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Navas EAFA. Prevaléncia de microrganismos potencialmente
superinfectantes na cavidade bucal de pacientes com Lupus Eritematoso
sistémico [tese]. Sdo José dos Campos: Faculdade de Odontologia de
S&o José dos Campos, Universidade Estadual Paulista; 2009.

RESUMO

Considerando-se que pacientes com LuUpus Eritematoso Sistémico sdo
submetidos a tratamento com corticosteréides e imunossupressores, podemos
concluir que esta condicdo pode interferir na presengca de microrganismos
potencialmente oportunistas na cavidade bucal. Deste modo, 0 objetivo deste
estudo foi avaliar a presenca de leveduras do género Candida, estafilococos,
enterobactérias e Pseudomonas spp. na cavidade bucal de pacientes com LES
comparando o0s resultados com individuos controle. Desta forma, foram
selecionados 40 pacientes com idades entre 19 e 53 anos com LES e que
estavam em tratamento por no minimo 60 dias. Para o grupo controle foram
selecionados 40 individuos sistemicamente saudaveis com perfil semelhante
(quanto a idade, género e condi¢des bucais) aos pacientes do grupo em estudo.
N&o foram incluidos pacientes diabéticos, portadores de préteses bucais totais e
outras doencas sistémicas e que estavam sob terapia com medicamentos que
pudessem interferir com as condi¢cdes bucais. Foram realizados anamnese,
exame clinico e coleta de enxagle bucal de cada paciente. A amostra de
enxaglie bucal foi semeada em meios de cultura especificos para cada
microrganismo e apods periodo de incubacdo foram realizadas contagens de
unidades formadoras de col6nia (UFC), obtendo-se o nimero de UFC/mL. A
partir dos isolados obtidos, foram realizadas provas de identificacdo a fim de
caracterizar as espécies dos ¢géneros em estudo. As contagens de
microrganismos foram comparadas entre os grupos LES e controle por ANOVA,
Mann Whitney (5%). Contagens de microrganismos em individuos sob
tratamento com farmacos imunossupressores ou nao e atividade positiva ou
negativa da doenca (SLEDAI) também foram comparadas. N&ao foram
observadas diferencas significativas nas contagens de microrganismos entre 0s
grupos em estudo (leveduras, p=0,55; estafilococos, p=0,24;
enterobactérias/Pseudomonas spp., p=0,26). Nao foram observadas diferencas
nas contagens de microrganismos relacionadas aos parametros clinicos
testados. Maior prevaléncia de Candida albicans e Staphylococcus epidermidis
foi observada nos grupos LES e controle. Klebsiella oxytoca foi a espécie mais
frequentemente observada no grupo LES e Enterobacter cloacae no grupo
controle

Palavras-chave: Ldapus Eritematoso Sistémico. Superinfectantes.
Imunossupressores. SLEDAI.



1 INTRODUCAO

De causa ainda desconhecida e natureza auto-imune,
LUpus Eritematoso Sistémico (LES) € doenca inflamatoria crénica, que
acomete varios 0Orgdos ou sistemas, caracterizada por uma grande
guantidade de auto-anticorpos, particularmente dirigidos contra
constituintes nucleares (Janeway et al., 2002; Sato, 2004). A incidéncia da
doenca em estudos internacionais realizados nas ultimas décadas tem
variado de 3,7 a 5,5 por 100 mil habitantes. Freqlientemente aparece na
segunda e terceira décadas de vida (Wunder, 2001, Janeway Junior et al.,
2002). Cerca de 90% dos casos de LES ocorrem em mulheres (Sato,
2004; Zandman- Goddard et al., 2009).

Fluxo salivar é importante na prevencdo da colonizagédo
bucal por Candida spp., lactobacilos, Streptococcus mutans e
Enterobactérias (Kindelan et al, 1998; Jensen et al, 1999; Almstahl;
Wikstrom, 1999). Pacientes com LES tem o fluxo salivar
significativamente menor em relacdo a individuos controle segundo Ben-
Aryeh et al. (1993). Enterobactérias, estafilococos e leveduras séo
considerados microrganismos potencialmente oportunistas e podem ser
encontrados na saliva e mucosas bucais (Slots et al., 1988; Rams et al.,
1990). Reservatérios bucais destes microrganismos podem causar
doencas e comprometer a vida de pacientes debilitados ou
imunocomprometidos, podendo causar infec¢des sistémicas, uma vez que
a cavidade bucal representa uma porta de entrada para estas infec¢des
(Jobbins et al., 1992; Dahlén, 1993; Senpuku et al., 2003; Parahitiyawa et
al., 2009).
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Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a presenca de leveduras
do género Candida, estafilococos, enterobactérias e Pseudomonas spp.
na cavidade bucal destes pacientes comparando os resultados com

individuos controle.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Lupus Eritematoso Sistémico

Hipocrates (460-375 DC) foi o primeiro a descrever as
lesBes cutaneas relacionadas ao lupus eritematoso sistémico. O termo foi
empregado inicialmente por Roger Frugardi no ano de 1230, mas
somente documentado no décimo século. A doenca foi considerada
exclusivamente de interesse dermatoldgico, os primeiros a descrever o
envolvimento sistémico e visceral foram Moriz Kohn Kaposi e William
Osler com a publicacdo de 29 casos diagnosticados como lapus (Smith;
Cyr, 1988; Rampudda et al., 2009).

Lupus Eritematoso Sistémico (LES) é doenca inflamatéria
cronica de origem auto-imune, multifatorial, que acomete varios 6rgaos ou
sistemas, caracterizada por uma grande quantidade de auto-anticorpos,
particularmente dirigidos contra constituintes nucleares. Estes anticorpos
participam da leséo tecidual imunologicamente mediada. A somatoria de
diversos fatores como hormonal, ambiental e infeccioso em individuos
com predisposi¢cdo genética, leva a perda de tolerancia imunoldgica e o
desencadeamento da doenga (Wardle, 2009). Com um variado espectro
de apresentacdo clinica, a evolucdo pode ser aguda ou de forma
insidiosa, crbnica e reincidente. Cursa com periodos em que a doenca
esta ativa e periodos em que a doenca esta inativa e o comprometimento
de diversos 6rgaos ou sistemas pode ocorrer de forma simultanea ou
sequencial (Fabbri et al, 2003; Mattew et al, 2004; Sato et al, 2004;
Pettigrew et al, 2009; Froy, Sthoeger, 2009; Quadrelli et al, 2009; Hak et
al. 2009; Vera-Recabarren et al, 2009; Zandman-Goddard et al, 2009;
Wardle, 2009).
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LES é de distribuig&o universal. A incidéncia da doenca em
estudos internacionais realizados nas Ultimas décadas tem variado de 3,7
a 5,5 por 100.000 habitantes. O Unico estudo epidemiolégico realizado no
Brasil revelou prevaléncia de 8,7 por 100.000 habitantes na cidade de
Natal (RN) no ano de 2000 (Vilar et al., 2002).

Freqlentemente o LES aparece na segunda e terceira
décadas, podendo se manifestar em qualquer idade, sendo menos
freqlente antes da puberdade e ap0s menopausa, refletindo a influéncia
dos estrogenos na sua fisiopatogenia (Wunder, 2001; Janeway Junior et
al., 2002). Cerca de 90% dos casos de LES ocorrem em mulheres (Sato
et al., 1991; Sato, 2004; Bezerra et al., 2005).

A etiologia do LES provavelmente € multifatorial,
envolvendo predisposicdo genética e fatores ambientais (Wunder, 2001,
Sato, 2004). O grande namero de auto-anticorpos nos pacientes com LES
demonstram uma deficiéncia dos mecanismos reguladores que suprimem
a auto-imunidade. E caracterizado pela presenca de anticorpos contra
antigenos que séo abundantes em todas as células do corpo, assim como
anticorpos anti-cromatina e anticorpos contra proteinas do complexo de
processamento do RNA mensageiro dentro da célula (Janeway Junior et
al., 2002). Os mecanismos de leséo tecidual no LES sdo na maior parte
devidos a reacdes de hipersensibilidade. As teorias atuais sugerem que
as anormalidades imunoldgicas no LES sédo primariamente geneticamente
determinadas e que as infeccbes virais poderiam levar ao surgimento de
auto-anticorpos. Fatores ambientais como drogas (procainamida,
hidralazina), radiacdo ultravioleta (luz solar), agentes microbianos (virus
Epstein Barr), assim como influéncias hormonais (aumento da relacao
estrogeno/androgeno) também podem atuar no desencadeamento ou
potencializacdo de auto-imunidade no LES (Sato et al, 1991; Sato et al,
2004; Zandman-Goddard et al, 2009; Wardle, 2009; Froy, 2009).

Assim, as evidéncias sugerem que o LES resulte de um

estado em que ha uma acentuada resposta imune contra antigenos
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proprios, determinada por defeitos em genes reguladores e potencializada
ou modulada por fatores virais, hormonais ou ambientais e estresse
emocional. Além disso, deficiéncia na depuracdo de material originario da
apoptose celular também parece ser um dos fatores que colaboram para
o desenvolvimento da auto-imunidade. A deficiente depuracdo de
imunocomplexos, por outro lado, favorece a resposta inflamatéria nos
orgaos afetados. Basicamente, ha perda da tolerancia imunolégica, com
ativacdo policlonal de linfocitos B, producdo de auto-anticorpos e falha
nos mecanismos supressores e de regulacdo imunologica (Sato, 2004,
Pettigrew et al., 2009).

As manifesta¢des clinicas mais comuns no LES em fase
ativa da doenca sdo mal-estar, fadiga, perda de peso e febre
acompanhados de dor articular, usualmente envolvendo méos e punhos,
mas também grandes articulacdes (92%); erupgbes de pele, incluindo o
eritema em asa de borboleta (72%); alteracbes renais, incluindo
hematuria, proteindria, hipertensdo e sindrome nefrética (60%); efusdes
pleurais (50%), anormalidades cardiopulmonares, incluindo sintomas e
sinais de pericardite e pleuris (50%), manifestacfes neurologicas (25%) e
alteracbes hematologicas com anemia hemolitica, leucopenia, linfopenia
(50%) incluindo plaguetopenia em menos de 10% dos casos (Sato et al.,
1991; Wunder, 2001; Bezerra et al., 2005).

O curso da doenca € varidvel e quase imprevisivel, a
atividade da doenca € caracterizada por oscilacbes, com periodos
assintomaticos e periodos com a doenca ativa. Casos fatais por LES se
tornaram menos freqientes por causa dos procedimentos de didlise,
melhor tratamento das infec¢cdes e do transplante renal (Sato, 1991;
Wunder, 2001). Apesar disso, ainda ha raros casos agudos que resultam
em morte dentro de semanas ou meses. Felizmente, com terapia
adequada, a doenca, caracteriza-se por fases de agudizacéo e remissao
por tempo prolongado. Os ataques agudos sdo usualmente tratados e

controlados com corticosterdides e drogas imunossupressoras. Mesmo
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sem tratamento, alguns pacientes podem ter uma evolugcéo benigna com
manifestagbes cutaneo-articulares. A insuficiéncia renal é a causa mais
comum de morte, podendo infec¢cdes intercorrentes, insuficiéncias
cardiacas, hemorragias e doencas do sistema nervoso central também
contribuir para o 6bito (Sato, 2004).

