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RESUMO

O biofilme lingual de pacientes internados em Unidade de Terapia Intensiva (UTI) sob
ventilacdo mecanica invasiva (VMI), pode abrigar patdgenos respiratorios, possibilitando a
translocacdo bacteriana do meio bucal para os pulmdes via tubo orotraqueal, causando
infeccdes sistémicas graves, como a Pneumonia Associada a Ventilagdo Mecénica (PAV),
repercutindo nos dias de hospitalizacéo e dias em VMI. A colonizacéo do biofilme lingual por
patdgenos ocorrem a partir de 48 horas apos a intubacéo do paciente, podendo estar relacionada
a higienizagdo oral inadequada. Os microorganismos envolvidos incluem bactérias gram-
negativas tais como: Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumonia. A multiplicacao desses
patdgenos ocorre devido a falha no sistema de defesa dos pacientes em VMI, de forma que
pacientes infectados por esses patdgenos multirresistentes tem os piores desfechos com maior
mortalidade. Estudos tem mostrado que a execuc¢do de um Protocolo de Higiene Bucal é um
instrumento eficaz na diminuigdo da quantificacdo relativa de bactérias do biofilme lingual de
criancas intubadas em UTI e na reducdo significativa nos dias de uso da ventilacdo mecanica
invasiva. A hipGtese dessa Tese é que a multiplicacdo de bactérias totais no biofilme lingual de
criangas sob ventilagdo mecénica invasiva e a frequéncia dos patégenos Pseudomonas
aeruginosa e Klebsiella pneumoniae nesse biofilme lingual, podem variar de acordo com
desfechos hospitalares (alta e 6bito), higiene bucal, presenca de PAV, dias de hospitalizacéo e
dias sob VMI em UTI Pediatrica. O capitulo | desta tese foi o artigo original “Quantificacéo
relativa de Pseudomonas aeruginosa e Kleibsiela pneumoniae no biofilme lingual de
criancas sob ventilagdo mecanica invasiva e sua associacdo com desfecho hospitalar em
Unidade de Terapia Intensiva” com objetivo de investigar associa¢do entre a quantidade de
patdégenos Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae no biofilme lingual de criancas
sob ventilacdo mecénica invasiva e desfecho hospitalar (alta e 6bito) em UTI Pediatrica. Trata-
se de um coorte conduzida com 24 pacientes em VMI, de ambos sexos, com idade de 1 a 144
meses. A coleta do biofilme lingual ocorreu: no momento da intubagédo (T1) e 48 horas depois
da primeira coleta (T2). Foi realizada extracdo do DNA das amostras e, para detec¢cdo do DNA
das bactérias especificas, utilizou-se um par de primer bacteriano para Pseudomonas
aeruginosa e um par de primer bacteriano para Klebsiella pneumoniae. A gPCR (Reagdo em
Cadeia de Polimerase) em Tempo Real permitiu a quantificacdo relativa das bactérias
detectadas e amplificadas em cada ciclo da reagdo. A curva Ct (threshold cycle) indica o nimero

do ciclo fracionario em que a quantidade de alvo amplificado atinge um limiar fixo. Os niveis



de Ct sdo inversamente proporcionais a quantidade de acido nucleico alvo na amostra (ou seja,
quanto mais baixo o nivel Ct, maior é a quantidade de acido nucleico/mais bactérias). O ACt
(delta Ct) consiste na diferenca de expressao entre o alvo e o controle da amostra (média de
Pseudomonas aeruginosas ou Klebsiella pneumoniae — média do primer bacteriano universal
16S) sendo que o ACt positivo indica menos bactérias e o ACt negativo, maior quantidade de
bactérias. Os resultados foram analisados com base no método de quantificacdo dos dados da
gPCR, o AACt (delta delta Ct), que ¢ a diferenga entre ACtT2 e ACtT1, resultando na variagdo
quantitativa das bactérias de cada amostra. Observou-se que ao testar a associacdo entre a
presenca dos patdgenos avaliados nos tempos de estudo com a presenca ou auséncia de sinal
clinico de biofilme lingual, ndo se observou associa¢des significantes. A associacdo da presenca
dos patdgenos Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae no biofilme lingual de
criangas sob VMI com desfecho hospitalar alta (15 pacientes) e ébito (9 pacientes) dentro dos
tempos de estudo T1 e T2, revelou que em T2, o percentual de Pseudomonas aeruginosa
presentes no biofilme lingual dos pacientes que foram a 6bito foi estatisticamente mais elevado
gue nos pacientes que receberam alta hospitalar (90% versus 40%; P = 0,033). Ao analisar a
quantidade dos patdgenos no biofilme lingual das criancas sob VMI, ndo foram identificadas
diferengas significativas entre os grupos alta e dbito, uma vez que ndo variou a quantidade de
bactérias (Pseudomonas aeruginosas e Klebsiella pneumoniae) quanto ao desfecho hospitalar.
A regressdo logistica multivariada da associacao da presenca dos patdgenos no biofilme lingual
de criancas intubadas, ajustada para idade e tempo sob VMI sobre a ocorréncia de Obito,
reforgou que a presenca de Pseudomonas aeruginosa no biofilme lingual em T2 foi associada
com o desfecho 6bito mesmo depois de ajustados para os demais fatores de confusdo (OR
ajustado = 39,2% ; 1C95% = 1,07-1485; P = 0,048). Conclusdo: A presenca da Pseudomonas
aeruginosa no biofilme lingual de criancas sob VMI parece mais importante do que a sua
quantidade para associa¢do com obito em UTI Pediatrica. Implicagdes praticas: Contribuigdes
para cuidados de salde, salientando a importancia de estudos focados na presenca bacteriana
no biofilme lingual de criangas sob VMI em UTI Pedidtrica para tracar estratégias de saide
publica visando seu controle. O capitulo 11 desta tese foi o artigo “Quantificacao relativa de
bacterias totais no biofilme lingual de criangas intubadas em Unidade de Terapia
Intensiva, higiene bucal, desfecho hospitalar, dias de hospitalizacdo, dias sob ventilacéo
mecéanica invasiva e Pneumonia Associada a Ventilagdo Mecanica: existe associacdo?”

com objetivo de investigar se existe associacdo entre quantificacdo relativa de bactérias totais



do biofilme lingual de criancas intubadas em UT]I, higiene bucal, desfecho hospitalar, dias de
hospitalizacao, dias sob Ventilacdo Mecanica Invasiva e Pneumonia Associada a Ventilacao
Mecanica. Trata-se de uma coorte conduzida com 24 pacientes em VMI, ambos sexos e idade
de 1 a 144 meses. A coleta do biofilme lingual ocorreu: no momento da intubacgéo (T1) e 48
horas depois da primeira coleta (T2). Foi realizada extracdo do DNA das amostras e utilizado
um par de primer bacteriano universal 16S para deteccdo do DNA das bactérias totais presentes
nessa amostra. A gPCR (Reacdo da Cadeia de Polimerase) em Tempo Real permitiu a
quantificacdo relativa das bactérias detectadas e amplificadas em cada ciclo da reacdo. A curva
Ct (threshold cycle) indica o numero do ciclo fracionario em que a quantidade de alvo
amplificado atinge um limiar fixo. Os niveis de Ct sdo inversamente proporcionais a quantidade
de &cido nucleico alvo na amostra (ou seja, quanto mais baixo o nivel Ct, maior é a quantidade
de &cido nucleico/mais bactérias). O ACt (delta Ct) consiste na diferenga de expressdo entre o
alvo e o controle da amostra (Média CtT2 — Média CtT1) sendo que o ACt positivo indica menos
bactérias e o ACt negativo, maior quantidade de bactérias. AACt (delta delta Ct) € a diferenca
entre ACtT2 e ACtTI, resultando na varia¢do quantitativa das bactérias de cada amostra. Os
resultados foram analisados com base no método de quantificacdo dos dados da gPCR, o
método Ct, sendo possivel observar que no biofilme coletado, a média Ct para quantificacdo
relativa de bactérias do biofilme lingual foi menor (25,15£6,17) em T1 (menor Ct=mais
bactérias) enquanto que a média foi maior (27,23+£5,61) em T2 (maior Ct=menos bactérias)
(Teste t-pareado, p=0,0394), revelando significativa diminuicdo na quantificacdo de patdgenos
do biofilme lingual ap6s a execugdo do Protocolo de Higiene Bucal (PHB). A média da
guantidade de bactérias totais no biofilme lingual da amostra total do estudo, foi dividida de
acordo com o desfecho da internacdo hospitalar (alta e 6bito), por meio da quantificacao relativa
através do método AACt. Observou-se menor expressao relativa de bactérias totais nas criangas
que tiveram alta (73.093) que aquelas que vieram a obito (114.380), revelando tendéncia destas
ultimas apresentarem maior colonizacdo de bactérias totais no biofilme lingual, apesar de ndo
haver diferenca significativa entre os grupos (p>0,05, Teste de Mann-Whitney). Os resultados
mostraram correlagdo negativa (inversa) entre ACt e quantidade de dias de hospitalizagao (r =
-0,279; P = 0,185), porém sem diferenca estatistica. Bem como diferenca estatistica na
correlagdo negativa entre ACt e quantidade de dias em VMI (r = -0.422 e p= 0,040), com
magnitude moderada e coeficiente de determinacdo (r?) de 0,178, revelando que a maior

