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RESUMO

Rubio Morillo CM. Avaliacdo da presenca de microrganismos periodontopatogénicos
em amostras subgléticas de pacientes intubados e mecanicamente ventilados,
submetidos a cirurgias eletivas [tese]. S&o Paulo: Universidade de S&ao Paulo,
Faculdade de Odontologia; 2018 Verséao corrigida.

A pneumonia associada a ventilagdo mecéanica (PAVM) é uma condicédo inflamatéria
infecciosa cuja etiopatogenia ainda esta mal definida. Embora a principal via de
infeccdo do trato respiratorio inferior permaneca desconhecida, a colonizacdo do
trato orofaringeo é geralmente considerada como a principal via de infeccdo para
PAVM. Desta forma, o objetivo deste estudo foi avaliar a presenca de
microrganismos periodontopatogénicos em amostras subgloticas de pacientes
intubados e mecanicamente ventilados, submetidos a cirurgias eletivas.
Adicionalmente, este estudo avaliou o impacto do estado de saude periodontal e da
descontaminacdo bucal com clorexidina (CHX) na quantificacdo destes
microrganismos. Foram incluidos 43 pacientes programados para cirurgia eletiva
sob anestesia geral com intubac&o orotraqueal. Um exame periodontal de boca toda
foi realizado anteriormente a cirurgia. A periodontite foi definida como: i) dois ou
mais sitios interproximais com nivel clinico de inser¢ao (NIC) 24 mm ou dois ou mais
sitios interproximais com profundidade clinica de sondagem (PCS) = 5 mm
(Definicdo 1); i) NCI 2 4 mm ou PCS =2 5 mm em pelo menos seis sitios
interproximais (Definicdo 2); e iii) NCl 24 mm ou PCS =5 mm em pelo menos dois
sitios interproximais em cada quadrante (Definicdo 3). No dia da cirurgia, 0s
pacientes foram randomizados em dois grupos que fizeram um enxague intraoral
com 15 ml de CHX 0,12% (teste) ou solugéo salina (controle) por 30 segundos. Apés
3h de intubacdo orotraqueal, o conteldo da regido subglética foi aspirado e
armazenado a -80°C. A quantificacdo de Aggregatibacter actinomycetemcomitans
(A. actinomycetemcomitans), Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis) e Tannerella
forsythia (T. forsythia) foi feita pela reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em
tempo real. As contagens de P. gingivalis, T. forsythia e A. actinomycetemcomitans
nao diferiram entre pacientes periodontalmente saudaveis e aqueles diagnosticados

com periodontite, independentemente da definicdo de periodontite (p> 0,05). De



forma analoga, nenhum dos parédmetros periodontais avaliados tiveram impacto nas
contagens subgloéticas de P. gingivalis, T. forsythia e A. actinomycetemcomitans (p>
0,05). Por fim, o grupo que recebeu um enxague intraoral Unico pré-intubacdo com
CHX 0,12% apresentou niveis reduzidos de P. gingivalis e A.
actinomycetemcomitans em amostras do contetdo subglético. Em resumo, este
estudo demonstrou presenca de microrganismos periodontopatogénicos na regiao
subglética de pacientes intubados e mecanicamente ventilados. Enquanto a
descontaminacdo intraoral em dose Unica com CHX foi associada com niveis
reduzidos de A. actinomycetemcomitans e P. gingivalis, o estado de saude
periodontal ndo interferiu nos niveis de A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis e T.

forsythia na regiao subglotica.

Palavras-chave: Periodontite, Microbiologia, Pneumonia Associada a Ventilacao

Mecanica, Clorexidina



ABSTRACT

Rubio Morillo CM Evaluation of the presence of periodontopathogenic
microorganisms in subglottic samples of intubated and mechanically ventilated
patients submitted to elective surgeries [thesis]. Sdo Paulo: Universidade de Séao
Paulo, Faculdade de Odontologia; 2018 Verséao corrigida.

Ventilator-associated pneumonia (VAP) is an infectious inflammatory condition
whose etiopathogenesis is still poorly defined. Although the main route of infection to
the lower respiratory tract remains unknown, colonization of the oropharyngeal tract
is generally considered the main route of infection for VAP. Thus, the objective of this
study was to evaluate the presence of periodontopathogenic microorganisms in
subglottic samples of intubated and mechanically ventilated patients submitted to
elective surgeries. Furthermore, this study evaluated the impact of periodontal health
status and oral decontamination with chlorhexidine (CHX) on the quantification of
these microorganisms. 43 patients scheduled for elective surgery under general
anesthesia with orotracheal intubation were included. Full-mouth periodontal
examination was performed prior to surgery. Periodontitis was defined as: i) two or
more interproximal sites with clinical attachment level (CAL) 24 mm or two or more
interproximal sites with clinical probing depth (CPD) = 5 mm (Definition 1); ii) CAL = 4
mm or CPD = 5 mm in at least six interproximal sites (Definition 2); and iii) CAL = 4
mm or CPD =5 mm in at least two interproximal sites in each quadrant (Definition 3).
On the day of surgery, patients were randomized into two groups that rinsed
preoperatively with 15 ml CHX 0.12% (test) or saline (control) for 30 seconds. After
3h of orotracheal intubation, the contents of the subglottic region were aspirated and
stored at -80°C. Quantification of Aggregatibacter actinomycetemcomitans (A.
actinomycetemcomitans), Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis) and Tannerella
forsythia (T. forsythia) was done by quantitative real-time polymerase chain reaction.
P. gingivalis, T. forsythia, and A. actinomycetemcomitans counts did not differ
between periodontally healthy patients and those diagnosed with periodontitis,
regardless of the definition of periodontitis (p> 0.05). Similarly, none of the
periodontal parameters evaluated had an impact on the subglottic counts of P.

gingivalis, T. forsythia and A. actinomycetemcomitans (p> 0.05). Finally, the group



receiving a single pre-intubation intraoral rinse with CHX 0.12% presented reduced
levels of P. gingivalis and A. actinomycetemcomitans in samples of the subglottic
content. In summary, this study demonstrated the presence of periodontopathogenic
microorganisms in the subglottic region of intubated and mechanically ventilated
patients. While a single dose intraoral decontamination with CHX was associated
with reduced levels of A. actinomycetemcomitans and P. gingivalis, the periodontal
health status did not affect the levels of A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis and
T. forsythia in the subglottic region.

Keywords:  Periodontitis,  Microbiology, = Ventilator-associated  pneumonia,
Chlorhexidine.



RESUMEN

Rubio Morillo CM Evaluacion de la presencia de microorganismos
periodontopatogénicos en muestras subglética de pacientes intubados vy
mecénicamente ventilados, sometidos a cirugias electivas [tesis]. S&o Paulo:
Universidade de S&o Paulo, Faculdade de Odontologia; 2018. Verséo corrigida.

La neumonia asociada a la ventilacibn mecanica (NAVM) es una condicién
inflamatoria infecciosa, cuya etiopatogenia todavia esta mal definida. A pesar de que
la principal via de infeccion del tracto respiratorio inferior sigue siendo desconocida,
la colonizacion de la orofaringe es generalmente considerada como la principal via
de infeccion para NAVM. De esta forma, el objetivo de este estudio fue evaluar la
presencia de microorganismos periodontopatogénicos en muestras subgléticas de
pacientes intubados y mecanicamente ventilados, sometidos a cirugias electivas.
Adicionalmente, este estudio evalud el impacto del estado de salud periodontal y de
la descontaminacion bucal con clorexidina (CHX) en la cuantificacion de estos
microorganismos. Se incluyeron 43 pacientes de cirugia electiva bajo anestesia
general con intubacion orotraqueal. Un examen periodontal fue realizado en toda la
boca previo a la cirugia. La periodontitis fue definida como: i) dos o mas sitios
interproximales con nivel de insercion clinico (NIC) 24 mm o dos o mas sitios
interproximales con profundidad clinica al sondaje (PCS) = 5 mm (Definicién 1); ii)
NCIl =24 mm o PCS = 5 mm en al menos seis sitios interproximales (Definicion 2); y
iii) NCl 24 mm o PCS =2 5 mm en al menos dos sitios interproximales en cada
cuadrante (Definicion 3). En el dia de la cirugia, los pacientes fueron aleatorizados
en dos grupos y posteriormente realizaron un enjuague intraoral con 15ml de CHX
0,12% (prueba) o solucion salina (control) durante 30 segundos. Después de 3h de
intubacién orotraqueal, el contenido de la region subglética fue aspirado y
almacenado a -80°C. La cuantificacion de Aggregatibacter actinomycetemcomitans
(A. actinomycetemcomitans), Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis) y Tannerella
forsythia (T. forsythia) fue realizada por reacciébn en cadena de la polimerasa
cuantitativa en tiempo real. Los recuentos de P. gingivalis, T. forsythia y A.
actinomycetemcomitans no difirieron entre pacientes periodontalmente sanos y