O diagnéstico é baseado principalmente pelas evidéncias
laboratoriais e um conjunto de sinais clinicos (achados isolados né&o
permitem determinar o diagnostico de LES). Teste de Imunofluorescéncia
Indireta positivo para anticorpos anti-nucleo (AAN) é encontrado em mais
de 95% dos casos, mas este resultado ndo é especifico para a doenca e
também pode ser encontrado em artrite reumatodide, esclerodermia,
Sindrome de Sjogren e até mesmo em individuos sadios (Vera-
Recabarren et al., 2009; Froy, Sthoeger, 2009; Pettigrew et al., 2009;
Alessandri et al., 2009). Em particular, os anticorpos anti-DNA,
antinucleossomo, anti-Sm e anti P-ribossomal s&o considerados
especificos do LES, mas sua sensibilidade é relativamente baixa, menos
de 60% dos casos. Portanto, sua auséncia ndo afasta o diagnéstico de
LES. Os anticorpos anti-DNA e antinucleossomo tem especial
importancia, pois, além de serem especificos, estdo associados a doenca
em atividade (Sato, 2004). Fazem parte da avaliacdo laboratorial do
paciente com LES o hemograma e exame de sedimento urinario a
creatinina, os niveis de complemento hemolitico total e das fragbes C3 e
C4 (Sato et al, 1991; Sato et al, 2004; Bezerra et al., 2005; Froy,
Sthoeger, 2009; Pettigrew et al, 2009; Alessandri et al., 2009).

Mundialmente, utilizam-se os critérios propostos pelo
American College of Rheumatology para a classificacdo do LES,
modificado em 1982 e 1997. A presenca de quatro ou mais desses
critérios tem sensibilidade e especificidade de 96%, a seguir (Tan et al.,
1982; Hochberg et al., 1997):

a) lesdo discoide;

b) eritema malar;
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c) artrite ndo erosiva;

d) fotossensibilidade;

e) Ulcera de mucosa oral ou nasal;

f) serosite (pericardite e/ou pleuris);

g) comprometimento neuroldgico: psicose ou convulsao;

h) comprometimento renal: proteindria maior que 0,5 g/24

horas ou cilindraria anormal,

i) comprometimento hematolégico: anemia hemolitica,
leucopenia inferior a 4.000, linfopenia inferior a 1.500
células/mm? e/ou plaquetopenia inferior a 100.000;

J) anticorpo antinuclear positivo;

[) critério imunoldgico: presenca de anticorpo fosfolipide,

anti-Sm e/ou anti-DNA nativo.

O tratamento de LES deve ser individualizado, tem como
objetivos prevenir as crises da atividade da doenca, tratar as crises
quando ocorrerem e diminuir ou evitar os danos a 0rgdos, assim como
evitar as complicacbes agudas e tardias da doenca e do proprio
tratamento, dependera dos Orgaos e sistemas acometidos e da gravidade
do quadro (Reiko et al., 2008). Quando houver manifestacdo que nao
responda a uma droga, pode ser necessario o uso simultaneo de outros
medicamentos. Os mais importantes para o controle da atividade da
doenca sdo os farmacos antiinflamatérias como o metotrexato, 0s
corticosterdides e imunossupressores azatioprina, micofenolato mofetil,
ciclosporina e ciclofosfamida (pulsoterapia) nos casos agudos (Sato et al.,
2002; Bezerra et al., 2005).

O tratamento de pacientes com LES deve abordar
orientacbes gerais como a protecao solar, dieta balanceada e rica em
calcio, atividade fisica regular, eliminacdo do tabagismo, tratamento da
hipertenséo arterial e das dislipidemias, orientagdes sobre a evolucdo da

doenca, sendo importante informar que o tratamento adequado, na
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grande maioria dos casos, permite uma vida longa, produtiva e de boa
gualidade (Sato, 2004; Bezerra et al, 2005).

No Brasil, devido a heterogeneidade do nivel de
assisténcia medica oferecida a populacédo, estima-se que a sobrevida
também seja muito varidvel. As causas de 0Obito nos primeiros cinco anos
da doenca continuam sendo a sua atividade, principalmente a renal,
neurologica e também as infec¢des intercorrentes. Souza (2007) em seu
estudo realizado no Estado de S&o Paulo, analisando atestados de obito
das udltimas duas décadas em que constava LES como causa basica de
morte observou que 83% dos Obitos ocorreram antes dos 50 anos de
idade, revelando que, infelizmente LES continua sendo uma das causas
de Obito principalmente em mulheres jovens.

Dentre a maioria dos pacientes a hipossalivacdo ou
diminuicdo do fluxo salivar pode ocorrer por inimeros fatores como o0 uso
de medicamentos, estresse cronico excessivo, radioterapia de cabeca e
pescoco, doencas sistémicas e alteracbes patologicas das glandulas
salivares (Conceicao et al., 2006). Relata-se que pacientes com LES tém
o fluxo salivar significativamente menor em relagdo a individuos controle
(Ben-Aryeh et al., 1993).

Meyer et al. (1997) estudando manifestacdes bucais em
pacientes com LES concluiu que imunodeficiéncia combinada a terapia de
imunossupressao sao responsaveis pelas altas taxas de lesdes bucais
nestes pacientes. Pascual-Ramos et al. (2006) observaram alta
prevaléncia de caries dentre pacientes portadores de LES hospitalizados
com pneumonia.

A xerostomia produz dificuldade na degluticdo de
alimentos sdlidos, uma diminuicdo na capacidade de degustacéao,
rupturas e fissuras na boca e ressecamento na mucosa oral (Robbins,
Cotran, 1983; Wunder, 2001; Janeway Junior et al., 2002).
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2.2 Microbiota bucal

O dUnico trabalho sobre a microbiota bucal em pacientes
com LES encontrado na literatura foi realizado por Jensen et al. (1999).
Os autores relataram que a ocorréncia de candidoses néo foi elevada
nestes pacientes. Foram usados os testes Oricult-N, Dentocult SM e
Dentocult LB (Orion Diagnostica, Finlandia) para determinar a presenca
de leveduras do género Candida, Streptococcus mutans e lactobacilos
encontrando significante aumento na presenca destes microrganismos em
pacientes com LES em relagédo aos controles.

Superinfec¢cbes sao infec¢cdes que dificultam o tratamento
de um processo ja existente, podendo representar complicacdo de uma
terapia, que alterou a microbiota benéfica, causando desenvolvimento de
patdgenos residentes prejudiciais ou oportunistas (Van Winkelhoff et al.,
1996). Enterobactérias, estafilococos e leveduras sao considerados
microrganismos potencialmente oportunistas e podem ser encontrados na
saliva e mucosas bucais (Slots et al.,, 1988; Rams et al., 1990). Sua
ocorréncia na cavidade bucal tem sido associada a antibioticoterapia
prolongada, resposta imune deficiente e higiene bucal inadequada (Slots
et al., 1990).

Infec¢des fungicas na cavidade bucal sdo frequentemente
causadas por Candida albicans, mas outras espécies de Candida podem
frequentemente ser identificadas. Sua prevaléncia esta aumentada
principalmente em usuarios de préteses odontologicas e idosos, podendo
levar a infecgbes invasivas com altas taxa de mortalidade (Ten Cate et
al., 2009). A utilizacado de aparelho ortoddntico pode facilitar a adeséo e
colonizagdo por Candida albicans alterando o equilibrio ecolégico da
cavidade bucal e favorecendo a candidose (Hibino et al., 2009). Delgado
et al. (2009) detectaram 161 isolados de Candida spp. entre 147 de 331
pacientes HIV positivos (44%). A mortalidade causada por Candida spp.

atingiu o indice de 35 a 60% em infeccbes nosocomiais, sendo C.
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albicans responsavel por mais de 50% dos casos seguidas por C.
tropicalis, C. glabrata e C. parapsilosis (Sheng-Yuan e Po-Ren, 2009)

Thein et al. (2009) afirmaram que a interacdo entre
espécies de Candida ou a interagdo Candida e bactérias parece ser mais
complexa do que tem sido reconhecido até agora, causando grandes
danos para o hospedeiro. Segundo Bamford et al. (2009), C. albicans
coloniza a cavidade bucal associada a uma complexa microbiota
bacteriana que desempenha importante papel nos processos infecciosos
na cavidade bucal. C. albicans foi encontrada em 54% de individuos
submetidos a radioterapia, explicando porque estes pacientes tém um
aumento de patologias da cavidade bucal e que a analise microbioldgica é
necessaria no planejamento de cuidados preventivos no tratamento
destes pacientes (Almstahl et al., 2008).

A ocorréncia de patologias sistémicas também esta
relacionada com microrganismos como coliformes e estafilococos
coagulase-positivos (Samaranayake et al., 1986; Jobbins et al., 1992).
Bacilos entéricos, Pseudomonas spp., Staphylococcus spp. e leveduras
foram descritos como oportunistas em infec¢des na cavidade bucal (Flynn
; Slots, 1993). Dahlén (1993) sugeriu que a presenca de patdégenos
potenciais, como enterobactérias, S. aureus e Candida spp. deve ser
avaliada, especialmente em pacientes com desordens sistémicas como
diabetes mellitus, neutropenia, agranulocitose ou AIDS. Reservatorios
bucais destes microrganismos podem causar doengcas e comprometer a
vida de pacientes debilitados ou imunocomprometidos, podendo causar
infecgbes sistémicas, uma vez que a cavidade bucal representa uma
porta de entrada para estas infec¢gdes (Jobbins et al., 1992; Dahlén, 1993;
Senpuku et al., 2003; Parahitiyawa et al., 2009). Segundo Jones e Munro
(2008), bacteremia pode ocorrer até mesmo em populacdo saudavel
tendo como via de entrada a mucosa bucal.

Algumas espécies do género Staphylococcus sé&o

freqientemente encontradas como agente etiolégico de uma variedade de
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infeccbes humanas e de animais principalmente domésticos (Martins,
2001). Staphylococcus aureus é o mais importante patégeno do género,
relacionado com as infeccdes humanas, como pneumonia, sepsis,
infeccbes nosocomiais e oportunistas. Jones e Munro (2008) afirmaram
que os trés microrganismos mais frequentemente associados a infec¢des
nosocomiais sao S. aureus, estafilococos coagulase-negativos e
Enterococcus spp.

Apesar de poucos relatos na literatura, estafilococos tém
sido frequentemente isolados da cavidade bucal de criancas, idosos,
alguns pacientes terminais, pacientes com doencas reumaticas e
hematolégicas. Queilite angular, infeccbes endodonticas, osteomielites
na mandibula, parotidites e mucosites sdo algumas das infeccbes que
podem ser causadas por S. aureus (Jackson et al., 2000; Smith et al.,
2001).

Smith et al., (2003) afirmaram que a cavidade bucal € um
reservatorio de estafilococos potencial para a infeccdo sistémica. Foi
constatada a presenca 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 de pacientes. Lee
et al. (2009) afirmaram que MRSA é um importante patdégeno causador de
infeccbes nosocomiais e responsavel por consideraveis indices de
morbidade e mortalidade no Reino Unido.

Jackson et al. (2000) isolaram Staphylococcus spp. da
cavidade bucal de 92% de 23 criancas saudaveis. S. aureus foram 64%
das amostras, sendo que em 69% das criangas também na cavidade
nasal. Staphylococcus spp. coagulase-negativos foram isolados de 64%
dos pacientes, dentre as quais 16 amostras de S. epidermidis e 4
amostras de S. warneri. A presenca de microrganismos do género
Staphylococcus na cavidade bucal humana foi estudada por Martins

(2001) que encontrou 92,85% de individuos saudaveis positivos para este
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microrganismo. Destes, 63% dos isolados foram coagulase-negativos.
Das 24 amostras coagulase-positivas, 11 S. hyicus, 9 S. aureus e 4 S.
schleiferi subespécie coagulans.

