteriaceae
doxiciclina <4 8 > 16
tetraciclina <4 8 216
amoxicilina <8 16 =32
ciprofloxacina <1 2 >4
norfloxacina <4 8 >16
ampicilina <8 16 > 32
Pseudomonadaceae
doxiciclina <4 8 > 16
tetraciclina <4 8 >16
ciprofloxacina <1 2 >4
norfloxacina <4 8 > 16
ampicilina <8 16 =32
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Para avaliar a susceptibilidade a espiramicina, foi utilizada
a metodologia de disco difusdo (Bauer; Kirby, 1966). Para ambas, o
inoculo foi preparado pér meio de um subcultivo recente (18-24horas) dos
microrganismos, que foram suspendidos em solugao fisiolégica 0,85%
estéril e, assim, obteve-se uma suspensdo com turvacao equivalente a
0,5 da escala de McFarland (1,5 x 10® UFC/mL).

Apos esta etapa, um swab estéril foi imerso na suspensao
bacteriana e, retirando o excesso de in6culo através da compressao do
swab nas paredes do tubo, o inéculo foi semeado em placas contendo
agar Mueler-Hinton (Difco), uniformemente em estrias e por rotagdes a
cada 60 graus.

Os discos de antibidtico (Cecon®) impregnados com
concentragbes conhecidas do antimicrobiano foram distribuidos na
superficie do agar de forma equidistante. Apés 15 minutos e em
temperatura ambiente, as placas foram incubadas a 35°C por 16-18
horas. Apds o periodo de incubacao, a caracteristica do crescimento e o
padrao das zonas de inibicao ao redor dos discos foram observados.

As zonas de inibicdo foram medidas com auxilio de um
paquimetro, medir as zonas de inibicdo e expressa em milimetros. Os
halos de inibicdo foram comparados com a tabela-padrao fornecida pelo
fabricante para a classificacdo dos resultados em amostras sensiveis,
intermediarias e resistentes ao dado antibiotico. De acordo com a tabela
CLSI M2-A10, as definicdes das classificacdes sdo: SENSIVEL: A
classificagdo significa que uma dada infecgdo causada por tal
microrganismo pode ser tratada eficientemente com a dose recomendada
do agente antimicrobiano; INTERMEDIARIA: Esta classificacdo inclui
organismos com valores de CIM (Concentragdo Inibitéria Minima)
semelhantes aqueles atingidos por antibacterianos no sangue e tecidos e
cuja avaliagdo da resposta venha a ser inferior a isolados “sensiveis”;

RESISTENTE: Microrganismo nao € inibido pelas concentragbes usuais
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do antibidtico testado. Para analise utilizou-se a Tabela 3 estabelecida

pelo fabricante Cecon® (Sao Paulo — Brasil).

Tabela 3 - Intervalos do tamanho dos halos (pontos de corte)
estabelecidos pela Cecon®

Perfil de suscetibilidade
Sensivel Intermediario Resistente
espiramicina =222 16 a 21 <15

Farmacos

4.11 Anélise dos Resultados

Inicialmente, foi realizada analise descritiva dos dados, de
acordo com as variaveis idade, género, tempo da doenga, indice BASDAI,
presenca do antigeno de histocompatibilidade HLA-B27, VHS ( velocidade
de sedimentagdo das hemacias), PCR (Proteina C-reativa) e terapia
utilizada e condi¢des bucais (fluxo salivar, indice CPOD, presenca de
préteses) .

A seguir, os dados obtidos para contagem dos
microrganismos, expressos em valores de UFC/mL, foram analisados
estatisticamente nas seguintes etapas:

a) Comparacédo dos grupos anti-TNF, Convencional e
controle 2:1 por ANOVA e teste Tukey, ao nivel de significancia de 5%.
Para esta analise, os grupos Controle T e C foram unificados em um sé
grupo (n=70);

b) Comparacédo dos grupos anti-TNF e Convencional
com seus respectivos grupos controles pareados por teste de Mann-
Whitney ao nivel de significancia de 5%.