aquellos diagnosticados con periodontitis, independientemente de la definicién de



periodontitis (p> 0,05). De forma analoga, ninguno de los pardmetros periodontales
evaluados tuvo impacto en los conteos de muestras subgléticas de P. gingivalis, T.
forsythia y A. actinomycetemcomitans (p> 0,05). Por ultimo, el grupo que recibié un
enjuague intraoral Unico pre-intubacion con CHX 0,12% presentd niveles reducidos
de P. gingivalis y A. actinomycetemcomitans en muestras del contenido subglético.
En resumen, este estudio demostr6 la presencia de microorganismos
periodontopatdégenos en la regién subglética de pacientes intubados y ventilados
mecanicamente. Mientras que la dosis Unica de descontaminacién intraoral con CHX
redujo los niveles de A. actinomycetemcomitans y P. gingivalis en la region
subglética. En contraste, el estado de salud periodontal no interfirié en los niveles de
A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis y T. forsythia en la region subglética, solo el
indice de placa difirié entre A. actinomycetemcomitans.

Palabras llave: Periodontitis, Microbiologia, Neumonia asociada al ventilador,

Clorhexidina.
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1 INTRODUCAO

7z

A periodontite é uma doenca infecto-inflamatéria considerada de etiologia
multifatorial, dada a ampla variedade de fatores que podem determinar seu inicio e
progressdo. Embora mais de 700 espécies bacterianas foram encontrados na
cavidade oral, estima-se que somente um pequeno grupo destas apresenta um
potencial patogénico (1). Apesar das dificuldades para caracterizacdo da
microbiologia das doencas periodontais, um grupo pequeno de patégenos €
reconhecido por sua estreita associagdo com a periodontite (2), sdo estes:
Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis), Tannerella forsythia (T. forsythia),
Aggregatibacter actinomycetemcomitans (A. actinomycetemcomitans) e Treponema
denticola (T. denticola) (3).

O estudo da inter-relacdo entre a periodontite e outras doencas ou
alteracoes sistémicas € relativamente incipiente. Embora a natureza desta inter-
relacdo nao tenha sido completamente elucidada, evidencias sugerem que tanto os
microrganismos periodontopatogénicos encontrados na cavidade oral de pacientes
com periodontite, bem como seus respetivos fatores de viruléncia, e as proteinas
inflamatorias produzidas pelo hospedeiro em resposta a infeccdo podem ganhar
acesso a corrente sanguinea e causar patologias em outros 6rgaos ou sistemas (4).
Em linha com essa teoria, estudos epidemiolégicos demonstraram associacdes
entre a periodontite e outras doencas ou alteracdes sistémicas, tais como: doencas
cardiovasculares (5-7), doencas respiratorias (8, 9), parto prematuro e baixo peso ao
nascer (10), cancer pancreéatico (11), sindrome metabdlica (12), doenca renal
cronica (13), artrite reumatdide (14) e doencas neurologicas degenerativas, tais

como Alzheimer e deméncia (15).

A pneumonia € uma doenca respiratoria causada por bactérias, micoplasma,
virus, fungos e parasitas. As pneumonias podem ser classificadas como pneumonias
adquirida na comunidade (PAC), pneumonia associada aos cuidados de saude
(PACS), pneumonia adquirida no hospital (PAH) e pneumonia associada a
ventilagdo mecéanica (PAVM) (16), que diferem principalmente quanto ao risco de

infecgédo por microrganismos multirresistentes (MMR) (17).
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PAVM representa cerca de 10-25% dos casos de infec¢des nas unidades de
terapia intensiva (UTI), sendo a infeccdo mais comum no ambiente hospitalar. Esta
condicao esta associada a uma taxa de mortalidade entre 25% e 50% (17, 18) e
promove um aumento significativo nos custos e no tempo de permanéncia nas UTIs
(19, 20). O desenvolvimento da PAVM esta relacionado a colonizag&o microbiologica
do trato respiratorio inferior que normalmente é estéril. O acesso de microrganismos
ao trato respiratério inferior ocorre pela translocacdo de bactérias encontradas na
traqueia, orofaringe, estdbmago, intestino grosso ou delgado (21). Embora a principal
via de infec¢do que conduz a contaminacdo do trato respiratério inferior permaneca
desconhecida, a colonizacdo do trato orofaringeo é geralmente considerada como a
principal via de infeccdo para a PAVM (22). Em suporte a esta hipotese, alguns
estudos demonstraram uma associacao positiva entre a quantidade de placa
bacteriana oral e o desenvolvimento da PAVM (23-25). Estudos classicos
demonstraram que a cavidade oral de pacientes hospitalizados torna-se colonizada
por patdgenos respiratérios potenciais, entre eles Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii e Enterobacter cloacae (26, 27)

e que estes organismos poderiam levar ao desenvolvimento da PAVM.

Diversas bactérias periodontopatogénicas foram identificadas no trato
respiratério inferior de pacientes diagnosticados com PAC (28, 29), PAH (28, 30) e
PACS (31), sugerindo um possivel papel etiologico dos patdégenos periodontais na
etiopatogenia da  pneumonia. Entretanto, o0 papel das bactérias
periodontopatogénicas associadas a periodontite na etiopatogenia da PAVM

permanece desconhecido.

Por fim, embora o Centro para Controle e Prevencéo de Doencas (Center for
Disease Control and Prevention, CDC), o Instituto para Melhoramento da Saude
(Institute for Healthcare and Improvement, IHI) e algumas revisdes sistematicas
recomendem o uso da clorexidina (CHX) na prevencao de PAVM (32-34), o efeito da
descontaminacdo intra-oral com CHX na passagem de bactérias

periodontopatogénicas para a regido subglética ainda permanece desconhecido.
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Assim, o objetivo principal deste estudo foi avaliar a presenca de
microrganismos periodontopatogénicos em amostras subgléticas de pacientes
intubados e mecanicamente ventilados, submetidos a cirurgias eletivas.
Adicionalmente, este estudo avaliou o impacto do estado de saude periodontal e da
descontaminacdo bucal com clorexidina (CHX) na quantificagdo de A.

actinomycetemcomitans, P. gingivalis e T. forsythia.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Doenca Periodontal

A periodontite € uma doenca crbnica infecto-inflamatéria que acomete o0s
tecidos de protecdo (gengiva) e sustentacdo (cemento, ligamento periodontal e
0ss0) dos dentes. Esta doenca caracteriza-se pela inflamacgéo, perda progressiva de
insercdo do ligamento periodontal e destruicdo do tecido 6sseo em individuos
susceptiveis e sua evolucdo pode levar a perda dentaria (35). Por vezes, a
progressdo da periodontite resulta em reducdo da qualidade de vida do paciente,
devido ao seu impacto negativo na funcdo mastigatéria, conforto e estética (36).

A etiologia da periodontite € multifatorial, sendo que o biofilme bacteriano
desempenha uma funcéo essencial na etiopatogénese desta condicdo. Apesar de
mais de 700 espécies bacterianas existirem no biofilme oral (1), apenas uma
pequena fracdo destes microrganismos desempenha um papel relevante na
patogenia da periodontite (37). Enquanto na saude periodontal, o biofilme
subgengival é constituido essencialmente por bactérias Gram-positivas facultativas
anaerdbias (38). A transicdo da saude periodontal para a periodontite é
acompanhada por alteracdes drasticas na composicao do biofilme subgengival (39).
Em sua maior parte, as espécies associadas a periodontite sdo anaerdébios ou

anaerobios facultativos, Gram-negativos (38-40).