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.
gallinarum. Os autores sugeriram que infec¢des na cavidade bucal podem
ser uma possivel porta de entrada para endocardite infecciosa. Rams et
al. (1990) isolaram estafilococos da microbiota subgengival de 50,4% dos
pacientes com periodontite cronica.

As bactérias da familia Enterobacteriaceae e do género
Pseudomonas pertencem a microbiota intestinal humana normal, porém
podem atuar como patdgenos oportunistas em larga faixa de infec¢des
humanas (Santos, 2001). Estas bactérias nédo sao consideradas
residentes da microbiota bucal humana, entretanto podem coloniza-la em
alguns casos, como em individuos com doengas debilitantes (Schmidt-
Westhausen et al., 1990). Santos e Jorge (1998) encontraram elevada
prevaléncia (51%) de Enterobactérias/Pseudomonas spp., na cavidade
bucal de pacientes da Regido do Vale do Paraiba e que demonstraram
resisténcia a varios agentes antimicrobianos (Santos e Jorge, 1999 e
2000). Pseudomonas spp. sdo também frequentemente relacionadas a
patologias bucais (Ledder et al., 2007).

O numero de coliformes na cavidade bucal de individuos
com doencas sistémicas é significantemente maior do que em individuos
saudaveis (Samaranayake et al., 1986; Jobbins et al., 1992). Bacilos
entéricos e Pseudomonas spp. tém sido recuperados da microbiota
subgengival 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
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como co-fator na periodontite destrutiva, pois eles produzem enzimas e
toxinas que podem ser de importancia para a destruicdo dos tecidos da
cavidade bucal (Slots et al., 1988). A partir de sitios bucais infectados,
estes microrganismos podem atingir a corrente sanguinea e induzir
septicemia em pacientes debilitados (Santos, 2001).

A presenca de Candida spp. e coliformes na cavidade
bucal de HIV positivos foi pesquisada por Tsang e Samaranayake (2000),
sendo que C. albicans foi isolada de 52,1% dos pacientes , P. aeruginosa
de 15,1% e E. cloacae de 9,6% dos individuos. Figueiredo et al. (2001)
obtiveram 37,8% dos individuos HIV-positivos e 34,4% no grupo controle,
com amostras positivas para enterobactérias predominando E. coli e K.
pneumoniae.

Considerando-se que pacientes com LES podem
apresentar diminuicao de fluxo salivar, sdo submetidos a tratamento com
corticosterdides e imunossupressores, podemos inferir que estas
condicbes podem interferir sobremaneira na presenca de microrganismos
potencialmente superinfectantes na cavidade bucal. Segundo salientado
por estudos anteriores, reservatorios bucais de microrganismos podem
causar doencas e comprometer a vida de pacientes debilitados ou
imunocomprometidos, podendo causar infec¢des sistémicas, uma vez que
a cavidade oral representa uma porta de entrada para estas doengas. O
unico estudo encontrado na literatura sobre a microbiota bucal em
pacientes com LES relatou resultados sobre a microbiota cariogénica
destes pacientes, utilizando kits comerciais de screening microbiolégico.
Desta forma, acreditamos que os dados gerados por este estudo podem
trazer subsidios importantes para a terapia antibidtica profilatica e de

tratamento de doencas infecciosas bucais em pacientes com LES.



3 PROPOSICAO

O objetivo deste estudo foi avaliar a presenca de leveduras do
género Candida, estafilococos, enterobactérias e Pseudomonas spp. na
cavidade bucal dos pacientes portadores de Lupus Eritematoso Sistémico

comparando os resultados com individuos sem esta doenca.



4 MATERIAL E METODOS

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 resolugdes 196/96 do Conselho
Nacional de Saude. Os procedimentos descritos nao 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 formuléario préprio. O projeto de pesquisa foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa Local da Faculdade de Odontologia de S&o
José dos Campos/UNESP (protocolo numero 084/2007-PH/CEP) (Anexo
E) e do Comité de Etica Institucional da Universidade Federal de S&o
Paulo (Protocolo CEP 2001/07) (Anexo F).

4.1.2. Critérios de inclusao

Foram incluidos no presente estudo 40 individuos, com
idade entre 19 e 53 anos, diagnosticados clinicamente como portadores
de LES e em tratamento com antiinflamatorios, corticosterdides e/ou

imunossupressores por pelo menos 60 dias. Estes pacientes foram
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selecionados dentre aqueles diagnosticados de acordo com 0s critérios
estabelecidos pelo American College of Rheumatology em tratamento no
Setor de Doencas Reumaticas Auto-imunes da Disciplina de
Reumatologia, Departamento de Medicina da Universidade Federal de
Séo Paulo.

Para o grupo controle, foram selecionados 40 individuos
pareados aos pacientes LES quanto a idade, sexo e condi¢Ges bucais,
dentre os pacientes das clinicas da Faculdade de Odontologia de Séo

José dos Campos — UNESP, obedecendo os critérios de néo inclusao.

4.1.3 Critérios de nao inclusdo

Nado foram incluidos individuos diabéticos, gestantes,
portadores de préteses totais bucais ou outras doencas sistémicas,
fumantes, e que estivessem sob terapia com antidepressivos. Também

ndo foram incluidos individuos submetidos a antibioticoterapia ou

antifungicoterapia nos ultimos 60 dias antecedentes a coleta.

4.2 Anamnese e exame clinico

Foram avaliados durante a realizacdo da anamnese 0s
dados pessoais, as condicdes de saude geral e bucal de todos os
individuos, a dosagem e tempo de tratamento. Foi também realizado
exame intra-bucal, pelo mesmo examinador cirurgido-dentista, para
avaliacdo da presenca de lesdes bucais e determinacdo do indice CPO-D.
Os dados foram anotados em ficha prépria. A partir da ficha clinica do
paciente, foi levantado também o indice SLEDAI — Systemic Lupus
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Erythematosus Disease Activity Index, indice este que mede a atividade
da doenca (Mattew et al., 2004) de acordo com a avaliacdo clinica. Foram
também anotadas informacfes relativas ao protocolo de medicacdo e
dosagem utilizada, contagem de leucdcitos, linfécitos e dosagem de

creatinina (Apéndice B).

4.3 Avaliacéo do fluxo salivar

A determinacao do fluxo salivar foi realizada de acordo com
Krasse (1986), apos a coleta do enxagie bucal. Foi fornecido ao paciente
um recipiente esterilizado com graduagao de volume e realizada a coleta
de saliva estimulada pelo periodo de 5 minutos. Apés este periodo, foi

obtido o valor da producao 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 solucdo fisiologica esterilizada (NaCl a 0,9%)
tamponada com fosfato (PBS 0,1 M e pH 7,2) contida em um recipiente
universal estéril descartavel. Os individuos realizaram bochecho com a
solugdo durante um minuto, devolvendo em seguida a solucdo para o
mesmo recipiente. Os recipientes foram mantidos em uma bolsa térmica
com gelo até serem transportados para o laboratorio de Microbiologia da
Faculdade de Odontologia de S&o José dos Campos/UNESP, onde foi
realizada a pesquisa, respeitando-se o periodo maximo de 3 horas entre a

coleta e 0 processamento das amostras.
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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 depésito foi
ressuspendido em 2,5 ml de PBS e misturado em agitador de tubos
(vortex) por 30 segundos, produzindo assim a suspensao de
concentracdo final. De cada amostra de concentracéo final foi semeado
0,1 ml em duplicata em placas de Petri contendo agar Sabouraud
dextrose (Difco) acrescido de 0,1mg/ml de meio de cloranfenicol (Unido
Quimica Farmacéutica Nacional SA), agar Manitol (Difco) e agar
MacConkey (Difco). As placas foram incubadas a 37°C por um periodo de
48 horas e mais 5 dias para Sabouraud dextrose cloranfenicol a
temperatura ambiente nas placas que nao apresentaram crescimento. A
aliquota excedente de enxagtie bucal foi esterilizada e descartada.

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

Para obtencéo de culturas puras as colbnias sugestivas de
leveduras foram semeadas em agar Sabouraud dextrose inclinado e
incubadas por 24 horas a 37°C; as colonias de cocos Gram-positivos e
bacilos negativos foram semeadas em gelose e incubadas por 24 horas a
37°C. ApOs o crescimento, os tubos foram armazenados para posterior

identificacao.
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4.6 ldentificacéo dos isolados de  Candida spp.

As culturas obtidas foram novamente semeadas em agar
Sabouraud dextrose e incubadas por 24 horas a 37°C. Para a
identificacéo foi utilizado o sistema APl 20 C AUX (Bio-Merieux, Franca).
Para a identificacédo definitiva de C. dubliniensis, as amostras previamente
identificadas como C. albicans ou C. dubliniensis foram submetidas a
reacdo em cadeia da polimerase (PCR), de acordo com a metodologia
proposta por Donnelly et al. (1999) e Mahnp et al. (2005).

4.7 ldentificacdo 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 API 20 E - Bio-Merieux, Franca.

4.8 ldentificacdo dos isolados de  Staphylococcus spp.

Os isolados de estafilococos foram semeados em agar
manitol e incubados a 37<C por 24 horas. A identifi cacao foi realizada pelo
Sistema API Staph (Bio-Merieux, Franca).
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4.9 Analise dos resultados

As contagens de microrganismos nos grupos LES e controle foram
comparadas estatisticamente por ANOVA, teste de Mann-Whitney, com
nivel de significancia 5%.

Os pacientes foram divididos em: SLEDAI igual a zero (nenhuma
atividade da doenca) e SLEDAI maior ou igual a 4 (doenca em atividade).
Foram formados grupos equilibrados quantitativamente descartando os
valores intermediarios de SLEDAI (1 a 3) por expressarem pouca
atividade da doenca e que poderiam confundir a interpretacdo dos
resultados. Os resultados de contagem de microrganismos foram
comparados entre os grupos por ANOVA, teste de Mann-Whitney, com
nivel de significancia 5%.

Com o objetivo de comparar os resultados, os pacientes foram
divididos em dois grupos: sob tratamento com medicacao
iImunossupressora e tratamento sem medicagcdo imunossupressora. Os
resultados de contagem de microrganismos destes grupos foram
comparados por ANOVA, teste de Mann-Whitney, com nivel de

significancia 5%.



5 RESULTADOS

A partir da avaliacdo e triagem de 300 individuos segundo
os critérios de inclusdo e nao-incluséo, foram coletadas amostras de 40
individuos do género feminino portadores de lapus eritematoso sistémico
(LES), com idade variando entre 19 e 53 anos, média de 36 anos + 2, em
tratamento de acordo com a avaliagdo clinica. O exame intra-bucal foi
realizado, pelo mesmo examinador, para avaliacdo de CPOD e presenca
de lesdes. Foi observada a presenca de uma lesdo bucal sugestiva de
leucoplasia. O CPOD variou de 3 a 18 com média 10 e o fluxo salivar
variou de 0,4 a 4,6 ml/min com média de 1,9 ml/min. Em nosso estudo 27
pacientes (67,5%) apresentaram fluxo salivar normal (entre 1,5 e 3,0
ml/min), 3 (7,5%) sialorréia (acima de 3,0 ml/min), 3 (7,5%) hipossalivacéo
leve (entre 1,05 e 1,45 ml/min), 4 (10%) hipossalivagdo moderada (entre
0,55 e 1,0 ml/min), 3 (7,5%) hipossalivacdo severa (entre 0,05 e 0,5
ml/min). Os dados Individuais referentes aos pacientes do grupo LES
estdo representados no Anexo A.