quantidade dos participante (ACt positivo=menos bactérias) com maior controle do biofilme



lingual ficaram menos tempo em VMI, com variancia compartilhada de 17,8%. A anélise de
regressao multipla foi realizada para estimar o efeito do ACt, ajustada para idade, sobre dias de
hospitalizagdo e dias em VMI. Nao houve diferenga significante entre ACt e dias de
hospitalizagdo e a analise ajustada para a idade mostrou medida estatistica limitrofe (coeficiente
=-0,41, P =0,053) para a relagdo entre ACt e dias em VMI, indicando que ndo houve evidéncia
suficientemente forte para provar a associacdo. Conclusédo: A execucao de um Protocolo de
Higiene Bucal mostrou ser um instrumento eficaz na diminuicdo da quantificacdo de bactérias
totais do biofilme lingual de criangas intubadas em Unidade de Terapia Intensiva, com menor
quantificacdo relativa de bactérias totais no biofilme lingual das criancas que tiveram alta e
tendéncia, das que foram a Obito, apresentarem maior colonizacdo de bactérias totais neste
biofilme. Os participantes com maior controle do biofilme lingual, (ACt positivo=menos
bactérias), ficaram menos tempo em Ventilagdo Mecénica Invasiva. Desse modo, esses
pacientes sdao mais beneficiados quando realizado o Protocolo de Higiene Bucal. Porém no
presente estudo. ndo foi possivel observar forte associacdo com dias de hospitalizacdo.
Implicacbes praticas: Contribui¢bes para cuidados de saude, salientando a importancia do
desenvolvimento e implementacdo de um PHB em uma UTI Pediatrica a fim de reduzir a
quantificacdo relativa de bactérias do biofilme lingual de criancas intubadas e reduzir dias em

ventilacdo mecanica invasiva.

Palavras chave: Biofilme, Ventilagdo Mecéanica, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae, UTI Pediatrica, PCR em tempo real, Pneumonia Associada a Ventilacao

Mecanica, Higiene Bucal.



ABSTRACT

The lingual biofilm of patients admitted to the Intensive Care Unit (ICU) under invasive
mechanical ventilation (IMV) can harbor respiratory pathogens, enabling bacterial translocation
from the oral environment to the lungs via the orotracheal tube, causing serious systemic
infections, such as Mechanical Ventilation-Associated Pneumonia (MVAP), with repercussions
on hospitalization days and days on IMV. Colonization of the lingual biofilm by pathogens
occurs 48 hours after the patient is intubated, and may be related to inadequate oral hygiene.
The microorganisms involved include gram-negative bacteria such as Pseudomonas aeruginosa
and Klebsiella pneumonia. The multiplication of these pathogens occurs due to the failure of
the IMV patient's defense system, so that patients infected with these multidrug-resistant
pathogens have the worst outcomes with the highest mortality. Studies have shown that the
implementation of an Oral Hygiene Protocol is an effective tool in reducing the relative
quantification of bacteria in the lingual biofilm of children intubated in the ICU and in
significantly reducing the number of days of invasive mechanical ventilation. Thus, the
hypothesis of this thesis is that the multiplication of total bacteria in the lingual biofilm of
children under invasive mechanical ventilation and the frequency of the pathogens
Pseudomonas aeruginosa and Klebsiella pneumoniae in this lingual biofilm may vary according
to hospital outcomes, oral hygiene, the presence of VAP, days of hospitalization and days under
IMV in a paediatric ICU. Chapter | of this thesis was the original article "Relative
quantification of Pseudomonas aeruginosa and Kleibsiela pneumoniae in the lingual
biofilm of children under invasive mechanical ventilation and its association with hospital
outcome in an Intensive Care Unit", which aimed to investigate the association between the
quantity of pathogens Pseudomonas aeruginosa and Klebsiella pneumoniae in the lingual
biofilm of children under invasive mechanical ventilation and hospital outcome (discharge and
death) in a Pediatric ICU. This is a cohort study of 24 IMV patients of both sexes aged between
1 and 144 months. Tongue biofilm was collected at the time of intubation (T1) and 48 hours
after the first collection (T2). DNA was extracted from the samples and a bacterial primer pair
for Pseudomonas aeruginosa and a bacterial primer pair for Klebsiella pneumoniae were used
to detect the DNA of the specific bacteria. Real-time gPCR (Polymerase Chain Reaction)
allowed the relative quantification of the bacteria detected and amplified in each cycle of the
reaction. The Ct (threshold cycle) curve indicates the fractional cycle number at which the

amount of amplified target reaches a fixed threshold. Ct levels are inversely proportional to the



amount of target nucleic acid in the sample (i.e. the lower the Ct level, the higher the amount
of nucleic acid). The ACt (delta Ct) consists of the difference in expression between the target
and control sample (average of Pseudomonas aeruginosas or Klebsiella pneumoniae - average
of the 16S universal bacterial primer), with a positive ACt indicating fewer bacteria and a
negative ACt indicating more bacteria. The results were analyzed using the qPCR data
quantification method, AACt (delta delta Ct), which is the difference between ACtT2 and
ACtT1, resulting in the quantitative variation of bacteria in each sample. When testing the
association between the presence of the pathogens evaluated at the study times and the presence
or absence of clinical signs of lingual biofilm, no significant associations were observed. The
association between the presence of the pathogens Pseudomonas aeruginosa and Klebsiella
pneumoniae in the lingual biofilm of children under IMV with hospital discharge (15 patients)
and death (9 patients) within the T1 and T2 study times revealed that in T2, the percentage of
Pseudomonas aeruginosa present in the lingual biofilm of patients who died was statistically
higher than in patients who were discharged (90% versus 10%; P = 0.033). When analyzing the
amount of pathogens in the lingual biofilm of children under IMV, no significant differences
were identified between the discharge and death groups, since the amount of bacteria
(Pseudomonas aeruginosas and Klebsiella pneumoniae) did not vary in relation to the hospital
outcome. Multivariate logistic regression of the association between the presence of pathogens
in the lingual biofilm of intubated children, adjusted for age and time under IMV and the
occurrence of death, reinforced that the presence of Pseudomonas aeruginosa in the lingual
biofilm at T2 was associated with the outcome of death even after adjusting for other
confounding factors (adjusted OR = 39.2%; 95%CI = 1.07-1485; P = 0.048). Conclusion: The
presence of Pseudomonas aeruginosa in the lingual biofilm of children under IMV seems to be
more important than its quantity for the association with death in the pediatric ICU. Practical
implications: Contributions to health care, highlighting the importance of studies focused on
the bacterial presence in the lingual biofilm of children under IMV in Pediatric ICUs in order
to draw up public health strategies aimed at its control. Chapter Il of this thesis was the article
"Relative quantification of total bacteria in the lingual biofilm of children intubated in an
Intensive Care Unit, oral hygiene, hospital outcome, days of hospitalization, days under
invasive mechanical ventilation and Mechanical Ventilation-Associated Pneumonia: is
there an association?" with the aim of investigating whether there is an association between

the relative quantification of total bacteria in the lingual biofilm of children intubated in the



ICU, oral hygiene, hospital outcome, days of hospitalization, days on Invasive Mechanical
Ventilation and Mechanical Ventilation-Associated Pneumonia. This is a cohort study of 24
patients on IMV, both sexes and aged between 1 and 144 months. Tongue biofilm was collected
at the time of intubation (T1) and 48 hours after the first collection (T2). DNA was extracted
from the samples and a 16S universal bacterial primer pair was used to detect the DNA of the
total bacteria present in the sample. Real-time gPCR (Polymerase Chain Reaction) allowed the
relative quantification of the bacteria detected and amplified in each cycle of the reaction. The
Ct (threshold cycle) curve indicates the fractional cycle number at which the amount of
amplified target reaches a fixed threshold. Ct levels are inversely proportional to the amount of
target nucleic acid in the sample (i.e. the lower the Ct level, the greater the amount of nucleic
acid/more bacteria). The ACt (delta Ct) consists of the difference in expression between the
target and control sample (Mean CtT2 - Mean CtT1), with a positive ACt indicating fewer
bacteria and a negative ACt indicating more bacteria. AACt (delta delta Ct) is the difference
between ACtT2 and ACtT1, resulting in the quantitative variation of bacteria in each sample.
The results were analyzed using the gPCR data quantification method, the Ct method, and it
can be seen that in the biofilm collected, the mean Ct for relative quantification of lingual
biofilm bacteria was lower (25.15+6, 17) in T1 (lower Ct=more bacteria) while the mean was
higher (27.23£5.61) in T2 (higher Ct=less bacteria) (paired t-test, p= 0.0394), revealing a
significant decrease in the quantification of pathogens in the lingual biofilm after the Oral
Hygiene Protocol (OHP) was implemented. The average amount of total bacteria in the lingual
biofilm of the total study sample was divided according to the outcome of hospitalization
(discharge and death), using relative quantification using the AACt method. There was a lower
relative expression of total bacteria in the children who were discharged (73,093) than those
who died (114,380), revealing a tendency for the latter to have greater colonization of total
bacteria in the lingual biofilm, although there was no significant difference between the groups
(p>0.05, Mann-Whitney test). The results showed a negative (inverse) correlation between ACt
and the number of days of hospitalization (r = -0.279; P = 0.185), but no statistical difference.
As well as a statistical difference in the negative correlation between ACt and number of days
in IMV (r = -0.422 and p= 0.040), with moderate magnitude and a coefficient of determination
(r2) of 0.178, revealing that the greater number of participants (ACt positive=fewer bacteria)
with greater control of the lingual biofilm spent less time in IMV, with a shared variance of