C) Comparacdo dos valores de UFC/mL entre os

subgrupos estabelecidos de acordo com as caracteristicas clinicas da
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amostra ou doencga: por teste de Mann-Whitney ao nivel de significancia

de 5%.

c.1- Idade:

- maior que 45 anos — sugestivo de correlagdo com atividade

menos intensa da doenca

- menor que 45 anos — sugestivo de correlagdo com

atividade mais intensa da doencga, segundo Sieper et al. (2009);

B27;

c.2 - Género (feminino e masculino);

c.3 - Tempo da doenca

- maior que 10 anos

- menor que 10 anos

c.4 - indice BASDAI (segundo Sieper et al. , 2009)

- maior ou igual a 4 — doenga em atividade;

- menor 4 e maior que 0 — doenga com pouca atividade;

- igual a 0 — doenca sem atividade

c.5 - Presenga do antigeno de histocompatibilidade HLA-

c.6 - VHS

- maior e menor que 20 — valor de referencia laboratorial

c.7- PCR

- maior e menor que 3 — valor de referencia laboratorial

c.8 - Terapia com anti-inflamatério, corticéide, DMCD
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c.9 - Terapia anti-TNF (infliximabe, adalimumabe e

etarnecept) -monoterapia ou com associagdes.

d) Analise das diferengas de proporcao entre individuos
positivos para os microrganismos avaliados nos grupos anti-TNF e
convencional em relagdo aos respectivos grupos controle (T e C):

realizada por teste qui-quadrado ao nivel de significancia de 5%.

Para analise dos itens a e d foi utilizado para este teste o
pacote estatistico Graph Pad Prism 5.0 Portabile, versao para Windows,
San Diego, California, USA. Enquanto que as analises que constam nos
itens b e ¢ foram realizadas por MINITAB for Windows, versao 14 (Minitab
Inc., 2004, Indiana, USA).



5 RESULTADOS

Os dados demograficos e condigbes bucais dos
individuos dos grupos de estudo e as caracteristicas da doenga nos

grupos com EA estao apresentados na Tabela 4 e 5, respectivamente.

Tabela 4 — Descrigdo dos dados demograficos e condi¢ées bucais dos
grupos anti-TNF, Convencional e respectivos grupos controle
pareados (T e C)

Anti-TNF  Controle T Convencional Controle C

(n=35) (n=35) (n=35) (n=35)
Idade
(média + DP, 38+10 38+10 40+12 40+12
anos)
Masculino (%) 71,43% 71,43% 85,72% 85,72%
Feminino (%) 28,57% 28,57% 14,28% 14,28%
CPOD (média+DP) 8+4 8+5 8 £5 9+4
Fluxo Salivar
(média +DP, 1,8 £0,2 2+0,2 1,8 0,2 2+0,2
mL/min)
Lesodes Bucais* 0 0 0 0

CPOD - indice de dentes cariados, pedidos e restaurados; n nimero de individuos;
Controle T — pareado ao grupo anti-TNF, Controle C.— pareado ao grupo convencional;
DP — desvio-padrao; *nao incluem doengas periodontais
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Tabela 5 — Descrigado das caracteristicas da doenga dos grupos EA sob
terapia anti-TNF e Convencional

Anti-TNF Convencional
(n=35) (n=35)
Tempo de doenga (média+DP, anos) 1315 1348
BASDAI (média+DP) 1,8+ 1,6 24+1,9
VHS (média+DP, mm/h) 14,5+ 14,3 25+ 21,6
PCR (média+DP, mg/dL) 5,8+ 11 12+ 17,5
HLA B27 positivo (n) 9 10
HLA B27 negativo (n) 8 5

BASDAI — indice da atividade da doenga; PCR — proteina C reativa; VHS — velocidade de
sedimentagado das hemacias; HLA — antigenos dos leucécitos humanos.