Simultaneamente foram coletadas amostras de 40
individuos do grupo controle com idade variando entre 19 e 55 anos, com
meédia de 33 anos * 2. Os dados individuais referentes aos pacientes do
grupo controle estao representados no Anexo B.

Ndo foram observadas diferencas estatisticamente
significativas entre os valores de UFC/ml obtidos no grupo LES e Controle
para Candida spp. (p=0,5496 > 0,05), Staphylococcus spp. (p=0,2391 >
0,05) e Enterobactérias/Pseudomonas spp. (p=0,2589 > 0,05).

Os dados obtidos para as contagens de Candida spp.,
Staphylococcus spp. e Enterobactérias/Pseudomonas spp. nos grupos

estudados estdo apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1 — Estatistica descritiva dos dados obtidos para contagens de
Candida spp., Staphylococcus spp. e
Enterobactérias/Pseudomonas spp. nos grupos lUpus
eritematoso sistémico (LES) e Controle (valores em UFC/ml)

Enterobactérias/
Candida spp.  Staphylococcus spp. Pseudomonas spp.

LES Controle LES Controle LES Controle

Minimo 0 0 0 0 0,0 0
Percentual 25% 0 0 63 50 0,0 0
Mediana 10 0 563 350 0,0 19
Percentual 75% 463 185 3944 1022 175,0 488
Maximo 42950 4400 49275 21250 2425,0 50000
Média 1964 414 3312 1294 316,7 3144
Desvio padrao 7088 900 8189 3476 631,7 10478

Na figura 1 estdo representados os valores de medianas e desvios-
padrdo de UFC/mI obtidos nos grupos LES e controles para leveduras do

género Candida, estafilococos e Enterobactérias/Pseudomonas spp.

Os dados individuais de contagens de microrganismos e espécies

identificadas estao apresentados nos anexos C e D.
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Cada simbolo representa até 5 observagoes.

FIGURA 1 - Gréafico de pontos (dot-plot) representando a distribuicdo dos valores
de unidades formadoras de colbnia por mililitro (CFU/mI) dos
microrganismos: leveduras do género Candida, estafilococos e
Enterobactérias/Pseudomonas spp. obtidos a partir de amostras de
quarenta pacientes com ldpus eritematosos sistémico (L) e
individuos controle (C).

5.1 Género Candida

Vinte dos 40 pacientes portadores de LES (50%)
estudados foram positivos para leveduras na cavidade bucal. No grupo
controle, observou-se que dos individuos coletados, 18 (45%) foram
positivos para este microrganismo (Tabela 2).
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Tabela 2 - Distribuicdo porcentual de individuos positivos e negativos para
levedura do género Candida nos grupos LES e controle

LES Controle
n % n %
Positivos 20 50 18 45
Negativos 20 50 22 55
Total 40 100 40 100

Foi obtido, um total de 66 isolados de leveduras, das
quais 30 das amostras foram coletadas do grupo LES e 36 do grupo
controle. A Tabela 3 demonstra as espécies isoladas e identificadas em
cada grupo. Observa-se que em ambos os grupos C. albicans foi a

espécie mais frequentemente identificada.

Tabela 3 — Espécies de Candida isoladas e identificadas no grupo LES e

controle
LES Controle
Espécie n % n %
C. albicans 22 74 28 78
C. tropicalis 4 13 1 3
C. glabrata 1 3 2 5
C. parapsilosis 0 0 2 5
C.dubliniensis 1 3 1 3
C. famata 2 7 2 6

Total 30 100 36 100
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Em ambos os grupos, foi detectada uma amostra identificada
fenotipicamente como C. dubliniensis. Apdés submetidas a analise

molecular esta identificacdo foi confirmada.

5.2 Género Staphylococcus

Trinta e dois (80%) dos pacientes portadores de LES
estudados foram positivos para estafilococos na cavidade bucal. No grupo
controle, observou-se que 34 (85%) dos individuos coletados, foram

positivos para este género (Tabela 4).

Tabela 4 - Distribui¢cdo porcentual de individuos positivos e negativos para
isolados de estafilococos identificados nos grupos LES e

controle
LES Controle
n % n %
Positivos 32 80 34 85
Negativos 08 20 6 15
Total 40 100 40 100

Foram obtidos 156 isolados de estafilococos, 83 amostras
no grupo LES e 73 no grupo controle. No grupo LES, S. epidermidis foi a
espécie prevalente seguida por S. aureus, assim como no grupo controle.
As amostras isoladas de Staphylococcus spp. estdo representadas na
Tabela 5.
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Tabela 5 — Isolados de estafilococos identificados nos grupos LES e

controle

LES Controle

Espécies n % n %

S. epidermidis 34 41 36 49

S. aureus 29 35 20 27
S. haemolyticus 0 0
S. capitis 0 0 3 4
S. warneri 10 12 3 4
S. saprophyticus 1 1 2 3
S. xylosus 3 4 2 3
S. chromogenes 2 2 0 0
S sciuri 0 0 1 1
S. cohnii 1 1 1 1
S. lugdunensis 1 1 1 1
S. hominis 0 0 3 4
S simulans 0 0 1 1

Total 83 100 73 100

5.3 Enterobactérias e Pseudomonas spp.

Dezesseis (40%) dos pacientes portadores de LES

estudados foram positivos para Enterobactérias/Pseudomonas spp. ha

cavidade bucal. No grupo controle observou-se que 22 (55%) foram

positivos para este microrganismo (Tabela 6).
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Tabela 6 - Distribuicéo porcentual de individuos positivos e negativos para
isolados de Enterobacterias e Pseudomonas spp. nos grupos
LES e controle

LES Controle
n % n %
Positivos 16 40 22 55
Negativos 24 60 18 45
Total 40 100 40 100

Foi obtido um total de 84 solados de
Enterobactérias/Pseudomonas spp., sendo que 37 amostras foram
coletadas do grupo LES e 47 no grupo controle. Observa-se as espécies
mais frequentemente identificadas foram K. oxytoca no grupo LES e
Enterobacter cloacae no grupo controle. A Tabela 7 demonstra as

espécies isoladas e identificadas em cada grupo.
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Tabela 7 — Isolados de Enterobactérias/Pseudomonas spp. identificados
nos grupos LES e controle

LES Controle

Espécies n % n %
Acinetobacter baumanii
calcoaceticus 0 0% 1 2%
Citrobacter freundii 0 0% 1 2%
Citrobacter koseri 1 3% 0%
Enterobacter aerogenes 2 5% 1 2%
Enterobacter amnigenus 1 3% 0 0%
Enterobacter cloacae 4 11% 11 23%
Enterobacter sakazakii 3 8% 2 4%
Escherichia coli 2 5% 0 0%
Hafnia alvei 0 0% 1 2%
Klebsiella oxytoca 5 14% 5 11%
Klebsiella pneumoniae spp.
pneumoniae 2 5% 6 13%
Kluyera spp. 1 3% 0 0%
Pantoea spp. 2 5% 0 0%
Pseudomonas aeruginosa 1 3% 1 2%
Pseudomonas luteola 2 5% 9 19%
Raoultella ornithinolytica 3 8% 0%
Raoultella terrigena 5% 0%
Serratia ficaria 0 0% 2 4%
Serratia liqguefaciens 2 5% 6 13%
Serratia marcescens 4 11% 1 2%
Total 37 100% 47 100%
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5.4 Andlise dos resultados frente aos parametros cl  inicos

5.4.1 Utilizacdo de farmacos imunossupressores

Foram observados 23 pacientes em uso de
imunossupressores micofenolato mofetil (dose média 2000 mg/dia),
Azatioprina (dose média 148 mg/dia), ciclosporina (dose média 200
mg/dia), Prednisona (60 mg/dia) e pulsoterapia com ciclofosfamida (dose
meédia 1,4 gr/pulso) e metilprednisona (dose média  1gr/pulso) (5
pacientes com pulso ha mais de 1 més) e 17 pacientes sem 0 uso de
imunossupressores. Os resultados estdo apresentados na Tabela 8.
Ambos os grupos foram comparados as contagens de microrganismos. O
teste indicou que as contagens de microrganismos nao diferiram
estatisticamente para as contagens de leveduras (p=0,5937>0,05),
Staphylococcus spp. (p=0,6602>0,05) e Enterobactérias/Pseudomonas
spp. (p=0,7611>0,05).

Tabela 8 — Estatistica descritiva dos dados obtidos para Individuos do
grupo LES com uso de Imunossupressor e sem uso de
Imunossupressor (valores em UFC/ml)

Enterobactérias/

Candida spp. Staphylococcus spp. Pseudomonas spp.

Com Sem Com Sem Com Sem
Ndamero 23 17 23 17 23 17
Minimo 0 0 0 0 0,0 0
Percentual
25% 50 0 100 650 0 0
Mediana 500 538 475 3513 600 113
Percentual
75% 10550 42950 4275 49275 2425 1650
Maximo 500 538 15500 3513 600 113
Média 500 538 475 3513 2425 1650

Desvio padrao 2355 10554 4039 11785 706 527
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5.4.2 indice de atividade da doenca (SLEDAI)

Foram observados 14 pacientes com SLEDAI igual a O e
17 pacientes com SLEDAI maior ou igual a 4. Estes pacientes foram
comparados as contagens de microrganismos. Os resultados obtidos
estdo apresentados na Tabela 9. Nao foram encontradas diferencas
estatisticamente significativas para as contagens de leveduras
(p=0,9471>0,05), Staphylococcus spp. (p=0,6596>0,05) e
Enterobactérias/Pseudomonas spp. (p= 0,7515>0,05).

Tabela 9 — Estatistica descritiva dos dados obtidos para Individuos do
grupo LES com indice Systemic Lupus Erythematosus
Disease Activity Index (SLEDAI) igual a 0 e SLEDAI maior
ou igual a 4 (valores em UFC/ml)

Enterobactérias/
Staphylococcus Pseudomonas
Candida spp. spp. spp.
ID=0 ID=4 ID=0 ID=4 ID=0 ID=4
Ndamero 14 17 14 17 14 17
Minimo 0,0 0,0 0,0 0,0 0,00 0,00
Percentual
25% 0,0 0,0 6,8 0,0 0,00 0,00
Mediana 0,0 0,0 22,5 9,0 0,00 0,00
Percentual
75% 8,5 11,5 107,3 96,0 5,00 13,00
Maximo 444.0 422.,0 212,0 620,0 63,0 97,0
Média 0,0 0,0 58,6 96,6 9,57 11,29
Desvio padrdao  117,8 102,2 77,8 182,5 20,94 25,18

ID = indice SLEDAI
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5.4.3 Demais variaveis clinicas

Foram também analisadas as variaveis: atividade
hematolégica - leucopenia (< 4.000/mm® e >4.000/mm?), linfocitopenia
(<1.000/mm? e > 1.000/mm?) e atividade renal (creatinina = 1,3 mg/dl e <
1,3 mg/dl).