Andlises quantitativas e qualitativas da composicdo da placa bacteriana
subgengival em estados de saude periodontal, gengivite e periodontite identificaram
0S principais microrganismos associados a periodontite como: P. gingivalis, T.
forsythia, T. denticola, Prevotella intermedia (P. intermedia) e A.
actinomycetemcomitans (2, 41). Socransky e colaboradores -caracterizaram a
comunidade microbiana subgengival em complexos de cores vermelha, laranja,
verde, roxa e amarela, com base na analise de clusters e associacdo com a
severidade da doenca (Socransky et al., 1998) (2). A prevaléncia elevada de

bactérias pertencentes ao complexo vermelho, constituido de P. gingivalis, T.
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forsythia e T. denticola, correlaciona-se com as formas mais severas da periodontite
(38). Dentre os microrganismos moderadamente relacionados com a periodontite
destacam-se ainda A. actinomycetemcomitans, P. intermedia, Fusobacterium
nucleatum (F. nucleatum) Campylobacter rectus (C. rectus) e Peptostreptococcus
micros (P. micros) (38, 42, 43).

A diversidade e a viruléncia dos microrganismos periodontopatogénicos
constitui um desafio ao sistema imunologico do hospedeiro, que visa eliminar
patdgenos por meio da ativacdo de respostas inatas e adaptativa (44). Embora se
admita que a periodontite tenha etiologia bacteriana, o desenvolvimento desta
doenca é fortemente determinado pela magnitude e qualidade da resposta imuno-
inflamatoria do hospedeiro (45). De forma que, a maior parte da destruicao tecidual
associada a progressédo da periodontite ocorre através da resposta inflamatéria que
promove a ativacdo de mecanismos que desencadeiam a reabsorgdo da crista

Ossea alveolar e a degradacao da matriz extracelular colagena.

A resposta imune € regulada em grande parte por citocinas (46) que
desempenham um papel importante em inimeras atividades biologicas incluindo,
proliferacédo, diferenciacéo, ativacéo celular e inflamacéo. As citocinas inflamatorias
produzidas pelas células residentes do periodonto e pelas células da imunidade
inata em resposta aos antigenos e produtos bacterianos, afetam a ativacdo de
macrofagos e células natural killer (NK) e a diferenciacdo de células T helper em
fendtipos Thi, Tha, Thiz e Treg (47, 48). Contudo, estas citocinas também coordenam
a formacdo e o aumento da atividade dos osteoclastos (49, 50). Neste sentido,
inimeros estudos demonstraram niveis elevados de interleucina (IL)-1a, IL-1p, IL-6,
IL-8 e fator de necrose tumoral (TNF)-a no fluido gengivo-crevicular de sitios com
periodontite (51).

Constata-se assim, que a susceptibilidade a periodontite deve-se a
incapacidade do sistema imune em desenvolver uma resposta especifica limitada

aos antigenos bacterianos.
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2.2 Relag&o da Doenca Periodontal com Doengas Sistémicas

A teoria de infeccdo focal propde que tanto microrganismos, bem como
seus fatores de viruléncia e as proteinas inflamatérias produzidas pelo hospedeiro
em resposta a infeccdo podem ganhar acesso a circulacdo sistémica e causar

patologias em outros 6rgaos ou sistemas (52).

Em linha com essa teoria, estudos epidemiolégicos demonstraram
associaclOes entre a periodontite e outras doencas ou alteracbes sistémicas, tais
como: doencas cardiovasculares (5-7), doencas respiratorias (8, 9), parto prematuro
e baixo peso ao nascer (10), cancer pancreatico (11), sindrome metabdlica (12),
doenca renal cronica (13), artrite reumatoide (14) e doencas neurologicas
degenerativas, como Alzheimer e deméncia (15). Além disso, varios
periodontopatégenos foram identificados em 6rgéos e tecidos extra-orais que sao
normalmente estéreis, tais como: placenta (53), liquido amniotico (54), placa de
ateroma (55) e trato respiratério inferior (28). Especificamente em relacdo as
doencas respiratorias, P. gingivalis, E. corrodens, F. nucleatum e A.
actinomycetemcomitans foram identificados no infiltrado pulmonar de pacientes com
pneumonia (29, 56-58).

2.3 Pneumonia

A pneumonia é uma doenca inflamatoria geralmente aguda que afeta os
brénquios e as vias aéreas distais incluindo bronquiolos respiratorios e alvéolos e
gue se caracteriza pela substituicdo do ar alveolar por liquido prejudicial (transudato,
exsudato ou tecido conjuntivo). Apesar das pneumonias infecciosas poderem ser
causadas por bactérias, virus, fungos ou parasitas, as bactérias sdo o agente
etiologico mais frequentemente detectado nas pneumonias em adultos. Em criangas,
estima-se que virus sejam 0s principais responsaveis pelo desenvolvimento de

pneumonias (59).
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2.3.1 Definigéo e Classificagdo das Pneumonias

As pneumonias podem ser classificadas de acordo com a morfologia, agente
etioldgico, manifestacao clinica e o modo ou local de aquisicdo. Quanto ao local de
aquisicdo, as pneumonias podem ser classificadas em quatro principais grupos:
Pneumonia Adquirida na Comunidade (PAC), Pneumonia Associada aos Cuidados
de Saude (PACS), Pneumonia Hospitalar ndo Associada a Ventilagdo Mecanica
(PAH) e Pneumonia Associada a Ventilagdo Mecéanica (PAVM), que diferem

principalmente quanto ao risco de infeccéo por MMR (17).

2.3.1.1 Pneumonia Adquirida na Comunidade

A pneumonia adquirida na comunidade (PAC) é definida como a pneumonia
gue acomete o individuo fora do ambiente hospitalar ou de instituicdo de cuidado de
saude, ou ainda, que surge nas primeiras 48 horas da admissédo (60). De acordo
com a Disease Society of America/American Thoracic Society (IDSA/ATS), 915.900
episédios de PAC ocorrem anualmente nos Estados Unidos, em adultos acima de 65
anos de idade. Estima-se ainda, que a incidéncia anual da PAC seja de 12 casos por
cada 1000 adultos, sendo maior nos extremos das idades, e representando a sexta

causa de morte na América Norte (61).

Poucos estudos relatam a incidéncia da PAC na populacao brasileira. Segundo
dados do sistema de informacdes hospitalares do Sistema Unico de Salde (SUS),
no periodo de janeiro a novembro de 2012 ocorreram 681.828 de PAC,
representando uma taxa de 35,15 casos por cada 10.000 habitantes e constituindo a

principal causa de internacéo no pais.

Os agentes etioloégicos frequentemente responsaveis pela PAC sao:
Streptococcus pneumoniae (S. pneumoniae), Haemophilus influenzae (H.
influenzae), Mycoplasma pneumoniae (M. pneumoniae), Staphylococcus aureus (S.

aureus), Legionella pneumophila (L. pneumophila), Moraxella catarrhalis (M.
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catarrhalis), Chlamydophila pneumoniae (C. pneumoniae), Pseudomonas

aeruginosa (P. aeruginosa) e alguns bacilos Gram-negativos (61-63).

2.3.1.2 Pneumonia Associada aos Cuidados de Saude

A pneumonia associada aos cuidados de saude (PACS) é descrita como uma
pneumonia que difere da PAC e que, em muitos aspectos, se assemelha a
pneumonia adquirida no hospital (PAH), porém com menor risco de associa¢do com
MMR (60, 64).

A PACS é definida como uma pneumonia que ocorre em qualquer individuo que
resida em instituicdo de cuidados prolongados, que tenha sido tratado em sistema
de internacdo domiciliar, internado por mais de 2 dias em carater de urgéncia nos 90
dias precedentes, ou submetido a cuidados invasivos como quimioterapia,
terapéutica endovenosa, tratamento de feridas ou hemodialise nos 30 dias
precedentes (65). Embora a prevaléncia PACS permaneca desconhecida, estima-se
gue o0 numero de casos diagnosticados como PACS esteja crescendo
(Zilberberg 2009). A taxa de mortalidade associada a PACS varia entre 19,8 e 60%
(64, 66).

Embora geralmente incomum na PAC, o S. aereus tem sido implicado como o
principal patégeno na PACS, sendo identificado em cerca de 50% dos casos (64,
67). Entre os demais patdégenos comumente isolados em casos de PACS,
destacam-se: Acinetobacter baumannii (A. baumannii), P. aeruginosa,

Staphylococcus coagulase-negativa e MMR (64, 67).


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/pneumonia
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2.3.1.3 Pneumonia Adquirida no Hospital

A pneumonia adquirida no hospital (PAH), também chamada de nosocomial,
define-se como aquela que ocorre apos 48 horas da admissao hospitalar, portanto,
ndo estando presente no momento da admissédo e ndo se relacionando a intubacéo

orotraqueal ou a ventilagdo mecénica (65).