Os dados individuais dos pacientes do Grupo anti-TNF,
Controle T, Convencional e Controle C estédo representados nos Anexo 1,
2,3e4.

5.1 Comparacao das contagens de microrganismos de grupos-teste

em relacdo ao grupo controle (2:1)

A comparagao entre as contagens de microrganismos dos
grupos teste em relacdo ao grupo controle 2:1 (controle T + controle C,
n=70) estd apresentada na Tabela 6. Verificou-se que houve diferenca
significativa somente entre as contagens de estafilococos e néao foi
detectada diferenca entre as contagens de leveduras e

enterobactérias/Pseudomonas spp.
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Tabela 6 — Média e desvio padrao dos dados obtidos para contagens de
leveduras, estafilococos e enterobactérias/Pseudomonas spp.
no grupo anti-TNF, Convencional e grupo Controle 2:1
(valores em UFC/ml)

Anti-TNF  Convencional Controle 2:1
Valor de p
(n=35) (n=35) (n=70)

Candida spp. 315+537,5 212,9+508,9 151,94533,2 0,1669
Staphylococcus spp. 2754+3260 3138+3596 868,6+889,9 0,000*
Enterobactérias/

687,1£1032 595,7+1268 338,1+922,7 0,2333
Pseudomonas spp.

*estatisticamente significativo (ANOVA, a=5%)

5.2 Comparacao das contagens de microrganismos dos grupos-teste

em relacdo aos respectivos grupos controle pareados

Os dados obtidos para as contagens de leveduras,
estafilococos e enterobactérias/Pseudomonas spp. nos grupos estudados
estao apresentados na Tabela 7.

Na analise dos resultados do grupo anti-TNF com seu
controle pareado (controle T), verificou-se diferenca significativa entre as
contagens de estafilococos (p= 0,000). Ndo foi detectada diferenca
estatisticamente significativa quando foram comparadas as contagens de
leveduras e enterobactérias (p=0,2318 e p=0,2409, respectivamente).

Resultado similar foi observado para o grupo sob
tratamento convencional em relacdo ao respectivo grupo controle
(controle C), observando-se diferenga significativa somente para as
contagens de estafilococos (p=0,000). Para os demais microrganismos
nao foi observada diferenga significativa entre os grupos (p=0,4129 para

leveduras; p=0,3180 para enterobactérias/Pseudomonas spp.).
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Tabela 7 — Valores de média e desvio padrdao dos dados obtidos para
contagens de leveduras, estafilococos e
enterobactérias/Pseudomonas spp. obtidos para os grupos
anti-TNF, Convencional e respectivos grupos Controle
(valores em UFC/ml)

Anti-TNF Controle T Convencional Controle C
(n=35) (n=35) (n=35) (n=35)

Candida spp. 315+£537,5 2211726 212,9 +508,9 82,8 £200,7
Staphylococcus spp. 2754 +3260 903 £826 3138 £3596 834 +961
Enterobactérias/

687,1 £1032 402 £1029 595,7 £1268 274 813
Pseudomonas spp.

Controle T — pareado ao grupo anti-TNF, Controle C — pareado ao grupo

convencional.

5.3 Analise dos resultados em subgrupos frente aos parametros

clinicos

Para esta analise, os 35 pacientes do grupo anti-TNF
foram divididos em subgrupos quanto ao género (feminino ou masculino);
faixa etaria (maior ou menor que 45 anos); tempo de doenga (maior ou
menor que 10 anos); indice BASDAI (alta atividade da doenga - maior ou
igual a 4, sem atividade — igual a 0); HLAB27 (positivo ou negativo); VHS
(maior ou menor que 20); PCR (maior ou menor que 3); uso de anti-TNFs
separados por tipos IFX, ETN, ADA; anti-TNFs combinados ou ndo ao
MTX (monoterpia vs, terapia combinada) e naqueles em uso de anti-TNF
com menos de 1 ano e mais de 1 ano. Ainda levando em consideragao
estes critérios, foram formados subgrupos constituidos pelos individuos

controle pareados aos pacientes em estudo (Tabela 8).
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A analise estatistica nao detectou diferenca significativa
para contagens de leveduras e enterobactérias/Pseudomonas spp. em
nenhum dos subgrupos estudados.