17.8%. Multiple regression analysis was performed to estimate the effect of ACt, adjusted for



age, on days of hospitalization and days in IMV. There was no significant difference between
ACt and days of hospitalization and the analysis adjusted for age showed a borderline statistical
measure (coefficient = -0.41, P = 0.053) for the relationship between ACt and days in IMV,
indicating that there was not enough strong evidence to prove the association. Conclusion: The
implementation of an Oral Hygiene Protocol proved to be an effective tool in reducing the
quantification of total bacteria in the lingual biofilm of children intubated in an Intensive Care
Unit, with a lower relative quantification of total bacteria in the lingual biofilm of children who
were discharged and a tendency for those who died to show greater colonization of total bacteria
in this biofilm. Participants with greater control of lingual biofilm (ACt positive=fewer bacteria)
spent less time on Invasive Mechanical Ventilation. Thus, these patients benefit more when the
Oral Hygiene Protocol is used. However, in this study, it was not possible to observe a strong
association with days of hospitalization. Practical implications: Contributions to health care,
highlighting the importance of developing and implementing a PHB in a Pediatric ICU in order
to reduce the relative quantification of lingual biofilm bacteria of intubated children and reduce

days on invasive mechanical ventilation.

Key words: Biofilm, Mechanical Ventilation, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae, Pediatric ICU, Real-time PCR, Mechanical Ventilation-Associated Pneumonia,

Oral Hygiene.
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1. INTRODUCAO

Nos pacientes internados em Unidade de Terapia Intensiva (UTI) sob ventilacéo
mecanica invasiva (VMI), o biofilme do dorso da lingua tem sido associado a infec¢bes
bacterianas, virais e/ou fungicas, pois atua como um nicho consideravel de patdgenos
respiratdrios (Tulio et al., 2018), possibilitando a translocacdo bacteriana do meio oral
para os pulmdes via tubo orotraqueal (Sands et al., 2017), causando infecgdes sistémicas
graves como a Pneumonia Associada a Ventilacdo Mecanica (PAV) (Song et al., 2023,;
Otsuji et al., 2019), repercutindo significativamente nos dias de hospitalizacéo e dias em
VMI (Mota et al., 2017; Anvisa 2017).

A VMI é um recurso de suporte ventilatério usado em pacientes criticos (Oliveira
& Cardoso, 2023), sendo realizada através da intubacdo orotraqueal (Costa et al., 2021).
Criancas internadas em UTIP frequentemente necessitam desse suporte respiratorio para
0 tratamento de desconforto e insuficiéncia respiratéria. O objetivo da VMI nédo é
normalizar as trocas gasosas, mas alcancar oxigenacdo e ventilacdo suficientes para
garantir a viabilidade dos tecidos até a recuperacdo da funcdo pulmonar aceitavel,
minimizando o trabalho respiratdrio excessivo e possiveis complica¢es. Quando usada
com precisdo, é uma intervencao que salva vidas, mas deve-se tomar cuidado para evitar

lesBes pulmonares induzidas pelo tubo (Alibrahim et al., 2022).

Nesses pacientes em VMI a colonizacdo da microbiota oral normalmente acontece
a partir de 48 horas apés a intubacdo (Zhao et al., 2020) e podem estar relacionadas a
higienizacdo bucal inadequada (Simdes et al., 2020; Tulio et al., 2018). Por outro lado,
em pacientes submetidos a higiene bucal, é possivel observar reducdo significativa no
tempo de VMI e do tempo de internagdo na UTI (Lacerda Vidal et al., 2017). Estudos
tem mostrado a eficcia da higiene no controle do biofilme oral para mitigar a proliferacéo
de bactérias prevenindo o desenvolvimento de infec¢do respiratoria como a PAV em
pacientes sob VMI em UTI Pediéatrica (Ludovichetti,et al., 2022; Cordeiro et al., 2022).

Os principais patégenos envolvidos na colonizagdo das vias aéreas logo apos a
intubacdo incluem bactérias gram-negativas tais como: Pseudomonas aeruginosa e

Klebsiella pneumoniae (Kohbodi et al., 2022). Em uma grande revisao retrospectiva
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realizada nas UTIs de trés hospitais, a microbiologia foi a mesma em hospitais adultos e
pediatricos. Os organismos mais comuns foram Staphylococcus
aureus (28,4%), Pseudomonas aeruginosa (25,2%) e outros gram negativos (26,6%)
(Jain et al., 2023; losifidis et al., 2018).

Esses microrganismos representam papel critico nas infec¢@es hospitalares devido
a sua viruléncia e aquisicéo de resisténcia a diversos agentes antimicrobianos, inclusive
aqueles utilizados como ultimo recurso nas UTIs (Romandini et al., 2021). A
multiplicagdo desses patogenos infectantes ocorre devido a falha no sistema de defesa dos
pacientes em VMI (Keane; Martin-Loeches, 2019) de forma que pacientes infectados por
esses patdgenos multirresistentes tem os piores desfechos com maior mortalidade
(Oliveira et al., 2023; Huang et al., 2023; Carvalho et al., 2021).

A hipétese dessa Tese é que a multiplicacdo de bactérias totais no biofilme lingual
de criancas sob ventilacdo mecanica invasiva e a frequéncia dos patégenos Pseudomonas
aeruginosa e Klebsiella pneumoniae nesse biofilme lingual, podem variar de acordo com
desfechos hospitalares, higiene bucal, presenca de PAV, dias de hospitalizacdo e dias sob
VMI em UTI Pediatrica.

Diante de poucos estudos em criancas sob VMI sobre a quantificagdo de
Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae no biofilme lingual e desfecho
hospitalar em UTI, foi proposta a realizacdo desta tese com o objetivo investigar no
Capitulo I a associacdo entre a quantidade de patégenos Pseudomonas aeruginosa e
Klebsiella pneumoniae no biofilme lingual de criangas sob VMI e desfecho hospitalar

(alta e 6bito) em UT]I Pediétrica.

Além disso, o Capitulo Il teve objetivo de investigar se existe associa¢do entre
quantificacdo relativa de bactérias totais do biofilme lingual de criangas intubadas em
UTI, higiene bucal, desfecho hospitalar, dias de hospitalizacdo, dias sob Ventilacdo

Mecénica Invasiva e Pneumonia Associada a Ventilacdo Mecéanica.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9986255/#ref23

20

2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Bactérias do biofilme lingual de criancas intubadas, PAV, dias de

hospitalizacéo e dias em ventilacdo mecéanica invasiva

O biofilme do dorso da lingua tem sido associado a infeccGes bacterianas, virais
e/ou fungicas em pacientes sob ventilagdo mecanica invasiva (VMI), pois atua como um
nicho consideravel de patdgenos respiratdrios (Tulio et al., 2018). Viana et al., (2023)
realizaram um estudo em que a presenca do biofilme lingual foi uma das alteragdes orais
mais frequentes em paciente de UTI fato esse que pode contribuir para complicacdes no
quadro sistémico do paciente devido a possibilidade de surgirem infec¢bes oportunistas
na boca possibilitando, em pacientes intubados, a translocacéo bacteriana do meio oral
para os pulmdes via tubo orotraqueal (Sands et al., 2017), podendo causar infec¢des
sistémicas graves como a Pneumonia Associada a Ventilacdo Mecanica (PAV) (Song et
al., 2023; Otsuji et al., 2019), repercutindo significativamente nos custos hospitalares,
nos dias de internagéo e dias em VMI (Mota et al., 2017; Anvisa 2017).

A relacdo entre a microbiota oral e a ocorréncia de infecgdes respiratorias como a
PAV em pacientes da Unidade de Terapia Intensiva tem sido demostrada em diversos
estudos como o de Souza et al., (2022). A PAV é uma infec¢do pulmonar hospitalar que
acomete pacientes em ventilacdo mecanica em Unidades de Terapia Intensiva. Sua
ocorréncia, segundo estudos, estaria relacionada a mudancas na composi¢cdo da
microbiota da cavidade oral durante a internagéo, além da possibilidade de colonizacéo
do tubo endotraqueal por bactérias comensais orais ou respiratorias que se deslocam para
as vias aéreas inferiores e aumentam o risco de PAV. Tais pesquisas mostram uma relacao
entre a microbiota oral e a PAV, esclarecendo que o tubo endotraqueal e o déficit de
higiene oral predispdem ao acimulo de coldnias bacterianas na cavidade oral, de modo
que alteracdes na flora da cavidade oral podem contribuir para desfechos pulmonares
(Souza et al., 2022).

Um maior tempo de exposi¢do a VMI e a diminuicdo das defesas do organismo,

também levam a um aumento do risco de contrair PAV de acordo com a pesquisa feita
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em pacientes adultos por Sousa et al., (2017). Os autores observaram que 0s patdgenos
presentes nos aspirados traqueais de pacientes intubados podem ser detectados em sua
cavidade oral, especialmente naqueles que desenvolveram PAV ou pneumonia por
aspiracdo confirmando a relacdo entre patégenos da microbiota oral, maior tempo de
exposicdo a VMI e PAV (Chomton et al., 2018; Cavalcante et al., 2020).