Nado foram observadas diferencas significativas das
contagens de microrganismos dentro das variaveis analisadas. Para
leveduras do género Candida os valores de p observados foram:
leucopenia (p = 0,6645>0,05), linfocitopenia ( p= 0,2441>0,05) e atividade
renal (p= 0,6645>0,05). Para estafilococos os valores de p foram:
leucopenia (p= 0,9459>0,05), linfocitopenia ( p= 0,4919>0,05) e atividade
renal (p= 0,9459>0,05). Para Enterobactérias/Pseudomonas os valores de
p foram: leucopenia (p= 0,3044>0,05), linfocitopenia ( p= 0,1064>0,05) e
atividade renal (p= 0,3044>0,05).



6 DISCUSSAO

A microbiota bucal tem sido considerada relativamente equilibrada
em individuos saudaveis, porém alteracdes sistémicas e/ou locais podem
levar ao desequilibrio entre microbiota e hospedeiro causando doenca
(Dahlen, 2006). Dentre os fatores que podem alterar a microbiota bucal
residente, a imunossupressdo e a antibioticoterapia prolongada sao
relatadas na literatura (Jobbins et al., 1992; Dahlén, 2006). Alteracdes da
microbiota associadas a doencas sistémicas como o diabetes mellitus, o
uso de medicamentos como corticosteroides e antibidticos, assim como o
uso de préteses totais podem significar uma predisposicdo a candidose
(Samaranayake et al, 1994). A associacdo entre o tabagismo e as
alteracdes da microbiota bucal foi relatada por Soysa et al. (2005), em
particular o aumento de colonizacdo por leveduras do género Candida
(Jenhsen et al., 1999). Os critérios de exclusdo adotados neste estudo
foram baseados nestes relatos da literatura na tentativa de minimizar a
influéncia de variaveis nao relacionadas ao lupus eritematoso sistémico

(LES) e sua terapia.

LES é considerada doenca de causa ainda desconhecida, pouco
freqlente, sendo a mais comum doenca auto-imune sistémica do tecido
conjuntivo (Bezerra et al., 2005). Os farmacos mais freqlientemente
utiizados para o controle da atividade da doenca sado as drogas
antiinflamatérias como o0 metotrexato, 0s corticosterdides e
imunossupressores azatioprina, micofenolato mofetil, ciclosporina e
ciclofosfamida (pulsoterapia) nos casos agudos (Sato et al., 2002). Assim,

pode-se inferir que tanto o curso da doenca quanto o seu tratamento



poderiam interferir na microbiota bucal, podendo predispor os pacientes a
quadros infecciosos oportunistas.

Um dnico trabalho que analisou a microbiota bucal de pacientes
com LES foi desenvolvido por Jensen et al. (1999) onde foi estudada a
presenca de Candida spp., Streptococcus mutans e lactobacilos. Este
estudo incluiu 20 pacientes e utilizou kits comerciais para screening
microbiolégico. Assim, o presente estudo foi delineado objetivando trazer

novas informacgdes a respeito da microbiota bucal destes pacientes.

Por outro lado, leveduras do género Candida, estafilococos e
enterobactérias sdo considerados microrganismos oportunistas e
apresentam fatores de viruléncia importantes, portanto, reservatorios
bucais destes microrganismos podem causar patologias e infeccdes
sistémicas, especialmente em pacientes debilitados ou imunossuprimidos
(Slots et al., 1990; Rams et al., 1990). Diante deste pressuposto julgou-se
de valia a investigacdo da presenca e 0 comportamento destes

microrganismos na cavidade bucal do paciente com LES.

Para a obtencdo da amostra, foram avaliados 300 pacientes do
Setor de Doencas Auto-Imunes da Disciplina de Reumatologia,
Departamento de Medicina da UNIFESP, porém devido aos critérios de
incluséo e nao-inclusédo foram selecionados 40 pacientes. Na ficha clinica
procuramos contemplar o maximo de informagBes que permitissem a
melhor avaliagdo possivel de cada individuo, visto que o tratamento do

paciente com LES é bastante individualizado.

No processo de amostragem, confirmou-se o predominio de
pacientes LES do género feminino como descrito por Sato et al. (2004)
gue relatou que cerca de 90% dos casos de LES ocorrem em mulheres.
Embora verificada a presenca de homens com diagnostico de LES em
atendimento, estes nao foram incluidos na amostra para evitar

interferéncias relacionadas ao género.
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Quanto as caracteristicas étnicas e etarias, verificou-se que 17
mulheres foram classificadas como néo-brancas, dado dificil de ser
avaliado, visto que no Brasil a miscigenacdo € muito grande, ficando
portanto impraticavel avaliar este critério. Observou-se que 31 das
pacientes foram diagnosticadas entre a segunda e terceira décadas de
vida, o que esta de acordo com a literatura (Sato et al., 2002; Sato et al,
2004), 2 casos antes da segunda década e 5 depois da terceira década
de vida. Esta observacdo pode ser explicada pelo fato de muitas
pacientes ter seu diagndéstico tardio devido as dificuldades nos centros de

triagem.

Com relacdo a presenca de lesdes bucais, foi encontrado apenas
um caso de lesdo branca na lingua e uma paciente referiu manchas no
palato no passado. Este dado difere de relato anterior que afirmam que
lesdes bucais, como gengivite ou lesGes erosivas da mucosa, foram
observadas em mais de 40% dos pacientes LES (Albilia et al., 2007). Esta
diferenca pode ser relacionada ao fato de que tais autores relataram a
presenca de gengivite como sendo uma leséo bucal. No delineamento do
presente estudo, ndo foram incluidas as doencas periodontais, ja& que néo
seria possivel a execucdo de um exame periodontal completo para
diagnéstico em ambiente ambulatorial sem a disponibilidade de equipo
odontoldgico. Por outro lado, auséncia de lesbes bucais por Candida nao
foram observadas por Jensen et al. (1999), analisando 20 pacientes com
LES.

Albilia et al. (2007) relatou que pacientes LES frequentemente
apresentam sintomas de secura em olhos, boca e pele. No presente
estudo, este parametro foi varidvel entre os pacientes estudados: 27
pacientes (67,5%) apresentaram fluxo salivar normal, 3 (7,5%) sialorréia,
3 (7,5%) hipossalivacéo leve, 4 (10%) hipossalivacdo moderada, 3 (7,5%)
hipossalivacdo severa. Foram comparados os valores obtidos para os
pacientes com os parametros estabelecidos por Conceicao et al. (2006).
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O CPO-D médio observado foi 10 (valor minimo 3; valor maximo
18) valor considerado como experiéncia de carie muito alta (CPOD>7,0,
segundo Garcia-Cortes et al., 2009). Este dado chama atencao para a
necessidade de medidas odontologicas preventivas intensivas nesta
populacdo e estratégias de tratamento multidisciplinares. De fato, Albilia
et al. (2007) relataram a necessidade de medidas especificas no
tratamento odontolégico de pacientes com LES, como por exemplo,
alteracbes de dosagens de medicamentos para pacientes com grave
comprometimento renal, cuidado com interagbes medicamentosas e
profilaxia antibacteriana para pacientes com risco de endocardite

bacteriana.

No que se refere aos métodos aplicados, a coleta de amostras por
enxague bucal foi adotada por ser rapida, ndo invasiva, indolor e sem
transtornos ao paciente. Esta metodologia foi preconizada por
Samaranayake et al. (1986), que consideram que este método € o mais

sensivel e ideal para uma anélise da cavidade bucal como um todo.

Vinte (50%) das pacientes LES foram positivas em relagdo a
presenca de leveduras, enquanto 18 (45%) dos individuos controles foram
positivos para este microrganismo. Os valores encontrados tanto para o
grupo LES como para o grupo controle estdo dentro dos intervalos
reportados previamente para individuos controle (25 a 75%)
(Samaranayake e Mac Farlane, 1990). Por outro lado, também n&o houve
diferenca estatistica entre a contagem do numero de colbénias de
leveduras do género Candida nos grupos LES e controle. Estes
resultados divergem de estudos anteriores onde grupos com outras
doencas sistémicas apresentam maior prevaléncia de microrganismos
oportunistas em relacdo aos individuos controle. Ellepola e
Samaranayake (2000) estudando individuos portadores do virus HIV
relataram que mais de 90% dos individuos infectados desenvolveram

candidose bucal. Sanchez-Vargas et al., (2005) estudaram 312 individuos
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HIV positivos encontrando 66,7% colonizados por leveduras do género
Candida; Samaranayake et al. (2002) encontraram 100% de 750
individuos portadores de HIV com candidose. Navas (2007) observou que
65,79% de 38 individuos hansenianos foram positivos para leveduras do
género Candida enquanto Reichart et al. (1976) relataram 80% de
pacientes com hanseniase positivos para este género. O resultado deste
estudo também € inferior ao observado em outros estudos em pacientes
com outros fatores sistémicos, assim como tuberculose sob tratamento
com antibiético (72%) (Querido, 2006) e transplantados cardiacos (88%),
(Ribeiro, 2003). Maior niumero de pacientes sob radioterapia na regiao de
cabeca e pescoco foram portadores de Candida (n=22; 86,36%) em
relacdo ao grupo controle (n=22; 45,45%) (Thaweboon et al., 2008). Por
outro lado, Lund et al. (2009) também ndo encontraram numero mais
elevado de pacientes positivos para Candida dentre aqueles com
candidose atrofica cronica em relagdo ao grupo controle. Olczak-
Kowalczyk et al.,, (2008) em seu estudo avaliou 25 pacientes
transplantados de rim e figado, sob tratamento de imunossupressao e
apenas 6 (24%) foram positivos para Candida spp. Destes, 12 (48%)

tinham lesdes sugestivas de candidose.

Do ponto de vista das espécies, foi observada a maior prevaléncia
de C. albicans nos grupos LES (74%) e controle (78%). Este resultado
esta de acordo com Sanchez e Vargas et al., 2005, que identificou como
C. albicans 73% dos isolados.

Segundo Smith et al. (2003), Staphylococcus spp. sé&o
frequentemente isolados da cavidade bucal de individuos saudaveis ou
com doencga sistémica. Um total de 32 pacientes (80%) positivos para
género Staphylococcus spp. no grupo LES e 34 (85%) positivos no grupo
controle, ndo sendo observada diferenca significativa entre os grupos.
Este resultado esta de acordo com estudos anteriores que nao

encontraram diferengca quantitativa na presenca destes microrganismos
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na cavidade bucal de pacientes com outras doencgas sistémicas, como
infeccdo por HIV ou tuberculose (Back-Brito, 2006; Querido, 2006). De
acordo, Jackson et al. (2000) isolaram Staphylococcus spp. da cavidade
bucal de 92% de 23 criangcas saudaveis. S. aureus estava presente em
64% das amostras, sendo que em 69% das criancas também na cavidade
nasal. Staphylococcus spp. coagulase-negativos foram isolados de 64%
dos pacientes, dentre as quais 16 amostras de S. epidermidis e 4
amostras de S. warneri. A presengca de microrganismos do género
Staphylococcus na cavidade bucal humana foi estudada por Martins
(2001) que encontrou 92,85% dos individuos analisados positivos para
este microrganismo. Destes, 63% dos isolados foram coagulase-
negativos. Das 24 amostras coagulase-positivas, 11 eram S. hyicus, 9

eram S. aureus e 4 eram S. schleiferi subespécie coagulans.