A PAH ¢é a segunda causa mais frequente de infeccdo hospitalar,
correspondendo de 13% a 18% de todas as infec¢Oes hospitalares e 31% das
infeccdes em UTlIs (68). A PAH afeta de 0,5% a 2% dos pacientes hospitalizados
(69), ocasionando um aumento da permanéncia hospitalar entre 7 a 9 dias e
elevando os custos hospitalares em mais de US$ 40.000 délares americanos por
paciente (69). PAH é geralmente causada por bactérias, mas em alguns casos pode
ser causada por fungos ou até por virus (69). Em 30% a 50% dos pacientes com
PAH bacteriana, a etiologia é polimicrobiana. Os patdogenos mais prevalentes variam
entre instituicbes e unidades do mesmo servico. Entre os patdégenos mais
frequentemente associados a PAH, observa-se S. pneumoniae, H. influenzae, S.
aureus, especificamente o S. aureus resistente a meticilina (SARM) e
enterobactérias Gram-negativas sensiveis (E. coli e Klebsiella pneumoniae (K.

pneumoniae)) (70).

2.3.1.4 Pneumonia Associada a Ventilacdo Mecanica

A pneumonia associada a ventilacdo mecanica (PAVM) é aquela que se
desenvolve 48-72h ap6s a intubacdo orotragueal e instauracdo da ventilacao
mecanica, podendo ainda ser diagnosticada nas primeiras 48h apés a extubacédo
(65). Esta condicéo é ainda classificada como de inicio precoce ou tardio. A PAVM
de inicio precoce ocorre nos primeiros 4 dias da ventilagdo mecéanica (<96 h),
enquanto que a PAVM de inicio tardio se desenvolve apo6s 4 dias ou mais (> 96 h),

sendo esta Ultima mais frequentemente associada aos patégenos MMR (71). Seu
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diagnostico € estabelecido com base em achados clinicos, laboratoriais, radiolégicos
e microbiologicos (72).

Nos Estados Unidos, a PAVM ocorre de 9% a 27% dos pacientes intubados e
mecanicamente ventilados, sendo a segunda infeccdo de maior incidéncia e
representando 15% de todas as infec¢des nas UTIs (69). Sua incidéncia aumenta
com a duracdo da ventilagdo mecéanica, variando de 1.2 a 8.5 episodios por cada
1,000 dias de ventilacdo mecanica (71). No Brasil ndo existem dados
epidemioldgicos suficientes para serem chamados de nacionais. Porém, a partir de
2017, tornou-se obrigatéria a notificagdo de PAVM ocorridas nas UTIs brasileiras
(73). Estudos conduzidos em UTlIs brasileiras demonstraram que a incidéncia da
PAVM varia de 14,4% a 38,1% (74), com uma média de 9,87 casos por 1.000 dias
de uso de ventilador em UTIs, sendo a taxa, 13,40 casos por 1.000 de uso de
ventilador em UTIs de hospitais de ensino e 6,56 casos de PAVM por 1.000 de uso

de ventilador em UTIs de hospitais privados (75).

Além de sua alta prevaléncia, a PAVM esta associada a um aumento médio no
periodo de internacdo hospitalar entre 11.5 e 13.1 dias, a permanéncia prolongada
da ventilacdo mecanica, ao surgimento de patégenos MMR e a administracéo
prolongada de antibidticos, o que repercute de sobremaneira nos custos
hospitalares. (76). Neste sentido, estima-se que um diagnostico de PAVM gere uma
despesa hospitalar adicional de US$ 41.000 dolares americanos (77). No entanto, a
despeito dos progressos no diagnéstico precoce da PAVM e desenvolvimento de
protocolos de tratamento, as taxas de mortalidade relacionadas a PAVM ainda
variam de 13% a 50% (22).

A microbiologia da PAVM varia de acordo com exposicdo prévia a terapia
antibidtica, padrbes de resisténcia antimicrobiana da instituicdo e duracdo da
ventilacdo mecanica (78). A PAVM é uma infec¢do polimicrobiana, que pode ser
causada por um grande espectro de bactérias, e mas raramente por virus ou fungos
(78). Os patogenos causadores de PAVM variam dependendo do tempo de
desenvolvimento da PAVM. Na PAVM de inicio precoce, as bactérias sensiveis a
antibidticos, como S. aureus, S. pneumoniae e H. influenzae, sdo os principais

patégenos causadores. Em contraste, os patégenos mais comumente encontrados
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na PAVM de inicio tardio sdo bactérias multirresistentes Gram-negativas, como P.
aeruginosa, E. coli, K. pneumoniae e espécies de Acinetobacter e Enterobacter. (69,
79). Entre 40% e 82% dos pacientes diagnosticados com PAVM tem ao menos um
MMR (74, 80, 81).

Frente a alta incidéncia, alta taxa de morbidade e mortalidade relacionadas a
PAVM, inimeras medidas de prevencao foram desenvolvidas e implantadas em
UTIs (71). Dentro destas, quatro medidas sado fundamentais para a prevencéo da
PAVM e da mortalidade relacionadas a ventilagdo mecénica: i) manter os pacientes
com a cabeceira elevada entre 30 e 45°; ii) adequar diariamente o nivel de sedacéo
e teste de respiracdo espontanea; iii) aspirar a secrecao subgldtica rotineiramente; e
iv) promover a descontaminagao oral com CHX (71). A descontaminagdo oral com
CHX demonstrou um beneficio particular na prevencédo de PAVM no pos-operatorio
de pacientes submetidos a cirurgias cardiacas (82, 83). Uma revisao sistematica e
meta analise com pacientes cirargicos cardiacos reportou que a descontaminacéo
oral com CHX promoveu uma reducao da incidéncia da PAVM, sem contudo, alterar
a duracdo da ventilacdo mecénica, tempo de permanéncia na UTI e taxa de
mortalidade (84). Da mesma forma, varias revisdes sistematicas e meta-analises
demonstram o efeito da descontaminacdo oral com CHX na prevencao da PAVM,

em pacientes intubados e mecanicamente ventilados (84-87).

2.4 Plausibilidade Bioldgica da Associacéo Entre Doenca Periodontal e a

Pneumonia

A literatura sugere que a doenca periodontal pode promover o desenvolvimento
da pneumonia mediante trés possiveis mecanismos (56). O primeiro mecanismo
seria através da aspiracdo, ou translocacdo de microrganismos a partir do trato
gastrointestinal ou da cavidade oral, para a porcao inferior do trato respiratério (88).
Neste sentido, tanto patdgenos orais, como patdégenos respiratérios presentes no

biofilme oral podem ganhar acesso as vias respiratorias inferiores (89, 90).
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O segundo mecanismo caracteriza-se pela colonizagdo da cavidade oral por
bactérias proteoliticas e liberacdo de citocinas e enzimas hidroliticas pelos tecidos
inflamados em funcdo da doenca periodontal, as quais modificam a mucosa
respiratéria, promovendo dano epitelial e a degradacédo da fibronectina que recobre
a superficie da mucosa oral. Tais alteracbes facilitam a adesédo e subsequente

colonizacao da cavidade oral por patégenos respiratérios (91).

O terceiro mecanismo é mediado pela a¢do de enzimas proteoliticas produzidas
por periodontopatégenos as quais clivam mucinas salivares, um componente critico

do sistema de defesa inato contra organismos patogénicos (92-95).

2.5 Associacado da Doenca Periodontal com a PAVM

E bem sabido que a quantidade de biofilme oral e periodontopatégenos
aumenta com o tempo de internacdo em UTIs, incrementando o risco do
desenvolvimento de PAVM (23, 25). O biofilme oral atua como um importante
reservatorio de patdgenos respiratorios (96). Desta forma, ndo € surpreendente que
estudos tenham demostrado que o indice de placa tem uma associac¢ao positiva com
o risco de desenvolvimento de PAVM (23-25, 97), e que a descontaminacao oral
com CHX reduz o risco a PAVM (34, 85-87, 98).