Entre pacientes de Unidade de Terapia Intensiva Pediatrica (UTIP), mudancas na
composicdo da microbiota da cavidade oral durante a internacdo levam a ocorréncia de
PAV que € a segunda infec¢do hospitalar mais comum, sendo responsavel por 7% a 32%
das infeccBes associadas aos cuidados de saude e 10% de todas as infec¢des relacionadas
com dispositivos pediatricos e, conforme Kohbodi; Rajasurya & Noor (2022),
geralmente, a taxa de pneumonia em UTIP é menor do que em UTI de adultos. Os autores
concluiram que os dados sobre bebés e criangas com PAV sdo limitados, portanto a maior
parte das informacdes séo de estudos em adultos sob VMI.

2.2 Patdgenos respiratorios

2.2.1 Pseudomonas aeruginosa

A Pseudomonas aeruginosa é um bastonete gram-negativo, aer6bio e nao
formador de esporos, capaz de causar uma variedade de infecgdes em hospedeiros
imunocompetentes e imunocomprometidos. Sua predilecdo por causar infec¢bes entre
hospedeiros imunocomprometidos, extrema versatilidade, resisténcia a antibioticos e uma
ampla gama de defesas dindmicas tornam-no um organismo extremamente desafiador
para o tratamento na medicina moderna. E comumente um patégeno oportunista e
também uma causa importante de infecgdes nosocomiais em pacientes intubados
internados em UTI, como pneumonia associada a ventilagdo mecénica (PAV)
(Lichtenberg et al., 2022, Mulcahy, Isabella & Lewis, 2014).

A capacidade das bactérias Pseudomonas aeruginosa de formar biofilme também
€ um mecanismo importante com o qual pode aumentar a resisténcia aos antibioticos e
resistir as defesas do hospedeiro (Wilson & Pandey, 2023). O biofilme é uma arquitetura

construida principalmente por substancias poliméricas extracelulares autogénicas que
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funcionam como um andaime para envolver as bactérias juntas em superficies e protegé-
las de estresses ambientais, impedir a fagocitose e, assim, conferir a capacidade de

colonizacdo e persisténcia a longo prazo (Thi et al., 2020).

A Pseudomonas aeruginosa foi mencionada diversas vezes com relagdo ao seu
potencial infeccioso e resisténcia microbiana, destacando-se entre os patdgenos mais
recorrentes em UTI Pediatrica (Rosa et al., 2021; Gima et al., 2020), sendo dificil de
tratar, com taxas de morbidade e mortalidade de até 40% (Lichtenberg et al., 2022)
constituindo uma ameaca desafiadora para os sistemas de satde (Halat et al., 2022). Deve
sua versatilidade patogénica a um grande arsenal de fatores de viruléncia secretados e
associados a células que permitem a esse patdgeno colonizar varios nichos dentro dos

hospedeiros e protegé-los das suas defesas imunes inatas (Wood et al., 2023).

2.2.2 Kleibsiela pneumoniae

A Klebsiella pneumoniae é uma espécie de bactéria gram-negativa, encapsulada,
anaerdbia facultativa em forma de bastonete, normalmente coloniza as superficies
mucosas humanas da orofaringe e do trato gastrointestinal. Uma vez que a bactéria entra
no corpo, ela pode apresentar altos graus de viruléncia e resisténcia a antibioticos (Ashurst
& Dawson, 2023). E uma bactéria notéria na pratica clinica (Dai; Hu, 2022) sendo bem
conhecido como um patégeno oportunista que pode causar infec¢cGes humanas invasivas,
como bacteremia. Além disso, Klebsiella pneumoniae é a segunda causa mais comum de
bacteremia gram-negativa, apos Escherichia coli (E. coli) (Cubero et al., 2018 ; Hyun et
al., 2018 ). A taxa de mortalidade relatada de KP variou amplamente de 11% a 81%. na
maioria dos estudos (Falcone et al., 2020 ; Balkan et al., 2021 ; Meng et al., 2022).

Tornou-se uma das principais causas de infecbes nosocomiais respiratorias
causando infeccbes disseminadas como a pneumonia adquirida em hospital (Paczosa;
Mecsas, 2016), com uma taxa de mortalidade crescente, particularmente em individuos
imunocomprometidos, recém-nascidos e idosos (Glass, 2016). A Klebsiella pneumoniae
¢ um organismo identificado como uma ameaga urgente a saude humana pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), os European Center for Disease Prevention and
Control (ECDC) e o Public Health England (PHE), devido ao seu facil contagio entre

seres humanos, a sua viruléncia, aumento da resisténcia aos antibiéticos e a sua ampla


https://pt.wikipedia.org/wiki/Esp%C3%A9cie
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https://pt.wikipedia.org/wiki/Gram-negativa
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC10159367/#B9
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distribuicdo geografica (Glass, 2016). Esta também faz parte do acronimo ESKAPE que
compreende os nomes cientificos de seis patdgenos bacterianos altamente virulentos e
resistentes a antibidticos, incluindo: Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, K.
pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter spp
(Mulani et al., 2019).

Pode colonizar sobre ou dentro dos hospedeiros, acompanhadas de crescimento e
reproducdo dos organismos, mas nenhum sintoma clinico é apresentado. Bactérias
patogénicas colonizadas causam infeccdes relacionadas a assisténcia a salde em
momentos de reducdo da imunidade do hospedeiro, 0 que € uma importante causa de
ocorréncia clinica de complicacdes poOs-operatorias e aumento da mortalidade em
pacientes internados em UTI (Chen et al., 2023), uma vez que muitos estudos relataram
que 0 ambiente hospitalar pode ser um meio para a transmisséo

de patdgenos aos pacientes (Facciola et al., 2019)

Estudos tem mostrado que em UT]I Pediatrica, a colonizacdo oral por patdgenos
oportunistas dentre eles a Klebsiella pneumoniae tem sido significativamente maior em
pacientes com ventilagdo mecanica em comparacdo com aqueles em ventilacdo
espontanea (p <0,05) (Pinheiro et al., 2021) mostrando ainda que pacientes da UTIP estéo
suscetiveis a colonizacdo por patdgenos respiratorios e oportunistas desde as primeiras
horas de internacdo (Pinheiro et al., 2021; Tulio et al., 2018)

2.3 Protocolo de Higiene Bucal em Unidade de Terapia Intensiva

Nos pacientes internados em Unidade de Terapia Intensiva (UTI) sob ventilacéo
mecénica invasiva (VMI), o biofilme do dorso da lingua tem sido associado a infec¢des
bacterianas, virais e/ou fangicas, pois atua como um nicho consideravel de patégenos
respiratdrios (Tulio et al., 2018), possibilitando a translocacdo bacteriana do meio oral
para os pulmdes via tubo orotraqueal (Sands et al., 2017). A colonizacdo da microbiota
oral normalmente acontece a partir de 48 horas apés a intubacdo (Zhao et al., 2020) e
podem estar relacionadas a higienizacao bucal inadequada (Simdes et al., 2020; Tulio et
al., 2018).


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/hospital
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/pathogen
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A higiene bucal deficiente e a falta de eliminacdo mecanica levam a proliferacdo
e ao acumulo de biofilme resultando na colonizagéo, que ocorre por diversos mecanismos.
As secrecdes orais e as bactérias da placa dental possuem enzimas e citocinas que alteram
a superficie do endotélio de forma que esteja mais susceptivel a adesdo e colonizagao por
patdgenos respiratdrios. Além disso, hd uma dificuldade na inspecdo da cavidade oral e 0
acesso a higiene oral por conta do tubo orotraqueal aumentando o risco de infeccdo do

trato respiratdrio inferior nos individuos suscetiveis (Prasad, Daly, Manley, 2019)

A implementacdo de um Protocolo de Higiene Bucal em pacientes intubados é de
fundamental importancia para diminuir o acimulo desse biofilme, reduzindo as chances
de desenvolvimento de PAV (Cordeiro et al., 2022). Pesquisas tem mostrado que o
digluconato de clorexidina 0,12%, tem sido utilizado com eficacia no pacote de cuidados
em UTI Pediatrica na prevencdo da PAV (de Neef et al., 2019), bem como no controle
do biofilme oral sendo considerado padrdo ouro na limpeza bucal por se tratar de um
antisséptico com amplo espectro (Barros, 2019; Melo et al., 2019). Uma meta-analise
incluindo 11 estudos randomizados abrangendo 1.769 pacientes relatou uma reducao
significativa do risco de PAV em pacientes com higienizacdo com clorexidina (Lee et al.,
2019).

Corroborando ainda com esses achados, o estudo realizado por De Cristofano et
al., (2016) em UTI Pediatrica mostrou que a implementacdo durante um periodo de 2
anos de um pacote de prevencao de PAV que incluia higiene oral com clorexidinaa 0,12%
foi associada a uma taxa de reducdo em PAV de 25%. Cordeiro et al., (2022) defendem
que a higienizacdo da cavidade oral se mostra eficaz na reducdo de incidéncia da PAV,
sendo 0 método mais utilizado a limpeza quimica com clorexidina em concentragdes
variando de 0,12% a 2%.