Para estafilococos, verificou-se que as contagens
encontram-se significativamente mais elevadas nas condicdes: Idade< 45
anos, terapia com anti-TNF infliximabe e terapia anti-TNF por mais de um
ano. As variaveis género, tempo de doenca, HLAB27, VHS e terapia
(mono ou combinada) foram sempre correlacionadas com contagens mais

elevadas em relac&do ao controle, independente das subdivisdes.
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Tabela 8 — Valores de p obtidos pelo teste de Mann-Whitney  (a=5%) na
comparagao entre os valores de UFC/mL obtidos dos
subgrupos sob terapia anti-TNF em relagdo aos subgrupos
controle pareados

anti-TNF Staphylococcus  Enterobactérias/
Subgrupos n leveduras spp. Pseudomonas spp.

Feminino 10 0,9628 0,0013* 0,2486
Masculino 25 10,1307 0,0021* 0,0605
|ldade > 45 anos 70,2059 0,3711 0,7658
|dade < 45 anos 28 0,5339 0,00001* 0,1024
Tempo de doenga 11

<10 anos 0,5767 0,0095* 0,5011
Tempo de doenca

>10 anos 24 0,3277 0,0009* 0,3250
BASDAI > 4 S5 0,5762 0,0601 0,9063
BASDAI =0 8 10,9450 0,0661 0,4519
HLAB27 - positivo 9 0,7344 0,0020* 0,4341
HLAB27 - negativo 8  0,5656 0,0272* 0,1495
VHS >20 10,0797 0,0385* 0,7965
VHS <20 23 0,8667 0,0002* 0,0978
PCR >3 14 0,1060 0,0536 0,8585
PCR <3 19 0,8728 0,0005* 0,3104
IFX 24 0,1682 0,0001* 0,2564
ADA 6 0,3261 0,0656 0,4460
ETN S  0,2652 0,8345 0,8237
Monoterapia 30 10,3944 0,0006* 0,1836
Terapia combinada 5 (5038 0,0216* 0,7972
TNF > 1 ano 28 0,4173 0,0000* 0,1904
TNF <1 ano 70,3716 0,2496 0,8915

Mann-Whitney, a=5%; n — nimero de individuos pertencentes ao subgrupo
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Analise similar foi realizada para o grupo Convencional
subdivididos quanto ao género (feminino ou masculino), faixa etaria
(maior ou menor que 45 anos), tempo de doenga (maior ou menor que 10
anos), indice BASDAI (alta atividade da doenga - maior ou menor que 4,
sem atividade — igual a 0), HLAB27 (positivo ou negativo), VHS (maior ou
menor que 20), PCR (maior ou menor que 3), uso de AINH, uso de
corticoide e uso de DMARDs. Os resultados destas comparagdes estao
apresentados na Tabela 9. A analise estatistica ndo detectou diferenca
significativa para contagens de leveduras e enterobactérias/Pseudomonas
spp. em nenhum dos subgrupos estudados.

Verificou-se  que  as contagens encontram-se
significativamente mais elevadas de enterobactérias/Pseudomonas spp.
nas condi¢des: sexo feminino, HBLAB27 negativo e tratamento com
AINH.

As variaveis idade, tempo de doenca, VHS e PCR foram
sempre correlacionadas com contagens mais elevadas em relagdo ao
controle, independente das subdivisdes.

Para os subgrupos de BASDAI e sob tratamento com
corticoide ou DMARDs nado houve diferenga significativa das contagens
de enterobactérias em relacdo aos controles em todas as subdivisdes

avaliadas.
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Tabela 9 — Valores de p obtidos pelo teste de Mann-Whitney  (a=5%) na
comparagao entre os valores de UFC/mL obtidos dos

subgrupos sob

subgrupos controle

terapia convencional

em relagcdo aos

Convencional Candida Staphylococcus Enterobactérias/
Subgrupos n spp. spp. Pseudomonas spp.