Diversas bactérias periodontopatogénicas foram identificadas no trato
respiratério inferior de pacientes diagnosticados com PAC (28, 29), PAH (28, 30) e
PACS (31), sugerindo um possivel papel etioldgico dos patdégenos periodontais na
etiopatogenia das pneumonias. Evidéncias mais recentes, entretanto, apontam para
um possivel papel de periodontopatégenos na etiologia da PAVM. Neste sentido,
aumento dos niveis de Enterococcus faecalis, Gemella morbillorum, Neisseria
mucosa, Propionibacterium acnes, Prevotella melaninogenica, Streptococcus oralis,
Streptococcus sanguinis, Treponema socransckii, Veillonella parvula, Fusobacterium
periodonticum (F. periodonticum) e T. denticola foram detectados no trato
respiratério de pacientes diagnosticados com PAVM (99). Esses achados sugerem
um possivel papel das bactérias periodontopatogénicas associadas a periodontite na

etiopatogenia da PAVM.
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3 PROPOSICAO

O objetivo principal deste trabalho foi avaliar a presenca de bactérias
periodontopatogénicas derivadas da cavidade oral na regido subglética de pacientes
intubados e mecanicamente ventilados por 3 horas.

Como obijetivos secundarios foram avaliados:

e O efeito da descontaminacao intraoral pré-operatéria Unica com digluconato
de clorexidina (CHX) 0.12% nos niveis de bactérias periodontopatogénicas
na regido subglotica de pacientes intubados e mecanicamente ventilados por
3 horas;

e A associacao entre o estado de saude periodontal e os niveis de bactérias
periodontopatogénicas na regido subglotica de pacientes intubados e

mecanicamente ventilados por 3 horas.
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4  MATERIAL E METODOS

4.1 Material

4.1.1 Desenho do Estudo

Este estudo foi um ensaio clinico randomizado placebo-controlado e cego.

4.1.2 Selecao da Amostra

A amostra do estudo foi definida por conveniéncia. Os pacientes foram
selecionados no centro cirargico do Instituto Central do Hospital das Clinicas (ICHC)
da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (FMUSP).

4.1.2.1 Critérios de Inclusao

Foram incluidos pacientes que aceitaram participar da pesquisa apos
assinarem o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e que atendiam
aos seguintes critérios de incluséo:

e Pacientes de ambos os sexos, com idade maior de 18 anos;

e Candidatos a procedimentos cirargicos sob anestesia geral, com previsado de

tempo de intubacao orotraqueal e ventilagdo mecanica superior a trés horas;

e Ter ao menos 10 dentes, excluindo terceiros molares.
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4.1.2.2 Critérios de Exclusao

e Participacdo em outros projetos de pesquisa,;

e Mulheres em periodo gestacional ou lactantes;

e Diagnéstico de pneumonia (PAC, PACS ou PAH) na admisséo hospitalar;
e Historico de alergia a CHX;

¢ Antibioticoterapia prévia nos ultimos 3 meses;

e Pacientes em uso cronico de corticoides ou imunossupressores.

4.1.3 Aspectos Eticos e Registro do Estudo

Os pacientes recrutados foram orientados sobre a proposicao e os objetivos da
participacdo no estudo e assinaram o TCLE aprovado pelo Comité de Etica e
Pesquisa local (ANEXO A).

4.2 Métodos

4.2.1. Exame Clinico Periodontal

No dia anterior ao procedimento cirdrgico, os pacientes foram avaliados em
relacdo a saude periodontal. O exame periodontal foi realizado por um examinador
previamente treinado, utilizando a sonda periodontal da Universidade da Carolina do
Norte (Hu-Friedy UNC-15). Os parametros clinicos periodontais (indice de placa,
indice de sangramento a sondagem, profundidade clinica de sondagem e nivel
clinico de insercdo) foram avaliados em todos os dentes presentes, com excegao

dos terceiros molares. Cada dente foi examinado em seis sitios especificos: disto-
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vestibular, vestibular, mésiovestibular, distolingual/palatino, lingual/palatino e

meésiolingual/palatino.

a) Indice de Placa (IP)

Padrao binominal (contagem dicotdmica) da presenca ou auséncia de placa
bacteriana na margem gengival detectada com o auxilio de uma sonda periodontal
(100).

b) indice de Sangramento & Sondagem (ISS)
Padrdao binominal (contagem dicotdmica) da presenca ou auséncia de
sangramento apdés a sondagem leve até a base do sulco gengival ou da bolsa

periodontal, visivel em 15 segundos apds a sondagem (100).

c¢) Profundidade Clinica de Sondagem (PCS)
A profundidade clinica de sondagem foi medida como a distancia em milimetros

(mm) da margem gengival ao fundo do sulco ou bolsa periodontal.

d) Nivel Clinico de Insercéo (NCI)
O nivel clinico de insercdo foi medido como a distancia em milimetros (mm) da

juncédo cemento-esmalte (JCE) ao fundo do sulco ou bolsa periodontal.

4.2.2 Definicdo de periodontite.

A periodontite foi diagnosticada de acordo com trés definicbes: a primeira
definicdo (DEF1), descrita pelo Centro para o Controle e Prevencdo de Doencas
(CDC) em colaboracdo com a Associacdo Americana de Periodontia (AAP), foi
caracterizada pela presenca de dois ou mais sitios interproximais com NCI =2 4 mm
(em dentes diferentes) ou PCS = 5mm (em dentes diferentes). A segunda definicao
de periodontite (DEF2) foi definida como NCI =4 mm ou PCS =5 mm em ao menos
6 sitios interproximais. A terceira definicdo de periodontite (DEF3) foi PD definida
como NCI 2 4 mm ou PCS 2 5 mm ao menos 2 sitios interproximais de cada

guadrante. Ambas DEF2 e DEF3 séo defini¢cdes arbitrarias que apresentam um valor
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limiar de um crescente continuo da destruicdo periodontal, quando comparada com
a definicdo da CDC/AAP (DEF1) (101).

4.2.3 Randomizacéao

No dia da cirurgia, antes de entrar no centro cirargico, os pacientes foram
randomizados em dois grupos. A alocacdo dos individuos em cada grupo foi feita
com o auxilio de wuma lista de randomizacdo gerada pelo website

www.randomization.com. Para se garantir o sigilo da alocacédo, a sequéncia foi

gerada em blocos de diferentes tamanhos. O responsavel pela alocagdo foi um
pesquisador externo e diferente daquele que incluiu e distribuiu a solugcdo para
bochecho.
e Grupo Teste: bochecho de CHX 0,12% (PerioGard®, Colgate Palmolive,
Nova Jersey, EUA).

e Grupo Controle/Placebo: bochecho com soro fisiologico 0,9%.

Trinta minutos antes da entrada do paciente no centro cirdrgico, o paciente foi

instruido a realizar um bochecho com 20 ml de enxaguatorio por 30 segundos.

4.2.4 Etapa operatoria

4.2.4.1 Anestesia e Intubacéo

Apds admissdo ao centro cirdrgico, os pacientes foram monitorados com
oximetria de pulso, eletrocardiografia continua, presséo arterial ndo invasiva e indice
biespectral, seguido de puncdo venosa periférica com cateter de calibre 18G.

Pacientes de alto risco cirlrgico ou candidatos a cirurgias de grande porte

foram submetidos a tipos adicionais de monitorizacao, a critério do anestesiologista.


http://www.randomization.com/

a7

A inducdo e manutencdo da anestesia geral foram realizadas a critério do
medico anestesiologista. Com o objetivo de permitir a aspiracdo subglotica, foi
utilizada uma canula orotraqueal Hi-Lo Evac® (Shiley Evac, Mallinckrodit, Covidien).
A ventilacdo foi controlada mecanicamente para manter a pressao de diéxido de
carbono proximo a 35mmHg, utilizando-se FiO2 de 60%. Solu¢éo de Ringer simples

foi administrada durante a cirurgia para reposicao volémica.

4.2.4.2. Coleta do Conteudo Subglético

Apés 3 horas de intubacdo orotraqueal, as secrecdes subgléticas foram
aspiradas e 1 ml de solucédo salina a 0,9% foi instilado pelo canal de trabalho da
canula orotraqueal Hi-Lo Evac®. Apos 1 minuto, todo o conteudo da regido
subgldtica foi aspirado e armazenado em um microtubo (Eppendorf® mfr-022363204

Safe-Lock microcentrifuge tubes) a -80°C.

Ao término do procedimento anestésico-cirdrgico 0s pacientes foram
encaminhados a unidade de terapia intensiva ou a Unidade de Recuperacédo Pos-

anestésica e posteriormente ao leito de origem.