Por outro lado, Karakaya et al., (2022), concluiram gque o uso de clorexidina em
baixa concentragdo ndo traz beneficios em termos de desenvolvimento de PAV em
criangas criticamente doentes com bactérias multirresistentes, o que também é defendido
por Klompas et al., (2022). Com o objetivo de destacar recomendacdes praticas para
ajudar os hospitais de cuidados intensivos, Klompas et al., (2022) ndo recomendam o uso
da clorexidina nos cuidados orais de adultos, criangas, e recém-nascidos, uma vez que, 0S

autores observaram que executar a higiene bucal diaria com escovacdo dos dentes, mas
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sem clorexidina, estava associada a taxas de PAV significativamente mais baixas. Dessa
forma, faz-se necessario realizar cuidados preventivos e curativo em UTI adulto e

pediatrica (Diamantino et al., 2020)

O Protocolo de Higiene Bucal tem por objetivo o controle de biofilme bucal,
hidratagdo dos tecidos intrabucal e peribucal, profilaxia de Infeccdo Associada a
Assisténcia (IAS), implementacdo do Bundle de PAV e humanizacdo do cuidado ao
paciente critico, sendo a execucdo realizada por técnico de enfermagem, a cada 8 horas,

sob superviséo de cirurgido-dentista. (AMIB, 2014).



26

3. CAPITULOI

Quantificacao relativa de Pseudomonas aeruginosa e Kleibsiela pneumoniae no
biofilme lingual de criancas sob ventilacdo mecéanica invasiva e sua associacdo com
desfecho hospitalar em Unidade de Terapia Intensiva

Artigo cientifico submetido Brazilian Oral Research

RESUMO

Objetivo: Investigar a associacdo entre a quantidade de patégenos Pseudomonas
aeruginosa e Klebsiella pneumoniae no biofilme lingual de criancas sob ventilacdo
mecanica invasiva e desfecho hospitalar (alta e 6bito) em UTI Pediatrica. Desenho e
Métodos: Coorte conduzida com 24 pacientes em VMI, ambos sexos, com idade de 1 a
144 meses. Coleta do biofilme lingual ocorreu: no momento da intubacédo (T1) e 48 horas
depois da primeira coleta (T2). Foi realizada extracdo do DNA das amostras e, para
deteccdo do DNA das bactérias especificas, foram utilizados primers bacterianos para
Pseudomonas aeruginosa e para Klebsiella pneumoniae. A deteccdo quantitativa das
bactérias foi obtida pelo qPCR (Reacdo em Cadeia de Polimerase) em Tempo Real, com
0 uso do reagente Syber Green no equipamento StepOne. Os testes Qui-quadrado ou exato
de Fisher, teste McNemar e teste Mann-Whitney foram empregados a nivel de
significancia de 5% para analisar associac¢des entre a quantificacdo relativa, por meio do
AACt (delta delta Ct), que € a diferenga entre ACtT2 e ACtT1, e os desfechos hospitalares.
Resultados: A quantidade das bactérias Pseudomonas aeruginosas e Klebsiella
pneumoniae no biofilme lingual das criangas sob VMI nédo apresentaram diferencas
significativas entre os grupos alta e oObito. Observou-se que em T2, o percentual de
Pseudomonas aeruginosa presentes no biofilme lingual dos pacientes que foram a dbito
foi estatisticamente mais elevado que nos pacientes que receberam alta hospitalar (90%
versus 40%; P = 0,033), mesmo depois de ajustados para os demais fatores de confusao
(OR ajustado = 39,2% ; 1C95% = 1,07-1485; P = 0,048). Conclusdo: A presenca da
Pseudomonas aeruginosa no biofilme lingual de criancas sob VMI parece mais
importante do que a sua quantidade para associagdo com o6bito em UTI Pediatrica.

ImplicacOes praticas: Contribui¢fes para cuidados de saude, salientando a importancia
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de estudos focados na presenga bacteriana no biofilme lingual de criangas sob VMI em

UTI Pediatrica para tracar estratégias de saude publica visando seu controle.

Palavras chave: Biofilme, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, UTI
Pediatrica, Ventilagdo Mecanica.
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INTRODUCAO

O biofilme do dorso da lingua de pacientes internados em Unidade de Terapia
Intensiva (UTI) sob ventilagcdo mecanica invasiva (VMI), tem sido associado a infec¢bes
bacterianas, virais e/ou flngicas, pois atua como um nicho consideravel de patégenos
respiratorios e oportunistas (Tulio et al., 2018; Pinheiro et al. 2021), possibilitando assim
a translocacao bacteriana do meio oral para os pulmdes via tubo orotraqueal (Cordeiro et
al., 2022).

A VMI é uma das intervenc¢des mais comuns nas UTIs (Oliveira & Cardoso, 2023)
sendo um recurso terapéutico artificial utilizado na UTI Pediatrica, com a finalidade de
equilibrio da ventilagdo e/ou oxigenacdo, podendo ser realizada através de intubacédo
orotraqueal (Costa et al., 2021). Nos pacientes em VMI, alteragdes na microbiota oral por
microorganismos patogénicos normalmente acontecem a partir de 48 horas ap6s a
intubacdo podendo causar infeccBes respiratérias como a pneumonia associada a
ventilacdo mecanica (PAV) (Zhao et al., 2020).

Os principais patdégenos envolvidos incluem bactérias gram-negativas
multirresistentes tais como Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae (Kohbodi
et al., 2022). Estudos tem mostrado que a falha no sistema de defesa do organismo dos
pacientes em VMI na eliminacdo desses microrganismos infectantes, favorece a sua
multiplicagdo no biofilme oral (Keane; Martin-Loeches, 2019), de forma que pacientes
infectados por esses patdgenos multirresistentes tem os piores desfechos com maior
mortalidade (Oliveira et al., 2023; Huang et al., 2023; Carvalho et al., 2021).

Dessa forma, faz-se necessario reforcar a importancia de estudos focados na
quantificacdo bacteriana no biofilme lingual de criancas sob VMI para tragar estratégias
de satde publica visando seu controle. A hipétese deste artigo € que a frequéncia dos
patdgenos Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae no biofilme lingual de
criangas sob ventilagdo mecénica invasiva podem variar de acordo com desfechos

hospitalares em UTI Pediatrica.
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Diante de poucos estudos em criancas sob VMI sobre a quantificagdo de
Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae no biofilme lingual e desfecho
hospitalar em UTI, foi proposta a realizacdo desde estudo com o objetivo investigar a
associacdo entre a quantidade de patdgenos Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella
pneumoniae no biofilme lingual de criangas sob VMI e desfecho hospitalar (alta e 6bito)

em UTI Pediatrica.
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MATERIAL E METODOS
Delineamento do estudo e Tipo de amostra

Um estudo tipo coorte de curto prazo foi realizado de margo a dezembro do ano
de 2019, com amostra de conveniéncia na Unidade de Terapia Intensiva Pediatrica (UTIP)
do Hospital Universitario da Universidade Federal do Maranh&o - Unidade Materno
Infantil (HUUFMA-UMI), Séo Luis, Maranhao, Brasil.

Selecdo da amostra

Foram incluidas criancas de ambos 0s sexos, com idade de 1 a 144 meses que
estavam em ventilagdo mecanica invasiva (VMI) e que ao darem entrada na UTIP foram
intubados. Os critérios de exclusdo adotados foram: pacientes com episédio prévio de
aspiracdo do contetido gastrico, com doenca pulmonar obstrutiva crénica, portadores do
virus da sindrome da imunodeficiéncia adquirida, com pneumonia comunitaria e
transplantados de 6rgdos. Também foram excluidos os participantes que tiveram alta ou
Obito, em periodo inferior a 48 horas ap6s a intubacdo, bem como 0s casos ndo

autorizados pela equipe médica devido a debilidade do paciente.

Desse modo, do total dos 217 pacientes internados durante o periodo da coleta do
biofilme lingual (marco a dezembro de 2019) na UTI Pediatrica do HUUFMA-UMI, foi

obtida a amostra final de 24 criancas, todas em VMI.

Dados de estudo

O tipo de denticdo (ausente, decidua, mista e permanente), frequéncia de
alteracbes orais (carie dental; alteracOes periodontais; Ulcera oral) e higiene oral
(satisfatoria= auséncia de biofilme lingual visivel; insatisfatoria= presenca de biofilme
lingual visivel) foram obtidos durante o exame clinico no tempo 1 (T1) por serem dados
priméarios. Dados secundarios foram obtidos nos prontuérios, a especificar: idade (1 a 99
meses; 100 a 144 meses), sexo (feminino; masculino), tempo de internacgdo (6 a 20 dias;
21 a 40 dias; 41 a 69 dias), tempo de Ventilagdo Mecéanica Invasiva (2 a 10 dias; 11 a 20

dias; 21 a 35 dias) e desfecho do periodo de internagéo (alta; obito).



31

Coleta de biofilme lingual

O biofilme foi coletado (de marco a dezembro de 2019) do dorso da lingua das
criancas em VMI em dois momentos: no momento da intubagédo (T1) e 48 horas depois
da primeira coleta (T2). Foi utilizado swab estéril sendo este friccionado no dorso da
lingua de cada paciente e, logo em seguida, foi acondicionado em tubo do tipo Falcon de
15ml estéril contendo 3mL de solu¢do TNE [17 mM Tris/HCI (pH 8.0), 50 mM NaCl e 7
mM EDTA] diluidos em etanol 66% (Aidar & Line 2007). A primeira coleta do biofilme
lingual ocorreu no momento da intubacdo, antes da execucdo do Protocolo de Higiene
Bucal adotado na UMI — HUUFMA, e a segunda coleta do biofilme (48 horas depois da
primeira). Foram obtidas 48 amostras de biofilme lingual que ficaram armazenadas em

freezer -20° até a extracdo do DNA bacteriano do material biolégico coletado.