Feminino 5 1,0000 0,1425 1,0000
Masculino 30  0,4099 0,0001* 0,3098
|ldade > 45 anos 12 0,8014 0,0035* 0,3667
|dade < 45 anos 23 0,1863 0,0008* 0,5852
Tempo de doenca

<10 anos 16 0,8906 0,0150* 0,8906

>10 anos 19 0,3250 0,0004* 0,2556
BASDAI > 4 50,4407 0,0593 0,7241
BASDAI =0 2 » 0,0809 1,0000
HLAB27 - positivo 10  0,7279 0,4960 1,0000
HLAB27 - negativo 5 0,2393 0,0119* 1,0000
VHS >20 17 0,2673 0,0006* 0,2138
VHS <20 16 0,8067 0,0150* 0,6259
PCR >3 21 0,8372 0,0015* 0,4196
PCR <3 10,2831 0,0008* 0,5866
AINH ] 28 0,1886 0,0003* 0,7931
CORTICOIDE 6 0,7888 0,0651 0,1823
DMARDs 9 0,5403 0,1849 1,0000

Mann-Whitney, a=5%; n — numero de individuos pertencentes ao subgrupo; #nao foi

possivel comparar estatisticamente os grupos devido a n&o variabilidade dos dados no

grupo controle.
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5.4 Prevaléncia dos microrganismos nos grupos em estudo

5.4.1 Leveduras

Nao foi observada diferenca significativa da proporcao de
individuos positivos para leveduras na cavidade bucal entre os grupos
anti-TNF e controle T (p=0,6279) e entre os grupos convencional e
controle C (p=0,6026) (Tabela 10).

Tabela 10 — Distribuicdo de individuos positivos e negativos para
leveduras nos grupos anti-TNF, Convencional e
respectivos grupos controle (T e C)

anti-TNF Controle T Convencional Controle C

n % n % n % n %

Positivos 16 457 13 37,1 12 34,3 9 25,7
Negativos 19 44,3 22 62,9 23 65,7 26 74,3
Total 35 100 35 100 35 100 35 100

Controle T — pareado ao grupo anti-TNF, Controle C — pareado ao grupo convencional.

A Tabela 11 demonstra as espécies isoladas e
identificadas em cada grupo. C. albicans foi a espécie prevalente em
todos os grupos estudados, seguida por C. tropicalis nos grupos
convencional, controle T e controle C. O grupo anti-TNF diferenciou-se
dos demais quanto a segunda espécie mais prevalente, apresentando C.
parapsilosis, a qual nado foi observava nos demais grupos em estudo.

O grupo convencional apresentou a maior variabilidade de

espécies nao-albicans, seguida pelos grupos controles. Por outro lado, o
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grupo anti-TNF apresentou a menor variabilidade de espécies néo-

albicans dentre todos os grupos.

Tabela 11 — Espécies de leveduras identificadas nos grupos anti-TNF,
Convencional e respectivos grupos controle (T e C)

anti-TNF Controle T Convencional Controle C

Espécie n % n % n % n %
C. albicans 64 90,14 45 86,53 39 81,25 34 82,93
C. tropicalis 0 0 3 5,76 1 2,08 4 9,75
C. parapsilosis 7 9,86 0 0 0 0 0 0
C. famata 0 0 0 0 6 1251 3 7,32
C. kefyr 0 0 2 3,85 0 0 0 0
S. cerevisiae 0 0 0 0 1 2,08 0 0
C. neoformans O 0 2 3,85 1 2,08 0 0
Total 71 100 52 100 48 100 41 100

Controle T — pareado ao grupo anti-TNF, Controle C — pareado ao grupo convencional.