Ohara-Nemoto et al. (2008) isolaram bactérias em 83,9%
das amostras de saliva coletadas de pacientes saudaveis, sendo S.
aureus a espécie mais frequentemente observada (46,4%), seguida por S.
epidermidis (41,1%). Foram isoladas também S. hominis, S. warneri, S.
intermedius, S. capitis, S. haemolyticus, S. lugdunensis e S. gallinarum.
Os autores sugeriram que infec¢cdes na cavidade bucal podem ser uma
possivel porta de entrada para endocardite infecciosa.

As bactérias da familia Enterobacteriaceae e do género
Pseudomonas pertencem a microbiota intestinal humana, porém podem
atuar como patdgenos oportunistas em uma grande variedade de
infeccbes humanas (Santos, 2001). Estas bactérias ndo séo consideradas
residentes da microbiota bucal humana, entretanto podem colonizi-la em
alguns casos, como em individuos com doencas debilitantes como no
caso da infeccdo por HIV (Schmidt-Westhausen et al., 1991). Santos e
Jorge (1998) encontraram elevada prevaléncia (51%) destes
microrganismos na cavidade bucal de pacientes da Regido do Vale do

Paraiba e que demonstraram resisténcia a varios agentes antimicrobianos
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(Santos e Jorge, 1999 e 2000). Pseudomonas spp. sdo também

frequentemente relacionadas a patologias bucais (Ledder et al., 2007).

No grupo Enterobactérias/Pseudomonas observou-se 16 (40%)
individuos positivos no grupo LES e 22 (55%) no grupo controle, nédo
havendo diferenca significativa entre os grupos. Schmidt-Westhausen et
al. (1991) e Figueiredo (2001), consideram estes microrganismos como
sendo transitérios na cavidade bucal e o seu aumento como um
desequilibrio da microbiota residente. Este estudo estd de acordo com
Senpuku et al. (2003) que encontraram enterobactérias em 16% de um
grupo de idosos, ao contrario de Back-Brito (2006), no qual
enterobactérias e Pseudomonas foram encontradas em 77,7% dos

isolados de pacientes HIV positivos.

O numero de coliformes na cavidade bucal de individuos
com alguma doenga é significantemente maior do que em individuos
saudaveis (Samaranayake et al., 1986, Jobbins et al., 1992). Bacilos
entéricos e Pseudomonas tém sido recuperados da microbiota
subgengival 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 que podem ser de importancia para a destruicdo dos tecidos da
cavidade bucal (Slots et al., 1988). A partir de sitios bucais infectados,
estes microrganismos podem atingir a corrente sanguinea e induzir
septicemia em pacientes debilitados (Santos, 2001).

A presenca de Candida spp. e coliformes na cavidade
bucal de HIV positivos foi pesquisada por Tsang e Samaranayake (2000),
sendo que C. albicans foi isolada de 52,1% dos pacientes , P. aeruginosa
de 15,1% e E. cloacae de 9,6% dos individuos. Figueiredo (2001) obteve
37,8% dos individuos HIV-positivos e 34,4% no grupo controle, com
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amostras positivas para enterobactérias predominando as espécies E. coli
e K. pneumoniae. Neste trabalho, foram predominantes K. oxytoca em
5(14%) dos pacientes LES e E. cloacae em 11(23%) do grupo controle.

A auséncia de diferencas significativas na presenca dos
microrganismos estudados em pacientes com LES e individuos controle
nao estdo de acordo com o estudo realizado por Jensen et al. (1999).
Estes autores encontraram aumento na presenca de leveduras do género
Candida, Streptococcus mutans e lactobacilos em pacientes com LES em
relagdo aos controles. Porém, é imprescindivel ressaltar as diferengas
metodoldgicas entre os estudos. Jensen et al. (1999) utilizou de screening
(kits microbioldgicos) que ndo permitem a obtencédo de valores exatos de
UFC/ml, fornecendo os resultados por escores baseados em densidade
de crescimento. Além disso, no referido estudo, a coleta foi realizada com
utiizacdo de swabs da mucosa bucal e da lingua. Segundo
Samaranayake et al. (1986) a metodologia de enxague bucal é a mais
indicada para estudos de colonizac&o bucal, permitindo anélise de toda a
boca. Os isolados obtidos foram identificados pelo sistema API, que
verifica a capacidade da amostra em metabolizar determinado substrato
como Unica fonte de energia. A reacdo fornece um codigo numérico que
comparado a uma base de dados resulta em identificacdo de género e
espécie. Este sistema € considerado confiavel para identificacdo de
estafilococos (Cunha et al., 2004), leveduras (Bernal et al., 1998) e
enterobactérias (Tokajian , Hashwa, 2004). Além disto, no estudo de
Jensen et al. (1999) foram incluidos pacientes fumantes, que nao foram
incluidos neste estudo por terem conhecidamente aumentada a sua

colonizacéao por leveduras do género Candida.

A maioria dos trabalhos que avalia a eficacia dos diferentes
esquemas terapéuticos nao inclui grande niumero de pacientes e nem sao
aleatérios e controlados, por isso o tratamento medicamentoso precisa
ser individualizado para cada paciente dependendo dos o&rgados e

sistemas comprometidos e da gravidade desse comprometimento. Nos
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pacientes com comprometimento de varios sistemas, o tratamento sempre
é voltado para o mais grave. Se ndo ha resposta a determinado farmaco,
pode ser indicado o uso simultaneo de diversos medicamentos (Sato et al,
2002). Diante do exposto, fica explicada a dificuldade em formar grupos
de acordo com o tratamento medicamentoso. Assim, com o intuito de
confirmar a semelhanca estatistica entre os grupos aqui descrita, 0 grupo
LES ainda foi dividido em dois subgrupos: com imunossupressores e sem
imunossupressores. Este teste também n&do revelou diferencas
significativas com relacdo ao grupo controle. Dongari-Bagtzoglou et al.
(2009) também né&o encontraram diferenca significativa entre a dosagem
ou tipo de imunossupressores e niveis bucais de Candida ou ocorréncia

de candidose em pacientes transplantados.

Para possibilitar a avaliacdo da associagdo entre presenca dos
microrganismos estudados e a atividade de doenca foi adotado critério a
divisdo do grupo LES de acordo com o SLEDAI. Os indices SLEDAI
observados variaram de 0 a 14, tendo sido divididos em dois grupos:
SLEDAI igual a zero (sem atividade da doencga), contando com 14
pacientes e SLEDAI maior ou igual a 4 (com atividade da doencga), com
17 pacientes. Procurou-se formar grupos equilibrados quantitativamente
descartando os valores intermediarios de SLEDAI (1 a 3) por
expressarem pouca atividade da doenca e que poderiam confundir a
interpretacdo dos resultados. A analise estatistica revelou que ambos os
grupos nado diferem estatisticamente no que se refere a contagem de
microrganismos. N&ao existe na literatura trabalhos anteriores que
relacionem a atividade da doenca medida pelo SLEDAI e contagem de
microrganismos, o que dificulta a comparacgéo dos resultados obtidos. Da
mesma forma, ndo existem comparacfes anteriores com atividade
hematolégica e renal em pacientes com LES e niveis bucais de

microrganismos.
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Pelo nosso conhecimento, este é o0 primeiro estudo
abrangente sobre a microbiota bucal de pacientes com LES. Apesar dos
achados frequentes na literatura associando imunossupressao com niveis
aumentados de microrganismos oportunistas (em particular, leveduras e
enterobactérias) na cavidade bucal, este estudo ndo encontrou diferencas
significativas. Estes resultados sao intrigantes, salientam a complexidade
da interacdo entre os microrganismos bucais e variaveis ambientais, e
reforcam a necessidade de mais estudos na area. Estudos futuros
abrangendo outros microrganismos, maior numero de pacientes, além do
aprofundamento nas caracteristicas fenotipicas dos isolados encontrados

S0 necessarios.



7 CONCLUSAO

De acordo com o estudo realizado, podemos concluir que:

a)

b)

d)

Nado foram observadas diferencas estatisticamente
significativas entre os valores de UFC/ml obtidos no
grupo LES e controle para Candida spp.,

Staphylococcus spp. e Enterobactérias/Pseudomonas

Spp.;

Na utilizacdo ou ndo de farmacos imunossupressores
as contagens de microrganismos nao diferiram
estatisticamente para as contagens de leveduras,

Staphylococcus spp. e Enterobactérias/Pseudomonas

Spp.;

N&o foram encontradas diferengas estatisticamente
significativas para as contagens de leveduras,
Staphylococcus spp. e Enterobactérias/Pseudomonas
Spp. entre pacientes com ou sem atividade da doenca
(indice SLEDAI);

Nao foram observadas diferencas significativas das
contagens de microrganismos dentro das variaveis
clinicas analisadas: atividade hematoldgica e atividade

renal;



e) Candida. albicans e Staphylococcus epidermidis foram
as espécies prevalentes em ambos os grupos de
estudo. Houve maior prevaléncia de K. oxytoca no

grupo LES enquanto no grupo controle foi E. cloacae.
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Anexo A - Quadro 1 - Dados individuais dos pacientes LES

P1 36 3 9 12
P3 20 6 13 0.4
P4 37 ap. ortod 15 2 22
P5 30 12 2 46
P8 19 3 8 0,8
P9 32 12 0 1.6
P 10 53 PPR 7 4 1,6
P11 46 15 0 20
P12 31 12 10 16
P 13 25 3 0 2,2
P14 33 12 2 4,0
P 15 34 12 > 18
P 16 33 15 > o4
P17 37 PPF 15 0 05
P 18 36 12 3 1,6
P19 29 12 4 2.4
P 20 53 | PPF+PPR 15 5 0.8
P21 37 15 0 2.0
p 22 23 6 4 2,0
P 23 23 3 1 1,2
P24 25 6 0 1.8
P 25 39 5 6 16
P 26 27 3 4 2.0
P 27 29 9 1 1,2
P 28 23 9 0 1,6
P 29 41 PPR 18 0 20
P 30 36 12 4 20
P31 42 3 0 09
P 32 30 6 4 2,9
P 33 34 9 0 4,4
P34 43 9 0 3.0
P35 37 12 0 20
P 36 36 9 1 2,0
P 37 19 6 0 2.1
P 38 21 3 5 2,0
P 39 38 18 4 16
P 40 29 12 0 2.0

PPR= Prétese Parcial Removivel
PPF= Prétese Parcial Fixa




Anexo B - Quadro 2 - Dados individuais dos individuos controle

Numeracao Idade CPOD
C1 46 0
c2 36 12
C3 20 Ap. Ortod. 6
C4 29 9
C5 30 12
Cc6 32 12
c7 35 16
C8 31 17
Cc9 32 18
C10 37 Ap. Ortod. 13
Ci11 31 10
Ci12 49 15
C13 41 13
Ci14 42 5
C15 36 17
C16 22 5
C1v 33 12
C18 41 PPR 16
C19 55 PPR 7
C20 46 9
c21 28 5
Cc22 32 18
C23 23 12
C24 44 21
C25 23 5
C26 32 15
ca7 26 PPF 13
C28 27 15
C29 57 PPF+PPR 17
C30 21 7
C31 23 9
C32 20 6
C33 34 14
C34 28 9
C35 33 13
C36 38 23
C37 34 15
C38 19 7
C39 20 1
C40 26 12

PPR= Prétese Parcial Removivel
PPF= Protese Parcial Fixa
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Anexo C — Quadro 3 - Contagens e identificacdes de leveduras do género
Candida, Staphylococus spp. e Enterobactérias/

Pseudomonas spp.