Higiene Bucal dos participantes

Os participantes foram inseridos na rotina de cuidados por meio do Protocolo de
Higiene Bucal (adotado na UMI — HUUFMA) definido pelo Departamento de
Odontologia da Associagdo de Medicina Intensiva Brasileira (AMIB) em 2011 (Amib
2014). Foi respeitada a rotina do Hospital na qual a equipe de técnicos de enfermagem
treinadas e sob a supervisao do cirurgido dentista realizam trés vezes ao dia a higiene oral
dos paciente em VMI, utilizando solucdo aquosa de digluconato de clorexidina a 0,12%,

com o auxilio de espatula de madeira (abaixador de lingua) e compressas de gaze.

As etapas iniciais (ndo laboratoriais) da pesquisa estéo ilustradas na Figura 1.
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Momento da Intubagdo (T1)

Amostra , " .
. Exame clinico e Obtencdo dos dados primarios

24 criangas em VMI o .
12 Coleta do biofilme lingual

48 horas apos a primeira

Inicio do Protocolo de Higiene coleta (T2) Obtengdo dos dados

Bucal nas criangas em VMI e _ secundarios nos prontudrios
2a Coleta do biofilme lingual

Figura 1. Fluxograma das etapas iniciais (ndo laboratoriais) da pesquisa.

Extracdo do DNA das amostras coletadas nos dois momentos (T1 e T2)

A extracdao de DNA foi realizada como descrito pelo manual de uso do PureLink™
Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA), seguindo as instrugdes do fabricante. O DNA extraido foi
submetido a uma dosagem no espectrofotbmetro Nanodrop Lite (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) para avaliacdo da sua concentracdo e integridade. Todo

0 material ficou congelado em freezer -20°.

Deteccéo e Quantificacdo por Reagdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (-
PCR)

Foi utilizado um par de primer bacteriano universal 16S (5-
TCCTACGGGAGGCAGCAGT- 3" e GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTT) para
deteccdo do DNA das bactérias totais presentes nas amostras bioldgicas. (Hortz et al.,
2005; Zucol et al, 2006). Os primers especificos foram: 5'-
GTTAGAAAAGGAAAAGTATG-3' e 5-TGCTGCAACGACTTGTTAG-3 para
Pseudomonas aeruginosas (Hanson et al., 2006) e 5-TGA CCC TGA GCG GCG AAA
GC-3'e5-CAC AGC GGC AGC AAG AAA GC-3'paraKlebsiella pneumoniae (Kitchel
et al., 2009). A gPCR (Reacdo em Cadeia de Polimerase) em Tempo Real permitiu a
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quantificacdo relativa (que analisa as alteracfes da expressdo ou abundéncia génica
bacteriana de um determinado momento em relacdo a outro) das bactérias detectadas e
amplificadas em cada ciclo da reacdo. (Hortz et al., 2005; Zucol et al., 2006). Foram
utilizadas placas de 48 pogos com 20 pL de uma solucdo contendo 10 pL do reagente
Syber Green PCR Master Mix (corante responsavel por ligacdes altamente especifica ao
DNA dupla-fita, para detectar o produto da PCR conforme ele se acumula durante os
ciclos da reacdo) (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA), 1 pyL do primer F, 1
pL do primer R, 7 puL de &gua e 1 pL de DNA da amostra. Em seguida, a placa foi
inserida no equipamento StepOne (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA) onde
ocorreram os ciclos da reacao. O ciclo consistiu em uma desnaturacao inicial a 95°C por
3 min, seguido por 45 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 15s, anelamento a 54°C por 15s
e extensdo a 72°C por 30s. A curva Ct (threshold cycle) indica o nimero do ciclo
fracionario em que a quantidade de alvo amplificado atinge um limiar fixo (Hortz et al.,
2005). Os niveis de Ct sdo inversamente proporcionais a quantidade de acido nucleico
alvo na amostra (ou seja, quanto mais baixo o nivel Ct, maior é a quantidade de acido
nucleico/mais bactérias). O ACt (delta Ct) consiste na diferenca de expressao entre o alvo
e o controle da amostra (média de Pseudomonas aeruginosas ou Klebsiella pneumoniae
— média do primer bacteriano universal 16S) sendo que o ACt positivo indica menos
bactérias e o ACt negativo, maior quantidade de bactérias. Os resultados foram analisados
com base no método de quantifica¢do dos dados da qPCR, o AACt (delta delta Ct), que é
a diferenca entre ACtT2 e ACtT1, resultando na variagdo quantitativa das bactérias de
cada amostra. (Livak, Schmittgent 2001). Todas as amostras do material bioldgico foram

processadas em triplicata.

Anélise estatistica

A analise de dados foi realizada utilizando os recursos dos softwares GraphPad
Prism versdo 10.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, USA) e R statistical package
versdo 4 (R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria). Inicialmente, a
estatistica descritiva foi realizada utilizando medidas de frequéncia absoluta, relativa,
média e desvio-padréo (+dp). A dependéncia da distribuicdo entre as varidveis categoricas

foi avaliada com os testes Qui-quadrado ou exato de Fisher. O teste McNemar foi
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utilizado para verificar a presenca/ausente de cada patégeno nos dois tempos de estudo.
O teste Mann-Whitney foi utilizando para comparar a quantidade do patdgenos entre 0s
grupos de desfecho hospitalar (alta e 6bito). Além disso, um modelo de regresséo logistica
foi utilizado para estimar a associa¢do da presenca dos patdgenos com a ocorréncia de
Obito, ajustada para os fatores idade e tempo de sob ventilacdo mecanica. Este modelo
estimou as medidas do Odds ratio ajustado (ORajustado) € respectivo intervalo de confianca
a 95% (IC95%). O nivel de significancia adotado foi de 5% (P <0,05).

Consideracdes Eticas

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
Universitario da Universidade Federal do Maranhdo - HUUFMA (CAAE:
65013316.7.0000.5086). Os pais ou responsaveis legais das criangas envolvidas foram
informados do carater do estudo ¢ assinaram a um “Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido” para permitir a participacao dos seus filhos na pesquisa.
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A Tabela 1 apresenta a descricdo geral da amostra. A maior parte das criangas

apresentava idade até 24 meses (58,3%). A média do tempo de internagdo e tempo sob

ventilagdo mecénica foi de, respectivamente, 22,7 £16,4 e 12,2 £8,8 dias. 37,5% néo

apresentavam dentes erupcionados, a presenca de alteracfes na mucosa oral foi baixa na

amostra (<15%) e 58,3% dos pacientes apresentaram higiene oral insatisfatoria.

Tabela 1. Distribuicao das variaveis de caracterizacdo geral dos pacientes incluidos.

Variaveis meédia +dp N (%)
Dados demogréficos
Sexo
Feminino 9 (37,5)
Masculino 15 (62,5)
Faixa etaria
Até 24 meses 14 (58,3)
Mais que 24 meses 10 (41,7
Dados hospitalares
Tempo de internacgdo (em dias) 22,7 +16,4
Tempo em ventilagdo mecanica (em dias) 12,2 18,8
Dados de saude oral
Tipo de denticédo
Ausente 9 (37,5)
Decidua 7 (29,2)
Mista 7 (29,2)
Permanente 1 (4,1)
Frequéncia de alteracdes orais
Alteracdo periodontal
Né&o 22 (91,7)
Sim 2 (8,3)

Cérie dental



Né&o
Sim
Ulcera oral
Né&o
Sim
Avaliacao de higiene oral
Satisfatéria (auséncia de biofilme
lingual visivel)
Insatisfatoria (presenca de biofilme
lingual visivel)
Desfecho do periodo de internagdo
Alta
Obito

21

21

10

14

15

(87,5)
(12,5)

(87,5)
(12,5)

(41,7)

(58,3)

(62,5)
(37,5)

36

+dp = desvio-padrao.

A Tabela 2 analisa a associacdo entre a presenca dos patdgenos avaliados nos

tempos de estudo com a presenca ou auséncia de sinal clinico de biofilme lingual visivel.

N&o se observou associacOes significantes entre a presenca dos patdgenos nos tempos

avaliados com a presenca ou auséncia de biofilme lingual visivel na amostra estudada.

Tabela 2. Associacdo entre a presenca dos patégenos nos tempos de estudo com a

presenca ou auséncia de biofilme lingual visivel.

Biofilme lingual

Auséncia de Presenca de
Variaveis biofilme lingual biofilme lingual P
visivel visivel
n (%) n (%)
Pseudomonas aeruginosa (T1) 0,104
Ausente 2 (20,0) 8 (57,1)
Presente 8 (80,0) 6 (42,9)
Pseudomonas aeruginosa (T2) 0,678



Ausente 3 (30,0)

Presente 7 (70,0)
Klebsiella pneumoniae (T1)

Ausente 5 (50,0)

Presente 5 (50,0)
Klebsiella pneumoniae (T2)

Ausente 8 (80,0)

Presente 2 (20,0)

6 (42,9)
8 (57,1)

9 (64,3)
5 (35,7)

6 (42,9)
8 (57,1)

0,484

0,104
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Teste qui-quadrado ou exato de Fisher. *Diferencas significantes (P <0,05).