4.2.5. Analise Microbiolégica

O DNA das amostras coletadas foram extraidos usando um kit Qiamp DNA Mini
kit® (Qiagen, Hilden), de acordo com instru¢cdes do fabricante. Em resumo, as
amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 7500 RPM. Na sequéncia, o
sobrenadante foi aspirado e o pellet resuspendido em 180 ul da solucdo tampéo ATL
e 20 yL da solucao de Proteinase K. Entao, os tubos eppendorf® foram agitados em
vortex por 1 minuto e mantidos em banho Maria a 59°C por 30 min. Posteriormente,
os tubos foram acrescidos de 200 pl da solucdo tampé&o ATL, agitados novamente

por 15 segundos. e incubados a 70° C por 10 minutos.
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A fim de remover impurezas e constituintes lipidicos, foram adicionados 20 pL
de etanol puro. A seguir, foi realizada a filtragem dos conteudos do tubo,
empregando-se colunas com filtros de silica (Qiamp mini spin column). As colunas
foram submetidas a centrifugacdo a 8000 rpm por 1minuto. Posteriormente, o
filtrado foi descartado e o mini spin foi transferido para um tubo de 2 ml. A fim de
liberar o DNA microbiano aderido ao filtro de silica, fez-se uma lavagem com 500 pl
do buffer AW1, seguida de nova centrifugacédo (8000 rpm/1min). Apos o descarte do
filtrado, o mini spin foi transferido para outro tubo de 2 ml, lavado com 500 pul do
buffer AW2 e centrifugado a 14000 RPM por 3 minutos. Entdo, o micro spin foi
transferido para um eppendorf de 1,5 mL, com tampa. A eluicdo do DNA foi obtida
por intermédio da adi¢do de 55 pL do tampao AE. Apds 1 minuto. de incubacéao, o
DNA foi obtido pela centrifugacao final a 8000 RPM por 1 minuto. O DNA foi mantido
a - 20°C até sua analise.

A concentracao e a pureza do DNA foram avaliadas usando um espectrometro

(absorbancia a 260 nm) (ND-100 Spectrophotometer®, Nanodrop Technologies).

A quantificacdo de P. gingivalis, T. forsythia e A. actinomycetemcomitans foi
feita com o auxilio da técnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase quantitativo em
tempo real (QPCR), usando primers especificos (102-104):

e T. forsythia 2F: GGG TGA GTA ACG CGT ATG TAA CCT;

e T. forsythia 2R: ACC CATCCG CAA CCA ATA AA;

e P. gingivalis 2F: TGT AGA TGA ACT GAT GGT GAA AAC C;

e P. gingivalis 2R: ACG TCATCC CCA CCT TCC TC;

e A. actinomycetemcomitans F: ATT GGG GTT TAG CCC TGG T,
e A. actinomycetemcomitans R: GGC ACA AAC CCATCT CTG A;
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A carga bacteriana total foi determinada com primers universais de 16SrRNA
(102). A curva padréo foi feita usando genes 16SrRNA de cada espécie clonados no
PCR 2.1 TOPO TA® vector (Invitrogen, Carlsbad CA, USA) diluido 107 para 10!
copias. O grau de eficiéncia da amplificacdo de 90% ate 110%. O gPCR foi feito
usando o StepOnePLus® (Applied Biosystems®, Foster City, CA USA) com Sybr
Green power PCR Master Mix® (Applied Biosystems, Birchwood Point, Warrington,
UK) e 2 ul do DNA padrao. As amostras do DNA e a diluigdo padréao foram corridos

em triplicata.

O perfil da amplificagéo foi:

e A. actinomycetemcomitans: 95°C/15", 65°C/1’, 81°C/10", 40 ciclos;

e P. gingivalis : 95°C/15", 60°C/1', 81°C/10", 40 ciclos;

o T. forsythia: 95°C/15", 60°C/1', 74°C/10", 40 ciclos.

Os niveis de cada espécies foram expressadas em nameros de coOpias de
genes 16S rRNA.

4.2 .6 Andlise Estatistica

Os dados foram analisados utilizando STAT PLUS versdo LE de AnalystSoft
Inc. 340 S e Prism 6 de GraphPad Software. A normalidade dos dados foi avaliada
pelo teste de Kolmogorov-Smirnov, com correcdo de Lilliefors. Dados com
distribuicdo paramétrica foram avaliados pelo teste t de Student e os dados com

distribuicdo ndo paramétrica, pelo teste de Mann-Whitney.
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5 RESULTADOS

Foram incluidos e randomizados 69 pacientes (39 mulheres e 30 homens).
Destes, 26 pacientes ndo concluiram a participacdo no estudo: 19 pacientes foram
excluidos devido a quebra do protocolo (oito (8) pacientes foram intubados com
sondas tradicionais que nao permitiram a aspiracdo do conteudo subglético, cinco
(5) intubados por menos de trés horas e em seis (6) pacientes nédo foi possivel
aspirar a amostra) e sete (7) pacientes tiveram suas cirurgias canceladas. Dessa
forma, apenas 43 dos 69 pacientes completaram a participacdo no estudo. Destes,
19 foram alocados no grupo CHX (11 mulheres e 8 homens, com idade média de
51.3 + 16.8) e 24 no grupo placebo (13 mulheres e 11 homens, com idade média de
48.0 + 12.9) (Tabela 5.1)

Tabela 5.1 - Dados demograficos do grupo CHX e placebo

Género
Idade (anos)

Feminino n (%) | Masculino n (%)

Placebo 24 51.3 +16.8 13 (54%) 11 (46%)

CHX 19 48.0 £12.9 11 (58%) 8 (42%)

5.1 Presenca de periodontopatdgenos nas amostras subgloticas de pacientes

intubados e mecanicamente ventilados no grupo placebo.

24 individuos do grupo placebo forneceram amostras do aspirado subglético
para quantificacdo microbiana. O patégeno mais comumente detectado foi T.
forsythia, ocorrendo em 100% das amostras, seguido de A. actinomycetemcomitans
(92%) e P. gingivalis (58%) (Tabela 5.2).
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Tabela 5.2- Media do nimero de copias de A. actinomycetemcomitans, T. forsythia e
P. gingivalis em amostras subgléticas de sujeitos do grupo placebo.

Sujeito # P. gingivalis T. forsythia _ A _
actinomycetemcomitans
1 1.73 29.33 1.31
2 32.94 2400.42 104.37
3 0.00 25.31 0.00
7 0.00 20.79 9.79
10 0.00 276.87 127.07
11 0.43 10.18 0.00
13 0.18 62.14 1203.41
14 29.90 438.19 4212.09
17 1.70 27.66 651.91
19 5.38 106.46 952.36
22 0.15 16.21 666.13
23 1.63 139.19 236.54
24 0.00 14.35 1658.14
27 0.00 245.54 20.54
28 0.00 31.73 8.69
31 0.00 73.17 12.23
32 0.00 111.89 6.98
35 1.11 55.82 2.78
37 0.00 18.40 1734.78
39 1.36 210.79 2820.74
41 3.30 110.40 486.69
43 4.75 90.34 91.30
45 0.42 303.58 1326.60
46 0.00 24.58 215.25
Media £ DP 3,54 £8,73 201,81 £481,45 689,57 £ 1050,96
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5.2 Presenca de periodontopatdégenos nas amostras subgléticas de pacientes
intubados e mecanicamente ventilados no grupo CHX.

19 individuos do grupo CHX forneceram uma amostra do aspirado subglético
para quantificacdo microbiana. O patégeno mais comumente detectado foi T.
forsythia, ocorrendo em 95% das amostras, seguido de A. actinomycetemcomitans
(79%) e P. gingivalis (53%) (Tabela 5.3).
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Tabela 5.3- Media do nimero de copias de A. actinomycetemcomitans, T. forsythia e
P. gingivalis em amostras subgléticas de sujeitos do grupo CHX.

Sujeito #  P. gingivalis T. forsythia _ A _
actinomycetemcomitan
4 6.26 66.80 3.50
5 0.77 351.29 241
6 0.00 15.34 0.00
8 0.00 0.00 0.60
9 0.00 67.88 6.36
12 2.15 42.26 28.78
15 1.06 12.78 665.70
16 0.12 95.20 790.25
18 1.04 321.11 986.12
20 0.00 71.17 284.38
21 0.00 42.06 0.00
25 0.00 33.43 0.00
26 0.79 17.00 10.20
29 0.00 83.61 34.55
30 10.06 925.18 29.31
34 0.99 389,72 0.00
36 0.00 508.63 1.87
44 0.00 66.20 296.01
47 2.29 106.46 1119.59
Media+DP | 2.41 +5.19 | 176.38+ 229.83 393,12 + 703.92
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O grupo CHX 0,12% apresentou niveis reduzidos de P. gingivalis e A.
actinomycetemcomitans (p valor = 0,002 e p valor = 0,008, respectivamente) nas
amostras do contetudo subgloético, ja os niveis de T. forsythia ndo diferiram entre os
grupos (Tabela 5.4).