5.4.2 Género Staphylococcus

Ndo foi observada diferenga significativa entre a
proporgao de individuos positivos para estafilococos entre os grupos anti-
TNF e controle T (p=1,000). Resultado similar foi observado quando da
comparacgao entre o grupo convencional e respectivo controle (p=0,2391)
(Tabela 12).
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Tabela 12 - Distribuicdo de individuos positivos e negativos para
estafilococos nos grupos anti-TNF, Convencional e
respectivos grupos controle (T e C)

anti-TNF Controle T Convencional  Controle C

n % n % n % n %
Positivos 35 100 34 97,14 35 100 32 9142
Negativos 0 0 1 2,86 0 0 3 8,58
Total 35 100 35 100 35 100 35 100

Controle T — pareado ao grupo anti-TNF, Controle C — pareado ao grupo convencional.

S. epidermidis foi a espécie prevalente seguida por S.
aureus em todos os grupos estudados. As demais espécies de
Staphylococcus spp. identificadas em cada grupo estao representadas no
Tabela 13. Maior variabilidade de espécies de Staphylococcus foi

observada no grupo Convencional.
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Tabela 13 — Espécies de estafilococos identificadas nos grupos anti-TNF,
Convencional e respectivos grupos controle (T e C)

anti-TNF Controle T Convencional  Controle C
Espécies n % n % n % n %
S. epidermidis 57 58,16 47 5165 55 48,24 42 56,76
S. aureus 31 3164 21 23,08 33 2894 16 21,63
S. capitis 4 408 7 7,69 3 2,63 5 6,76
S. warneri 1 1,02 7 7,69 4 3,51 3 4,05
S. caprae 0 0 0 0 1 0,88 0 0
S. saprophyticus 0 0 0 0 2 1,76 0 0
S. xylosus 0 0 3 3,29 7 6,14 4 5,40
S. chromogenes 1 1,02 0 0 0 0 0 0
S. cohnii 0 0 0 0 1 0,88 0 0
S sciuri 0 0 1 1,10 0 0 1 1,35
S. lugdunensis 2 204 1 1,10 4 3,51 0 0
S. hominis 2 204 2 2,20 3 2,63 2 2,70
S simulans 0 0 0 0 1 0,88 0 0
S haemolyticus 0 0 2 2,20 0 0 1 1,35
Total 98 100 91 100 114 100 74 100

Controle T — pareado ao grupo anti-TNF, Controle C — pareado ao grupo convencional.

5.4.3 Enterobactérias e Pseudomonas spp.

Comparando-se a proporg¢ao de individuos positivos no

grupo anti-TNF em relacdo ao grupo controle T, n&o foi observada

diferenca significativa entre os grupos (p=0,8106). Resultado similar foi

observado entre o grupo convencional e grupo controle C (p=0,4584).
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Tabela 14 — Distribuicdo porcentual de individuos positivos e negativos
para de Enterobacterias e Pseudomonas spp. nos grupos
anti-TNF, Convencional, Controle T e Controle C

anti-TNF Controle T Convencional Controle C
n % n % n % n %
Positivos 17 48,57 15 4286 15 42,86 11 31,42

Negativos 18 5143 20 57,14 20 57,14 24 68,58
Total 35 100 35 100 35 100 35 100

Controle T — pareado ao grupo anti-TNF, Controle C — pareado ao grupo convencional.

As espécies mais frequentemente identificadas foram
Serratia marcescens no grupo anti-TNF, Klebisiela oxytoca no grupo
Convencional e Enterobacter cloacae nos grupos controles T e C. A

Tabela 15 demonstra as espécies isoladas e identificadas em cada grupo.
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Tabela 15 — Espécies de Enterobactérias/Pseudomonas spp. identificadas
nos grupos anti-TNF e respectivos controles (T e C)

Espécies

Serratia
marcescens
Klebsiella
oxytoca
Serratia
liquefaciens
Serratia
odorifera
Enterobacter
cloacae
Enterobacter
aerogenes
Chromobacterium
violaceum
Pseudomonas
luteola
Pseudomonas
aeruginosa
Pseudomonas
fluorescens
Klebsiella
pneumoniae
Escherichia
coli
Leclercia
adecarboxylata

Kluyvera spp.