Na Figura 2 observa-se a associacdo da presenca dos patégenos Pseudomonas

aeruginosa e Klebsiella pneumoniae no biofilme lingual de criangas sob VMI com

desfecho hospitalar alta (15 pacientes) e ébito (9 pacientes) dentro dos tempos de estudo

T1(A,C)e T2 (B,D), revelando que em T2 (B), o percentual de Pseudomonas aeruginosa

presentes no biofilme lingual dos pacientes que foram a 6bito foi estatisticamente mais

elevado que nos pacientes que receberam alta hospitalar (90% versus 40%; P = 0,033).
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Figura 2. Associacdo da presenca da Pseudomonas aeruginosa e Kilebsiella
pneumoniae no biofilme lingual das crian¢as sob VMI nos dois tempos da coleta T1

(A, C) e T2 (B, D) com desfecho hospitalar (alta e 6bito). Teste qui-quadrado ou exato
de Fisher.

Quanto analisada a quantidade dos patogenos no biofilme lingual das criancas
sob VMI, nédo foram identificadas diferencas significativas entre os grupos (Figura 3),
uma vez que ndo variou a quantidade de bactérias (Pseudomonas aeruginosas e Klebsiella
pneumoniae) quanto ao desfecho alta ou ébito.
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Figura 3. Analise comparativo da quantidade de patdgenos Pseudomonas aeruginosa
(A) e Klebsiella pneumoniae (B) entre os desfechos hospitalares alta e 6bito. Teste
Mann-Whitney.

Por fim, a analise de regressao logistica multivariada, ilustrada na Figura 4, da
associacao da presenca dos patdgenos no biofilme lingual de criangas intubadas, ajustada
para idade e tempo de sob VMI sobre a ocorréncia de 6bito, reforcou que a presenca de
Pseudomonas aeruginosa no biofilme lingual em T2 foi associada com o desfecho dbito
mesmo depois de ajustados para os demais fatores de confusdo (OR ajustado = 39,2% ;
IC95% = 1,07-1485; P = 0,048).
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Desfecho Obito
Pseudomonas aeruginosa (T1)- I—O—-—i
Pseudomonas aeruginosa (T2)- *—0—|
Klebsiella pneumoniae (T1])- "'—0—|
Klebsiella pneumoniae (T2)- l—‘—i
1 I l 1 1 1 1
@Q\ @\ N NS ,\@Q\Q@Q

Odds ratio ajustada (IC95%)

Figura 4. Regressdo logistica multivariada da associacdo da presenca dos patogenos
ajustada para idade e tempo de sob VMI sobre a ocorréncia de 6bito na amostra

avaliada.
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DISCUSSAO

Esta investigacdo traz contribuicGes para os cuidados em saude oral, salientando
a importancia de realizar estudos abrangentes focados na presenca e quantificacdo
bacteriana no biofilme lingual de criancas sob VMI a fim de tragar estratégias de salde

publica visando seu controle em UTI Pediétrica.

No presente estudo, as 24 criancas internadas na UTI Pediatrica, tiveram a média
do tempo de internacdo e tempo sob ventilacdo mecénica de, respectivamente, 22,7 +16,4
e 12,2 +8,8 dias mostrando resultado similar ao de pesquisas em que 0 tempo de
internacdo foi menor ou igual a 30 dias (57,6%) e o tempo de ventilacdo mecanica em
torno de 15 dias (74,6%) (Ndbrega et al., 2021; Durdes et al., 2023)

Ao testar a associacdo entre a presenca dos patdgenos avaliados nos tempos de
estudo com a presenca ou auséncia de sinal clinico de biofilme lingual visivel ndo se
observou associacgdes significantes na presente pesquisa, apesar de ter sido detectada a
presenca de patdgenos respiratorios mesmo em casos de auséncia de sinal clinico de
biofilme lingual visivel. Tal informago torna-se relevante, porque o biofilme consiste em
uma arquitetura construida principalmente por substancias poliméricas extracelulares
autogénicas que funcionam como uma estrutura para envolver as bactérias em superficies
e protegé-las de estresses ambientais, impedindo a fagocitose e conferindo assim a
capacidade de colonizacdo e persisténcia a longo prazo (Thi et al., 2020).

Destaca-se que nas infecgOes relacionadas a ambiente hospitalar com presenca
de patdgenos no biofilme oral de pacientes usando tubo orotraqueal, as bactérias podem
subsequentemente sofrer dispersdo, permitindo que suas formas planctonicas causem
potencialmente infeccdo disseminada (Maurice, Bedi & Sadikot, 2018) como a
pneumonia associada a ventilagdo mecanica (PAV) cuja taxa de ocorréncia chegou a
33,3% dos paciente que estavam sob uso de aparelhos de ventilagdo mecénica orotraqueal
(Sousa, Costa & Prado, 2023).

A associacdo da presenca dos patdgenos Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella
pneumoniae no biofilme lingual de criancas sob VMI com desfecho hospitalar alta (15
pacientes) e 6bito (9 pacientes) dentro dos tempos de estudo (T1 e T2), revelou que em

T2, 0 percentual de Pseudomonas aeruginosa presentes no biofilme lingual dos pacientes
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que foram a Gbito foi estatisticamente mais elevado que nos pacientes que receberam alta
hospitalar (90% versus 40%; P = 0,033). Pseudomonas aeruginosa € um importante
patdgeno agente de infeccdes respitarorias em UTI Pediatrica (Rosa et al., 2021) sendo
dificil de tratar e constitui uma ameaca desafiadora para os sistemas de satde (Halat et
al., 2022) com taxas de morbidade e mortalidade de até 40% (Wood et al., 2023).

A presenca de microrganismos identificados como causadores de infeccdo
respiratoria foi associada com a taxa de Obitos dos pacientes intubados na UTI Adulto,
sendo que a Pseudomonas aeruginosa aumentou gradativamente sua resisténcia com o
tempo (Miléo, 2019). Patbgenos multirresistentes em pacientes infectados levam aos
piores desfechos quando comparados com pacientes infectados por cepas sensiveis
levando a ventilagdo mecanica prolongada, tempo prolongado de internacdo na UTI e
maior mortalidade (Oliveira et al., 2023).

No presente estudo, quando analisada a quantidade dos patégenos no biofilme
lingual das criangas sob VMI, ndo foram identificadas diferencas significativas entre os
grupos alta (15 pacientes) e 6bito (9 pacientes), uma vez que ndo variou a quantidade de
bactérias Pseudomonas aeruginosas (p=0,715) e Klebsiella pneumoniae (p=0,261)
quanto ao desfecho hospitalar. Sabe-se que o desfecho 6bito possui inimeros fatores
envolvidos e que devem ser estudados detalhadamente como a idade do paciente, doenca
de base, resisténcia bacteriana, condi¢fes hospitalares, dentre outros, para que possa se
estabelecer uma relacdo mais detalhada do que realmente leva o paciente ao dbito (Miléo,
2019).

Ao se realizar a andlise de regressdo logistica multivariada, da associacdo da
presenca dos patdgenos no biofilme lingual de criancas intubadas, ajustada para idade e
tempo de sob VMI sobre a ocorréncia de 6bito, ratificou que a presenca de Pseudomonas
aeruginosa no biofilme lingual em T2 foi associada com o desfecho 6bito mesmo depois
de ajustados para os demais fatores de confusdo (OR ajustado = 39,2% ; 1C95% = 1,07-
1485; P = 0,048). O estudo conduzido em trés unidades de terapia intensiva (UTI) do
Centro Médico Infantil, mostrou mortalidade hospitalar por infeccdo por Pseudomonas
aeruginosa de 6,2% (Huang et al., 2023). Portanto, faz-se necessario o desenvolvimento
de estratégias de controle e reducdo da presenca desses patdgenos a fim de prevenir

infeccdes respiratdrias graves (Muntaz et al. 2023).
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No presente estudo foram realizadas duas coletas do biofilme lingual em um
unico grupo de estudo sendo que nao foram identificadas diferencas significativas entre
0s grupos quanto ao desfecho alta ou 6bito e a quantidade dos patdgenos Pseudomonas
aeruginosa (p=0,715) e Klebsiella pneumoniae (p=0,261). Porém, o percentual de
Pseudomonas aeruginosa presentes no biofilme lingual dos pacientes que foram a dbito
foi estatisticamente mais elevado que nos pacientes que receberam alta hospitalar (90%
versus 40%; P = 0,033). Desse modo, a presenca de Pseudomonas aeruginosa parece
mais importante do que a sua quantidade para a associacdo com 6bito, sendo um dado
relevante, uma vez que a invasao bacteriana, especialmente por Klebsiella pneumoniae e
Pseudomonas aeruginosa, no trato respiratorio inferior € capaz de provocar infeccdes
respiratorias, na maioria dos casos, por meio da aspiracdo do contetudo da orofaringe,
colaborado pela falha no sistema de defesa do organismo na eliminagdo de
microrganismos infectantes (Keane & Martin-Loeches, 2019).