Tabela 5.4- Comparacdo de medidas do numero de copias de A.
actinomycetemcomitans, T. forsythia e P. gingivalis em amostras
subgléticas de pacientes do grupo placebo e CHX

P. gingivalis T. forsythiat A. actinomycetemcomitans
Placebo

3,54+8,73 | 201,81 +481,45 689,57 + 1050,96
(n=24)

CHX

2.41+£5.19 176.38+ 229.83 393,12 + 703.92
(n=19)
P valor 0,002 0,827 ‘0,008

A normalidade foi avaliada pelo Teste de Kolmogorov-Smirnov, ‘Teste t de Student foi usado para

dados com distribuicdo paramétrica e Teste de Mann-Whitney para distribuicdo ndo paramétrica.

5.3 Associacdo entre o estado de saude periodontal e o0s niveis de
periodontopatégenos nas amostras subgloticas de pacientes intubados e

mecanicamente ventilados

As contagens de P. gingivalis, T. forsythia e A. actinomycetemcomitans néo
diferiram entre pacientes periodontalmente saudaveis e aqueles diagnosticados com
periodontite, independentemente da definicAo de caso usada, tanto no grupo
placebo (Tabela 5.5), como no grupo CHX (Tabela 5.6). De forma analoga, no grupo
placebo, os parametros periodontais avaliados ndo tiveram impacto na presenca de
P. gingivalis, T. forsythia e A. actinomycetemcomitans nas amostras subgléticas.
(Tabela 5.7).
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No grupo CHX, a maioria dos parametros periodontais avaliados, como PCS,
NCI, ISS e numero de dentes ausentes, ndo tiveram um impacto na presenca de P.
gingivalis, T. forsythia e A. actinomycetemcomitans nas amostras subgldticas.
Entretanto, um indice de placa mais elevado foi detectado em sujeitos com a
presenca de A. actinomycetemcomitans nas amostras subgloticas (p valor < 0,05)
(Tabela 5.8).

Diferencas entre medias do ndamero de copias de A.
actinomycetemcomitans, T. forsythia e P. gingivalis em amostras
subgldticas de pacientes do grupo placebo subdivididos de acordo
com trés definicbes de periodontite.

Tabela 5.5-

T. forsythia A. actinomycetemcomitans

P. gingivalis

+ | 17| 4,62+10,23 | 240,41 £ 569,79 633,43 + 1.069,52
PEF L - 7 0,91 +1,28 108,06 £ 91,11 818,62 +1.075,29
P valor 0,470 0,708 0,882

+ | 13| 555+11,57 | 294,38 + 647,44 741,29 +1.193,41
PEF 2 - [11] 1,17+1,76 92,40 + 76,17 628,45 + 907,61
P valor 0,432 0,942 0,941

+ | 4 | 8,64+16,22 709,32 +1,13 119,44 + 93,13
DEF 3

- |20 ] 2,52+6,64 100,30 + 114,48 803,60 +1.119,63
P valor 0,899 0,183 0,674

DEF: Definicdo de periodontite.

A normalidade foi avaliada pelo Teste de Kolmogorov-Smirnov, Teste de Mann-Whitney foi usado

para distribuicdo ndo paramétrica.
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Tabela 5.6- Diferencas entre medias do numero de coOpias de A.
actinomycetemcomitans, T. forsythia e P. gingivalis em amostras
subgldticas de pacientes do grupo CHX subdivididos de acordo com

trés definicdes de periodontite..

P. gingivalis T. forsythia A. actinomycetemcomitans

+ | 14| 0,87+1,68 | 124,74 +163,61 149,29 + 266,76
DEF 1

- | 5| 268+4,23 | 293,96 + 369,61 433,91 + 567,13
P valor 0,83 0,72 0,49

+ | 11| 1,22+1,87 76,47 £ 97,67 265,76 + 404,08
DEF 2

-1 8 1,51+3,48 | 296,86 + 311,58 167,03 + 344,79
P valor 0,38 0,54 0,91

+ | 6 1,92 +2,35 50,07 + 38,57 194,84 + 453,14
DEF 3

- |13 ] 1,08+2,73 | 224,29 + 268,93 237,74 + 350,7
P valor 0,34 0,19 0,78

A normalidade foi avaliada pelo Teste de Kolmogorov-Smirnov, Teste de Mann-Whitney foi usado

para distribuicdo ndo paramétrica.
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6 DISCUSSAO

A importancia de se avaliar a existéncia de uma associacdo entre as doencas
periodontais e a pneumonia € justificavel, visto que as doencas respiratorias sdo
patologias responsaveis por altos indices de morbidade e mortalidade entre a
populacdo (22), além de sua terapia antimicrobiana ter alto custo e poder levar a
resisténcia bacteriana (81). Embora outros trabalhos tenham analisado a
composicdo microbiana de amostras subgléticas (105-107), nosso trabalho
demonstrou pela primeira vez a presenga de T. forsythia, P. gingivalis e A.
actinomycetemcomitans em amostras subgléticas de pacientes intubados e
mecanicamente ventilados. Em concordancia com nossos resultados, outros estudos
demonstraram a presenca de patdégenos periodontais no trato respiratorio inferior de
pacientes diagnosticados com PAC (28, 29), PAH (28, 30) e PACS (31), sugerindo
um possivel papel etiologico dos patdégenos periodontais na etiopatogenia da
pneumonia. Esta entretanto, ndo é a primeira vez que bactérias da cavidade oral sdo
identificadas na regido subglética de pacientes intubados e mecanicamente
ventilados. Um artigo recente que caracterizou a flora oral de pacientes intubados e
mecanicamente ventilados, admitidos em UTIs, demostrou a presenca de Prevotella
melaninogenica, Streptococcus oralis, Streptococcus sanguinis, Treponema
socransckii, Veillonella parvula e Fusobacterium periodonticum no trato respiratorio
de pacientes diagnosticados com PAVM, demonstrando a associacao positiva entre
a presenca destas bactérias no trato respiratério inferior e o desenvolvimento da
PAVM (99) e sugerindo a possibilidade de bactérias da cavidade oral translocarem

para o trato respiratorio durante a ventilacdo mecanica.

O patdgeno mais comumente detectado no presente trabalho, nas amostras
subgldticas de pacientes intubados e mecanicamente ventilados foi T. forsythia,
encontrado em 100 e 95% das amostras dos grupos placebo e CHX,
respectivamente. A maior frequéncia de T. forsythia nas amostras subgloticas, em
comparacao aos demais organismos avaliados, deve-se provavelmente ao fato
deste ser um dos periodontopatdgenos mais frequentemente detectados em
amostras de placa subgengival (108) e saliva (109) de pacientes com doenca

periodontal.
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T. forsythia possui uma série de fatores de viruléncia os quais,
teoricamente, poderiam danificar e/ou alterar a resposta imune da mucosa
respiratéria, aumentando o risco a infeccao (91). T. forsythia produz niveis elevados
de enzimas proteoliticas, especialmente com atividade “semelhante a tripsina” e
cisteino proteases, capazes de degradar proteinas do sistema imune adaptativo e
inato, fragilizando assim, a imunidade do hospedeiro (110). Paralelamente,
lipopolissacarideos de T. forsythia induzem a apoptose de células epiteliais,
fibroblastos e de células monociticas (111). Tal efeito pode gerar danos na
integridade da mucosa respiratéria e/ou em seu sistema de defesa, 0 que propicia
um aumento da susceptibilidade a infeccbes (112). Além disso, é provavel que a
producdo local de citocinas pro-inflamatorias, como IL-183, IL-6 e TNF-a, em resposta
aos lipopolissacarideos de T. forsythia (113) também afete negativamente a
integridade das superficies mucosas (91).