Eritematoso Sistémico.

no grupo de pacientes de LUpus

(continua)

Enterobacterias /

Paciente | UFC/ml Candida spp. UFC/ml Staphy spp. UFC/ml Pseudomonas spp.
P1 0 4 S. epidermidis 0
S. aureus
P2 0 0 0
P3 483 S. chromogenes K. oxytoca
S. epidermidis
P4 0 2 S. aureus 52 R. ornithinolytica
R. ornithinolytica
P5 3 C. tropicalis 8 S. epidermidis 0
C. famata S. epidermidis
P6 11 C. tropicalis 0 0
C. albicans
P7 0 65 S. epidermidis 24 K. oxytoca
P8 0 8 S. epidermidis 97 P. aeruginosa
S. epidermidis E. sakazakii
S. warneri E. aerogenes
S. aureus
P9 0 9 S. aureus 0
S. aureus
P10 0 0 0
K.pneumoniae subsp.
P11 0 168 S. aureus pneumoniae
P12 0 40 S. aureus
S. haemolyticus
S. epidermidis
S. aureus
P13 0 10 S. epidermidis 4 E. sakazakii
S. epidermidis Kluyera spp.
S. aureus S. liqguefaciens

S. aureus

P. luteola
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Anexo C — Quadro 3 - Contagens e identificacdes de leveduras do género
Candida, Staphylococus spp. e Enterobactérias/

Pseudomonas spp. no grupo de pacientes de LUpus
Eritematoso Sistémico.

(continuacao)

Enterobacterias /

Paciente | UFC/ml Candida spp. UFC/ml Staphy spp. UFC/ml Pseudomonas spp.
P14 14 C. albicans 113 S. epidermidis 1 K. oxytoca
S. epidermidis
S. epidermidis
S. epidermidis
P15 162 C. albicans 10 S. warneri 79 S. marcescens
S. aureus
P16 122 C. albicans 171 S. aureus 0
C. albicans S. aureus
S. aureus
S. aureus
P17 1 C. albicans 30 S. epidermidis 54 E. coli
S.epidermidis E. coli
E. sakazakii
S. marcescens
P18 54 C. albicans 318 S. aureus 38 R. terrigena
C. albicans S. aureus R. terrigena
S. xylosus E. cloacae
S. epidermidis E. cloacae
P19 3 C. albicans 620 S. warneri 0
C. albicans S. epidermidis
S. aureus
P20 80 C. albicans 127 S. xylosus E. cloacae
P21 0 42 S. aureus
S. aureus
P22 4 C. dubliniensis 51 S. epidermidis 0
C. albicans S. epidermidis
P23 0 1148 S. epidermidis 0
S. epidermidids
P24 0 205 S. epidermidids 0

S. epidermidids
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Anexo C — Quadro 3 - Contagens e identificacdes de leveduras do género
Candida, Staphylococus spp. e Enterobactérias/

Pseudomonas spp.

Eritematoso Sistémico.

no grupo de pacientes de LUpus

(concluséo)

Enterobacterias /

Paciente | UFC/ml Candida spp. UFC/ml Staphy spp. UFC/ml Pseudomonas spp.
P25 0 0 36 K. oxytoca
P. luteola
P26 0 0 0
P27 90 C. albicans 196 S. aureus 0
C. famata S. aureus
P28 29 C. albicans 0 8 K. pneumoniae
C. albicans P. oryzihabitans
P29 0 87 S. haemolyticus 0
S. warneri
P30 0 221 S. warneri 32 E. aerogenes
S. warneri Pantoea spp.
S. epidermidis
P31 0 0 0
P32 20 C. albicans 9 S. epidermidids 0
S. epidermidis
P33 28 C. albicans 13 S. epidermidids 4 E. amnigenus
S. epidermidis Citrobacter koseri
P34 444 C. tropicalis 26 S. epidermidis 0
C. albicans S. epidermidis
S. warneri
S. aureus
P35 0 0 0
P36 1718 C. glabrata 1971 S. aureus 66 S. marcescens
S. lugdunensis S. liguefaciens
Pantoea spp.
P37 2 C. albicans 19 S. chromogenes 0
S. aureus
S. epidermidis
P38 12 C. tropicalis 13 S. epidermidis 0
S. epidermidis
S. warneri
S. warneri
P39 422 C. albicans 2 S. aureus 0
S. aureus
P40 2 C. albicans 212 S. warneri 0

S.saprophyticus

S. cohnii

S. xylosus
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Anexo D — Quadro 4 - Contagens e identificacbes de leveduras do Género

Candida, Staphylococus spp. e
Enterobactérias/Pseudomonas spp. no grupo de individuos
controle.
(continua)
Candida Enterobacterias /
Controles | UFC/ml spp. UFC/mlI Staphy spp. UFC/ml| Pseudomonas spp.
Cl 0
C2 0
C3 1250 | S. aureus
S. aureus
C4 1750 | C. albicans 50 | S. aureus 251 S. ficaria
S. ficaria
C5 0 50 | S. epidermidis 0
S. epidermidis
C6 0 0 0
Cc7 125 | C. albicans 275 | S. xylosus
S. lugdunensis
C8 1900 | C. albicans 0 0
C. albicans
C9 0 50 | S. warneri 0
S. epidermidis
S. hominis
C.
C10 25 | parapsilosis 1275 | S. epidermidis 500 [ K. oxytoca
S. aureus E. cloacae
S. epidermidis
S. epidermidis
C11 0 975 | S. warneri 10 | P. luteola
S. aureus S. liguefaciens
S. epidermidis
S. epidermidis
C12 0 150 | S. epidermidis 700 | P. luteola
S. aureus P. luteola
C13 0 350 | S. epidermidis 0
S. epidermidis
Cl14 25| C. albicans 125 | S. epidermidis 400 | P. luteola
S. liquefaciens
C15 100 | C. albicans 100 | S. epidermidis 0
C. albicans S. capitis
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Anexo D — Quadro 4 - Contagens e identificacbes de leveduras do Género

Candida, Staphylococus spp. e
Enterobactérias/Pseudomonas spp. no grupo de individuos
controle.

(continuacao)

Candida Enterobacterias /
Controles | UFC/ml spp. UFC/mlI Staphy spp. UFC/ml| Pseudomonas spp.
C16 200 | C. albicans 2200 | S. epidermidis 0
S. epidermidis
C17 0 475 | S. capitis 450 | S. liquefaciens
S. aureus
C.
C18 25 | parapsilosis 25 | S. saprophyticus 0
C19 4400 | C. tropicalis 3100 | S. aureus 125 | S. marcescens
C. famata S. epidermidis
C20 0 350 | S. epidermidis 125 | E. cloacae
S. warneri Hafnia alvei
C21 0 0 425 | P. luteola
E. cloacae
C22 1413 | C. albicans 1925 | S. aureus 0
C. albicans
C.
C23 1638 | dubliniensis 21250 | S. epidermidis 1650 | S. liquefaciens
S. epidermidis S. liquefaciens
S. epidermidis
C24 0 150 | S. epidermidis 1563 | Citrobacter freundii
S. aureus P. luteola
S. liguefaciens
P. aeruginosa
C25 0 0 0
C26 350 | C. albicans 338 | S. cohnii spp. cohniii 11200 | E. cloacae
C. albicans S. epidermidis
C. albicans S. sciuri
C. albicans S. epidermidis
K. pneumoniae
c27 25| C. albicans 788 | S. aureus 13 | subsp. pneumoniae
C. albicans E. aerogenes
C28 113 | C. glabrata 1675 | S. aureus 1350 | E. cloacae
C. glabrata
C29 138 | C. albicans 6775 | S. xylosus 50 | E. cloacae
C. albicans S. simulans E. cloacae
S. saprophyticus
C30 0 400 0
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Anexo D — Quadro 4 - Contagens e identificacbes de leveduras do Género

Candida, Staphylococus spp. e
Enterobactérias/Pseudomonas spp. no grupo de individuos
controle.
(concluséo)
Candida Enterobacterias /
Controles | UFC/ml spp. UFC/mlI Staphy spp. UFC/ml| Pseudomonas spp.
K. pneumoniae spp.
C31 0 663 | S. epidermidis 225 | pneumoniae
S. epidermidis E. sakazakii
S. epidermidis K. oxytoca
C32 0 463 | S. epidermidis 43750 | E. cloacae
S. epidermidis
S. aureus
S. aureus
C33 0 13 | S. epidermidis 0
C34 0 13 | S. capitis 0
S. epidermidis
C35 2013 | C. albicans 675 | S. epidermidis 1650 | K. oxytoca
C. albicans S. aureus K. oxytoca
P. luteola
P. luteola
K. pneum_oniae spp.
pneumoniae
K. pneum_oniae spp.
pneumoniae
C36 513 | C. albicans 3300 | S. aureus 0
C. albicans
C37 0 [ C. albicans 1038 [ S. hominis 25 | E. cloacae
Ac. baumanii
C. albicans S. aureus calcoaceticus
S. epidermidis
C38 0 138 | S. epidermidis 288 | E. cloacae
S. epidermidis K. oxytoca
S. hominis
C39 1788 | C. albicans 425 | S. epidermidis 50000 | E. cloacae
C. albicans
C. albicans
C. famata
C. albicans
C40 0 925 | S. aureus 11250 | P. luteola
K. pneumoniae spp.
S. aureus pneumoniae
K. pneumoniae spp.
S. aureus pneumoniae
S. epidermidis E. sakazakii
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Anexo E — Certificado do Comité de Etica de Pesquisa envolvendo Seres
Humanos da Faculdade de Odontologia — campus de S&o José dos
Campos

/Y
AVAVAY ILISTA
k4 UNIVERSIDADE ESTAI_)UAL PAULIS
unesP CAMPUS DE SAO JOSE DOS CAMPOS

\v. Eng. Franesco José Longo, 777 - . SioDimss FACULDADE DE ODONTOLOGIA
CEP 12201970 - F. (12)3947-9028
Fax (1) 39479010  sucly@fosyc.unesp.br

CERTIFICADO

Comité de Etica em Pesquisa
Envoivendo Seres Humanos

CERTIFICAMOS, gue o protocolo n° 084/2007-PHICEP,
sobre “ Prevaléncia e sensibilidade aos antimicrobianos de
microrganismos potenciaimente superinfectantes na cavidade bucal
de pacientes com IUpus ‘eritematoso  sistémico” , sob a
responsabilidade de CRISTIANE YUMI KOGA ITO estd de acordo com
os Principios Eticos, seguindo diretrizes e normas regulamentadoras de
pesquisa, envolvendo seres humanos,conforme Resolugcdo n® 196/86 do
Conselho Nacional de Saiide e foi aprovado por este Comité de Etica em

Pesquisa.

S3o José dos Campos, 31 de outubrc de 2007.

Profa. Dra, Suely Carvaiho Mutti Naressi
Coordenadora do CEP/HUMANOS/FOSJC
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Anexo F — Certificado do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal de Sao Paulo — Escola Paulista de Medicina

Universidade Federal de S50 Paulo Cornité de Etica em Pesquisa
Escola Paulista de Medicina Hospital S3o Paulo

Sae Paulo, 21 de dezembro de 2007.
CEP 2001/07

limo(a). Sr(a).

Pesqguisador{a) EMILIA INQUE SATO

Co-Investigadores: Cristiane Yumni Koga-llo; Daniel Freitas; Edna Aparecida Ferraz de Aralijo Navas
Disciplina/Departamento: ReumatologiaMedicina da Universidade Federal de Sao Paulo/Hospilal Sdo Paulo
Patrocinador: Recursos Proprios.