Stenotrophomonas
maltophilia
Pseudomonas
oryzihabitans
Raoultella
ornithinolytica
Escherichia
vulneris

Hafnia alvei

Pantoea ssp.

Total

anti-TNF  Controle T Convencional Controle C
n % n % n % n %
17 4146 6 1666 5 13,88 0 0
9 219 6 1666 16 4444 2 8
4 976 5 1388 2 5,56 2 8
0 0 0 0 2 5,56 0 0
4 976 10 27,78 2 5,56 7 28
1 244 2 556 1 2,78 3 12
1 244 O 0 0 0 0 0
1 244 1 278 0 0 3 12
3 731 0 0 4 11,11 1 4
1 244 O 0 0 0 0 0
0 0 2 5,56 0 0 0 0
0 0 2 5,56 0 0 0 0
0 0 0 0 1 2,78 0 0
0 0 0 0 1 2,78 0 0
0 0 0 0 2 5,56 0 0
0 0 0 0 0 0 2 8
0 0 0 0 0 0 2 8
0 0 0 0 0 0 1 4
0 0 0 0 0 0 1 4
0 0 2 5,56 0 0 1 4
41 100 36 100 36 100 25 100
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5.5 Teste de suscetibilidade aos antifungicos

Os valores de CIM de cada isolado de Candida spp.
testado dos grupos anti-TNF, Convencional, Controle T e Controle C

estdo representados, respectivamente, nos Anexos 9, 10, 11 e 12.

A distribuicdo dos isolados do grupo anti-TNF, grupo
Convencional e respectivos grupos controle classificados como Sensiveis,
Intermédiario ou Resistentes estdo representados na Tabela 16 e os
valores de CIMgy e CIMsyp na Tabela 17. Observou-se que quase a
totalidade dos isolados avaliados foram sensiveis aos antifungicos
testados. Somente dois isolados do grupo anti-TNF apresentaram-se
resistentes a anfotericina B. Dois isolados do grupo controle T tiveram

suscetibilidade intermediaria a 5-fluorocitosina.

Tabela 16 — Distribuicdo do numero de cepas de Candida spp. do grupo
anti-TNF, grupo Convencional e seus respectivos controles
(T e C) classificados como Sensiveis, Intermediario ou
Resistentes de acordo com NCCLS/CLSI (2002) e Sutton et

al. (1998)
Anti-TNF Controle T Convencional Controle C
n=71 n =250 n =46 n =41

S I R S I R|] S I RS I R

anfotericina 69 O 215 O 0 |46 O 014 O 0
cetoconazol 71 0 05 O 0 |46 O 0]l4 O 0
fluconazol 71 0 0|5 0 0|46 0 0|41 o0 O
5-fluorocitosina 66 0O 0|47 3 0|41 5 014 O 0
S — Sensivel |- Intermediaria R — Resistente; Controle T — pareado ao grupo anti-TNF,

Controle C — pareado ao grupo convencional.
*Os isolados de C. neoformans e S. cerevisae nao foram incluidos nesta tabela
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Tabela 17 — Valores de CIMgy e CIMs5p dos isolados de Candida spp. do
grupo anti-TNF, grupo Convencional, controle T e controle C
(valores em ug/mL)

anti-TNF Controle T Convencional Controle C
n=71 n=>50 n=46 n=41

CIMgy CIMs; | CIMgy CIMsp | CIMgy  CIMsp | CIMgy  ClIMsg

Anfo 11 025 |05 1[025] | [05] [05] | [05] [0,25]
Ceto  [0,25] [0,0625]|[0,25] [0,25] |[0,125] [0,0625] | [0,125] [0,0625]
Flueo  [1] 0,5 |05 025 | [1] [0,25] | [0,5] [0,25]
5-Fs (1] [0,9] [1]  [0,125] |