O segundo periodontopatdégeno mais frequentemente encontrado nas amostras
subgldticas de pacientes intubados e mecanicamente ventilados foi A.
actinomycetemcomitans, encontrado em 92% das amostras subgléticas do grupo
placebo e em 86% das amostras do grupo CHX. A. actinomycetemcomitans possui
uma série de fatores de viruléncia que interferem negativamente nos mecanismos de
defesa do hospedeiro. Seu fator supressor inibe a sintese de IgG e IgM por
plasmacitos (114). A toxina distensora citoletal (CDT) de A.
actinomycetemcomitans induz a apoptose, compromete a funcéo fagocitaria e altera
0 equilibro entre a resposta pro- e anti-inflamatéria dos macrofagos (115, 116). As
leucotoxinas produzidas pelo A. actinomycetemcomitans destroem seletivamente
linfocitos B, linfocitos T e leucdcitos polimorfonucleares, causando desequilibrio nos
mecanismos de defensa  do hospedeiro (117). Além disso, A.
actinomycetemcomitans expressa uma proteina soltvel de baixo peso molecular, o
fator inibidor de quimiotaxia, a qual inibe a quimiotaxia de neutréfilos (118). O
macrofago alveolar é a célula fagocitica mais importante da resposta imune de
mucosas respiratérias (119). Esta célula atua diretamente na eliminacdo de
patdgenos ou promove o recrutamento de neutréfilos e outras células

mononucleares em resposta a infeccao (120). Deste modo, pode-se sugerir que a
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presenca de A. actinomycetemcomitans no trato respiratério pode comprometer a

integridade e eficacia do sistema de defesa da mucosa respiratoria.

O terceiro microrganismo detectado foi P. gingivalis, encontrado em 58% e 57%
das amostras dos grupos placebo e CHX, respectivamente. Embora P. gingivalis
seja encontrado com frequéncia relativamente elevada na cavidade oral de
pacientes com doenca periodontal (108), sua taxa de frequéncia em amostras
subgldticas foi relativamente baixa, comparada com A. actinomycetemcomitans e T.
forsythia. Um achado semelhante foi reportado em um estudo recente que
demonstrou que embora P. gingivalis seja um dos patégenos mais frequentemente
encontrados na cavidade oral de pacientes com periodontite, sua frequéncia em
orgaos continuos, com o estomago, € inferior a frequéncia observada para C. rectus,
T denticola e T. forsythia (109). Proteases séo fatores de viruléncia importantes
para varias bactérias. Gengipainas produzidas por P. gingivalis clivam e inativam
proteoliticamente  mdultiplas  proteinas  hospedeiras, incluindo  peptideos
antimicrobianos  catiénicos, componentes do sistema complemento e
imunoglobulinas (121-124) e, deste modo, favorecem a sobrevivéncia bacteriana.
Adicionalmente, P. gingivalis utiliza varios fatores de viruléncia que interferem
negativamente no recrutamento, sobrevivéncia e atividade funcional de macréfagos
e neutrofilos (125-127), o que facilita o processo de colonizacdo e manutencédo da

infeccéao.

Embora o papel dos periodontopatégenos no estabelecimento da PAVM
permaneca desconhecido, €é possivel que periodontopatbgenos como A.
actinomycetemcomitans, P. gingivalis e T. forsythia atuem como fator etiolégico
primario da PAVM ou, através de seus diversos fatores de viruléncia, afetem a
integridade do trato respiratorio, tornando esta regido mais susceptivel a infeccbes

por patdgenos respiratorios.

No nosso estudo, o grupo de CHX apresentou niveis reduzidos de P. gingivalis
e de A. actinomycetemcomitans nas amostras subgléticas. Tal achado sugere a
eficacia da CHX na reducdo da contaminacdo da regido subglética de pacientes
intubados e mecanicamente ventilados. Nossos achados estdo em linha com

estudos que demostraram que a CHX em dose Unica promove uma reducdo seletiva
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de microrganismos na cavidade oral de pacientes intubados e mecanicamente
ventilados. Entretanto, € importante ressaltar que a CHX em dose Unica nédo reduz a
incidéncia de PAVM (128). A discrepancia entre os estudos que demonstraram a
efichcia da descontaminacdo oral com CHX em dose Unica na reducdo de
microrganismos e os estudos que relevaram que a descontaminagdo em dose Unica
com CHX né&o reduz a incidéncia da PAVM pode ser explicada por dois fatores: i) a
duracédo da substantividade da CHX, que varia entre 8 e 12 horas e ii) a duracao
dos estudos. Deste modo, é plausivel que a descontaminacdo oral com CHX em
dose Unica é capaz de promover reducdes na carga microbioldgica por até 12 horas
e que reducdes mais prolongadas sdo obtidas somente com o0 uso continuo e regular
da CHX, o que resulta na diminuicdo da incidéncia da VAPM em pacientes intubados

e mecanicamente ventilados por mais de 48 horas.

A aspiragédo de microrganismos da cavidade oral foi identificada como uma das
causas mais comuns de PAVM (94). Estudos classicos mostraram que um indice de
placa elevado pode fomentar a colonizacdo da regido orofaringea por patdogenos
respiratérios (56). Nosso estudo clinico ndo demostrou associacéo entre o indice de
placa e a quantificacdo de A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis e T. forsythia em
amostras subgloticas do grupo placebo. Uma associacdo positiva foi somente
detectada entre o indice de placa e os niveis de A. actinomycetemcomitans em
amostras do grupo CHX. Os resultados da literatura sédo controversos em relacdo a
associacao entre o indice de placa e a incidéncia da PAVM. Enquanto alguns
estudos demostraram uma associacao positiva entre o indice de placa e a PAVM

(23), outros estudos nao encontraram tal associacéo (133, 134).

Diversas definicbes arbitrarias de periodontite foram usadas em multiplos
estudos epidemioldgicos, investigando a relacdo entre a periodontite e doencas
sistémicas (101, 135, 136). Uma analise desse estudos revela que o
estabelecimento de uma associacdo positiva entre a periodontite e doencas
sistémicas é dependente da definicdo de caso (135). Em nosso estudo foram
utilizadas trés definicbes arbitrarias de periodontite, com limites clinicos de corte, que
representam uma extensdo crescente do nivel de destruicdo periodontal (101).
Contudo nosso trabalho ndo encontrou uma relagdo positiva entre o estado de

saude periodontal e os niveis de A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis e T.
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forsythia nas amostras subgléticas de pacientes intubados e mecanicamente
ventilados. De forma andloga, também nao se verificou uma relagcdo positiva entre 0s
parametros periodontais clinicos e a colonizacdo da area subglética por A.
actinomycetemcomitans, P. gingivalis e T. forsythia. Este resultado é consistente
com outros estudos que verificaram a auséncia de associacdo entre a doenca

periodontal e a PAVM (133, 134).

Nosso estudo ndo revela se os patdgenos periodontais encontrados nas
amostras subgloticas foram transpostos mecanicamente durante a introducdo da
canula orofaringea, translocaram se durante a manutencdo da ventilagdo mecanica,
ou até mesmo, se ja se encontravam na area subglotica antes da intubagcdo. Outra
limitacdo deste estudo foi o curto periodo de avaliagdo. O estudo foi desenvolvido
utilizando uma amostra de conveniéncia composta de pacientes submetidos a
cirurgias eletivas de curta duracdo, e desta forma, ndo avaliou prospectivamente
alteracdes microbioldgicas, a passagem de bactérias da regido subglotica para o
trato respiratério inferior e o risco de desenvolvimento de PAVM. Por fim, por se
tratar de um estudo pioneiro, cujos resultados apresentaram grande desvio padréo é
possivel que o poder da amostra nao tenha sido suficiente para detectar diferencas
entre 0s grupos. Neste sentido, a andlise de resultados deste estudo da regido
subgldtica, fara se importante para o delineamento de futuros estudos que venham
investigar alteracdes microbioldgicas em area subglética de pacientes intubados e

mecanicamente ventilados.
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7 CONCLUSOES

Este estudo demonstrou presenca de microrganismos periodontopatogénicos,
na regido subglotica de pacientes intubados e mecanicamente ventilados. A
descontaminacdo intraoral em dose Unica com CHX reduziu os niveis de A.
actinomycetemcomitans e P. gingivalis. Em contraste, o estado de saude periodontal
(PCS, NCI, ISS e numero de dentes ausentes) nao interferiu nos niveis de A.
actinomycetemcomitans, P. gingivalis e T. forsythia na regido subglética, apenas o

indice de placa diferiu entre A. actinomycetemcomitans.
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