PARECER DO COMI CA INSTITUCIONAL

Ref: Projelo de pesquisa intitulado: “Prevaléncia e sensibilidade aos antimicrobiano de microrganismos
potencialmente superinfectantes na cavidade bucal de pacientes com Iipus
eritematoso sistémico”.

CARACGTERISTICA PRINCIPAL DO ESTUDO: Estudo clinico observacional transversal - multicéntrico nacional.
RISCOS ADICIONAIS PARA O PACIENTE: sem risco, desconforto minimo, nenhum procedimento invasivo.
OBJETIVOS: Avaliar a presenga de leveduras do género Candida, estafilococos, entrercbactérias e Pseudomonas
spp., na cavidade bucal destes pacientes comparando os resultados com individuos controles.

RESUMO: Serdo incluidos no estudo 40-50 individuos, com idade de 18 a 35 anos, diagnosticados clinicamente
como portadores de LES e em tralamento por pelo menos 60 dias. Estes pacientes serfio selecionados dentre
aqueles em fratamento no Ambulatério de Doengas Reuméticas Auto-lmunes da Disciplina de Reumalologia,
Departamento de Medicina da Unifesp. Para o grupo controle, serdo selecionados 40-50 individuos sistematicamente
saudaveis com perfil semelhante (quanto & idade, sexo e condigbes bucais), dentre os pacientes das clinicas da
Faculdade de Qdontologia de S&o José dos Campos - UNESP. Serdo avallados durante a realizagdo da anamnese
os dados pessoais, as condigdes de salide geral e bucal de todos os individuos, a dosagem e tempo de tratamento.
Sera também realizado exame intra-bucal, pelo mesmo examinador, para avaliagdo da presenga de lesdes bucals e
determinagao do indice CPO-D. Os dados serdo anotados em ficha propria. A amostra do enxagile bucal serd
semeada em meios de cultura especificos para cada microrganismo e apos periodo de incubacdo serdo realizadas
contagens de unidades formadoras de colonia(ufc), obtendo-se o nimero de ufe/mL. A partir dos isolados obtidos,
serdo realizadas provas de identificagdo a fim de caracterizar as espécies de géneros em estudo. Os dados de
contagem de ufc sero comparados entre os grupos em estudo, utilizando o leste t de Student. As prevaléncias das
espécies de microrganismos isolados serdo comparadas nos grupos LES e controle. Sero também realizados testes
de suscelibilidade aos antifingices dos isolados de leveduras e antibioticos dos isolados baclerianos obtidos, assim
como analisadas possivels associagGes entre a presenga de culturas positivas e uso de Imunossupressores e dose
de cortictides..

Rua Botucatu, 572 - 1° andar — con|. 14 - CEP 04023-062 - Sao Paulo / Brasil
Tal.: (011) 5571-1062 - 5539.7162



Universidade Federal de S3o Paulo Comité de Etica em Pesqusa
Escola Paulista de Medicina Hospital Sdo Paulo

FUNDN:«AENTOS E RACIONAL: Os dados gerados por este estudo podem trazer subsidios importantes para a

lerapia antibidtico profildtica e de tratamento de doengas infecciosas bucais.

MATERIAL E METODO: descritos os procedimentos que serao realizados.

TCLE: apresentado adequadamente.

DETALHAMENTO FINANCEIRO: sem financiamento especifico.

CRONOGRAMA: 24 meses.

OBJETIVO ACADEMICO: .

ENTREGA DE RELATORIOS PARACIAIS AQ CEP PREVISTOS PARA: 20/12/2008 e 20/12/2009.

O Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Sao Paulo/Hospital Sao Paulo ANALISOU e APROVOU
o projelo de pesquisa referenciado.

1. Comunicar toda e qualquer alteragao do projeto e termo de consentimento livie e esclarecido. Nesias
circunstancias a Inclusao de pacientes deve ser temporariamente Inlerrompida alé a resposta do Comitd, apos
andlise das mudangas propostas.

2. Comunicar imediatamente ac Comité qualquer evento adverso ocorrido durante o desenvalvimento do estudo.

3. Os dados individuais de todas as etapas da pesquisa devem ser mantidos em local seguro por 5 anos para
possivel auditoria dos drgios competentss.

Atenciosamenle,

Prof. Dr. José Osmar Medina Pestana

Coordenador do Comité de Elica em Pesquisa da
Universidade Federal de Sao Paulo/ Hospital Sao Paulo CEP 200140

Rua Botucaty, 572 - 1% andar - con|. 14 - CEP 04023-062 - Sao Paulo / Brasil
Tel.: (011) 5571-1062 - 5539.7162
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Apéndice A — Termo de consentimento livre e esclarecido

Termo de consentimento livre e esclarecido

Eu, Edna Aparecida Ferraz de Araljo Navas, Biomédica, sob orientacdo da Prof2.
Dra, Cristiane Yumi Koga Ito, portadora do CPF 157 453 278-20, RG 19 491 653-4, CRO
52 286; estabelecida na Rua Armando de Oliveira Cobra, 99, CEP 12 240-610, na cidade
de Séo José dos Campos, cujo telefone de contato (12) 3947 9033, vou desenvolver uma
pesquisa cujo titulo é “Prevaléncia e sensibilidade aos antimicrobianos de microrganismos
potencialmente superinfectantes na cavidade bucal de pacientes com lUpus eritematoso
sistémico”.

O objetivo deste estudo é estudar a presenca de alguns tipos de microrganismos
na boca de pacientes com lUpus. Desta forma, é necessario coletar amostras por meio de
enxagle bucal em recipientes descartaveis e que serdo levados ao laboratério de
Microbiologia da Faculdade de Odontologia de S&o José dos Campos para serem
processados. Este enxagie consiste em bochechar solucao fisiolégica durante 1 minuto.
Este processamento sera de passar a amostra para meios de cultura especificos e
verificar a presenca destes microrganismos. O trabalho é de extrema importancia, pois vai
fornecer aos médicos e aos dentistas informagcBes necessarias para a prevencao de
doencas causadas por estes microrganismos nos pacientes com LUpus.

O Sr (a) tem a garantia de acesso, em qualquer etapa do estudo, sobre qualquer
esclarecimento de eventuais dividas e sobre o andamento do trabalho. Se tiver alguma
consideracdo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de
Etica em Pesquisa (CEP) da Faculdade de Odontologia de S&o José dos Campos —
UNESP, situada na Av. Eng. Francisco José Longo, 777, CEP 12 245-000, em Sao José
dos Campos, Fone: 3947 9033 e comunique-se com o coordenador Profa. Dra. Suely
Mutti Naressi. Informo que sera garantida a liberdade de retirada do consentimento a
qualguer momento e assim deixar de participar do estudo. Também ndo havera custo
nem pagamento pela colaboracao.

Termo de consentimento livre e esclarecido

Acredito ter sido esclarecido a respeito das informacdes que li ou que foram
lidas para mim, descrevendo o estudo “Prevaléncia e sensibilidade aos antimicrobianos
de microrganismos potencialmente superinfectantes na cavidade bucal de pacientes com
lUpus eritematoso sistémico”, e concordo em participar sabendo quais os propdsitos do
estudo, os procedimentos a serem realizados, as garantias de confidencialidade e de
esclarecimentos permanentes, e que a minha participagdo ndo implicard em nenhuma
despesa. Concordo em participar voluntariamente deste estudo e com a publicacédo
andnima dos dados gerados por ele. Poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer
momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidade, prejuizo ou perda de qualquer
beneficio que eu possa ter adquirido.

Data: / /
Nome do paciente: RG:
Endereco completo

Assinatura do paciente Assinatura da pesquisadora
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Apéndice B — Ficha clinica utilizada na anamnese e exame clinico dos pacientes.

FICHA CLINICA
Nome:
Sexo: ( ) Fem () Masc Cor: ( )branca ( )nado branca Idade:
Residéncia: Bairro:
Cidade: Estado: Fone:
Natural de: Nacionalidade:

Coleta: [

(Paraos pacientes LES)

PRONTUARIO MEDICO:

01. Tempo de tratamento:

02. Medicamento/dosagem: (nos ultimos 60 dias)

() prednisona ( ) ciclosporina () micofenolato () cloroquina

( ) azatioprina () talidomida pulsoterapia ( ) ciclofosfamida

() corticosteréide

03.SLEDAIl/comprometimento:

04. Outras patologias:

EXAMES LABORATORIAIS COMPLEMENTARES (atuais):

01. HEMOGRAMA: Hb/Ht
leucécitos
linfécitos

02. VHS: /

03. CREATININA:

04. PROTEINURIA 24hs:
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Apéndice B — Ficha clinica utilizada na anamnese e exame clinico dos pacientes.

(continuagao)

(Paratodos os pacientes)

ANAMNESE- HISTORIA MEDICA

01. Esta gravida? ( ) Sim ( ) Nao

02. E diabético? ( ) Sim ( ) N&o

03. Algum destes habitos? ( ) Fumo () Alcool ( ) Dependéncia quimica

04. Medicamentos nos ultimos 60 dias: ( ) Antidepressivos ( ) Antibiéticos ( ) Antifingicos

ANAMNESE - HISTORIA DENTAL

01. Sente a boca seca? ( ) Sim ( ) Nao

02. Escova os dentes? ( ) Sim ( ) Néo Quantas vezes ao dia?
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Navas EAFA. Prevalence of potentially superinfectant microorganisms
from the oral cavity of systemic erithematous lupus [doctorate thesis]. Sao
José dos Campos: Faculdade de Odontologia de Sdo José dos Campos,
UNESP - Universidade Estadual Paulista; 2009.

ABSTRACT

Considering that patients with systemic erithematous lupus are treated with
corticoids and immunossuppresive drugs, this condition may interfere in the
presence of potentially opportunistic microorganisms in the oral cavity. The aim of
this study was to evaluate the presence of Candida spp. staphylococci,
enterobacteria and Pseudomonas spp. in the oral cavity of patients with systemic
erithematous lupus (LES) comparing the results with control individuals. Forty
patients aged 19-53 years with LES and under therapy for at least 60 days were
selected. For the control group, 40 healthy individuals paired to the test group in
relation to age, gender and oral conditions were selected. Diabetic and other
systemic diseases patients, denture users and individuals under therapy with
drugs that affect the oral conditions were not included. Clinical examination,
anamnesis and oral rinses sampling were performed. Oral rinse samples were
plated on specific culture media and after the period of incubation the number of
colony forming units were counted, and the value of cfu/ml was obtained. The
isolates were identified in order to obtain the species. The counts of
microorganisms were compared between LES and control groups by ANOVA,
Mann Whitney (5%). Also, counts of microorganisms in patients under treatment
with immunossupressive drugs of not and positive or negative activity of the
disease (SLEDAI) were compared. No significant differences in the counts of
microorganisms between the studied groups were observed (yeasts, p= 0.55;
staphylococci, p=0.24; enterobacteria/Pseudomonas spp., p=0.26). No
differences in the counts of microorganisms were observed related to the clinical
parameters tested. Higher prevalence of Candida albicans and Staphylococcus
epidermidis was observed in LES and control group. Klebsiella oxytoca was the
most frequently observed in the LES group and Enterobacter cloacae in the
control group.

Keywords: systemic erithematous lupus, superinfection, immunossupressive
drugs.
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