O ponto forte deste estudo esta na realizacdo da técnica PCR que oferece um
beneficio importante, uma vez que permite a quantificacdo relativa (que analisa as
alteracdes da expressdo ou abundancia génica bacteriana de um determinado momento
em relacéo a outro) de qualquer tipo de DNA bacteriano presente numa amostra (Bankur
et al., 2014; Horz et al., 2005; Drancourt et al., 2000; Wilson et al., 1990). Esta
investigacdo traz contribuicdes para os cuidados de saude, salientando a importancia de
estudos focados na quantificagéo bacteriana do biofilme lingual de criangas sob VMI para
tracar estratégias de salde publica visando seu controle.
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CONCLUSAO

Foi possivel observar que a presenca de Pseudomonas aeruginosa no biofilme
lingual de criancas sob Ventilacdo Mecanica Invasiva parece mais importante do que a

sua quantidade para associa¢do com obito em UTI Pediétrica.
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4, CAPITULO II

Quantificacao relativa de bactérias totais no biofilme lingual de criancas intubadas
em Unidade de Terapia Intensiva, higiene bucal, desfecho hospitalar, dias de
hospitalizacéo, dias sob ventilacdo mecéanica invasiva e Pneumonia Associada a

Ventilacdo Mecanica: existe associacao?

Artigo cientifico submetido no Journal of Child Health Care

RESUMO

Objetivo: Investigar se existe associacdo entre quantificacdo relativa de bactérias totais
do biofilme lingual de criancas intubadas em UT]I, higiene bucal, desfecho hospitalar, dias
de hospitalizacdo, dias sob Ventilacdo Mecéanica Invasiva e Pneumonia Associada a
Ventilacdo Mecéanica. Desenho e Métodos: Coorte conduzida com 24 pacientes em VMI,
ambos sexos e idade de 1 a 144 meses. Coleta do biofilme lingual ocorreu: no momento
da intubacdo (T1) e 48 horas depois da primeira coleta (T2). Foi realizada extracéo do
DNA das amostras e utilizado um par de primer bacteriano universal 16S para deteccao
do DNA das bactérias totais presentes nessa amostra por meio da qPCR (Reacdo da
Cadeia de Polimerase) em Tempo Real. O teste T pareado foi usado para a analise
comparativa entre os tempos de coleta do biofilme (T1 e T2) e teste T independente para
a analise comparativa do biofilme no mesmo tempo entre as categorias de indicadores
hospitalares (presenca de PAV, dias de hospitalizacdo e dias em VMI). O nivel de
significancia a 5% foi adotado para todos os testes. Resultados: Observou-se que houve
significativa diminuicdo na quantificacdo de patogenos do biofilme lingual (maior Ct =
menor quantidade de bactérias) entre os dois tempos de estudo (Ct T1= 25,15+6,17 e
CtT2=27,2315,61), apos a execucdo do protocolo de Higiene Bucal, utilizando solugdo
aquosa de digluconato de clorexidina a 0,12%, com o auxilio de espatula de madeira
(abaixador de lingua) e compressas de gaze. Por meio da quantificacdo relativa através
do método AACt (delta delta Ct), observa-se menor expressdo relativa de bactérias totais
nas criangas que tiveram alta (73.093) que aquelas que vieram a Obito (114.380),
revelando tendéncia destas Ultimas apresentarem maior colonizacao de bactérias totais no

biofilme lingual, apesar de ndo haver diferenca significativa entre os grupos (p>0,05,
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Teste de Mann-Whitney). Nao houve diferenca significante entre ACt e dias de
hospitalizacao (r = -0,279; P = 0,185), porém mostrou diferenca estatistica na correlacao
negativa entre ACt ¢ quantidade de dias em VMI (r = -0.422 e p=0,040), com magnitude
moderada e coeficiente de determinacéo (r?) de 0,178, revelando que a maior quantidade
dos participante (ACt positivo=menos bactérias) com maior controle do biofilme lingual
ficaram menos tempo em VMI, com variancia compartilhada de 17,8%. A anélise
ajustada para a idade mostrou medida estatistica limitrofe (coeficiente = -0,41, P = 0,053)
para a relagdo entre ACt e dias em VMI, indicando que ndo houve evidéncia
suficientemente forte para provar a associacdo. Conclusao: A execugdo de um Protocolo
de Higiene Bucal mostrou ser um instrumento eficaz na diminuicdo da quantificacéo de
bactérias totais do biofilme lingual de criancas intubadas em Unidade de Terapia
Intensiva, com menor quantificacdo relativa de bactérias totais no biofilme lingual das
criangas que tiveram alta e tendéncia, das que foram a Obito, apresentarem maior
colonizacdo de bactérias totais neste biofilme. Os participantes com maior controle do
biofilme lingual, (ACt positivo=menos bactérias), ficaram menos tempo em Ventilacdo
Mecanica Invasiva. Desse modo, esses pacientes sao mais beneficiados quando realizado
o Protocolo de Higiene Bucal. Porém no presente estudo. ndo foi possivel observar forte
associacdo com dias de hospitalizacdo. ImplicacGes praticas: Contribuicdes para
cuidados de saude, salientando a importancia do desenvolvimento e implementacdo de
um PHB em uma UT]I Pediatrica a fim de reduzir a quantificacdo relativa de bactérias do

biofilme lingual de criangas intubadas e reduzir dias em ventilagdo mecanica invasiva.

Palavras chave: Biofilme, Ventilagdo Mecénica, Pneumonia Associada a Ventilacdo

Macénica, UTI Pediatrica, PCR em tempo real, Higiene Bucal.
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INTRODUCAO

Nos pacientes internados em Unidade de Terapia Intensiva (UTI) sob ventilacéo
mecéanica invasiva (VMI), o biofilme do dorso da lingua tem sido associado a infec¢Bes
bacterianas, virais e/ou flngicas, pois atua como um nicho consideravel de patdgenos
respiratorios (Tulio et al., 2018). Desse modo, possibilitando a translocacdo bacteriana
do meio oral para os pulmdes via tubo orotraqueal (Sands et al., 2017), causando
infeccdes sistémicas graves como a Pneumonia Associada a Ventilagdo Mecanica (PAV)
(Song et al., 2023; Otsuji et al., 2019), podendo repercutir nos dias de hospitalizacao e
dias em VMI (Mota et al., 2017; Anvisa 2017).

A VMI é uma das intervencBes mais comuns nas UTIs (Santos et al., 2021;
Rosério et al., 2017), sendo utilizada, na UT1 Pediatrica, como estratégia principal para o
manejo de pacientes que necessitam de “manutencdo artificial da oxigenagdo e/ou
ventilagdo nos casos de insuficiéncia respiratoria de diversas etiologias”, sendo realizada

através da intubacdo orotraqueal (Costa et al., 2021).

Nos pacientes em VMI, a colonizacdo da microbiota oral acontece a partir de 48
horas apés a intubacdo (Zhao et al., 2020) e podem estar relacionadas a higienizacgéo bucal
inadequada (Simdes et al., 2020; Tulio et al., 2018). Estudos tem apontado que o déficit
de higiene bucal e o tubo orotraqueal dos pacientes em VMI, predispdem ao acimulo de
coldnias bacterianas no biofilme oral tornando possivel o surgimento da PAV (Sousa et
al., 2023) uma vez que a falha no sistema de defesa do organismo dos pacientes em VMI
na eliminacdo desses microrganismos infectantes, favorece a sua multiplicacdo no
biofilme oral (Keane; Martin-Loeches, 2019), de forma que pacientes infectados por esses
patdgenos multirresistentes tem os piores desfechos com maior mortalidade (Oliveira et
al., 2023; Huang et al., 2023; Carvalho et al., 2021).

Por outro lado, em pacientes submetidos a higiene bucal, é possivel observar
reducdo no tempo de VMI e tendéncia a reducdo da incidéncia de PAV e do tempo de
internacdo na UTI Adulto (Lacerda Vidal et al., 2017). Enquanto em UTI Pediatrica, foi
observado que a eficacia da higiene no controle do biofilme oral pode mitigar a
proliferacdo de bactérias prevenindo o desenvolvimento de infeccdo respiratoria em
pacientes sob VMI (Ludovichetti,et al., 2022).
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A hipdtese deste artigo é que a multiplicagdo de bactérias totais do biofilme lingual
de criancas intubadas pode variar de acordo com higiene bucal, desfecho hospitalar, dias
de hospitalizacdo, dias sob Ventilacdo Mecéanica Invasiva e Pneumonia Associada a

Ventilagdo Mecénica em UTI Pediétrica.

Diante de poucas pesquisas conduzidas a respeito de quantificacéo relativa de
bactérias totais do biofilme lingual de criancas intubadas em Unidade de Terapia
Intensiva, foi proposta a realizacdo desde estudo com o objetivo de investigar se existe
associacao entre quantificacdo relativa de bactérias totais do biofilme lingual de criancas
intubadas em UT], higiene bucal, desfecho hospitalar, dias de hospitaliza¢éo, dias sob

Ventilagdo Mecénica Invasiva e Pneumonia Associada a Ventilagdo Mecanica.
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MATERIAL E METODOS

Delineamento do estudo e Tipo de amostra

Trata-se de um estudo longitudinal de curto prazo realizado de margo a dezembro
do ano de 2019, com amostra de conveniéncia na Unidade de Terapia Intensiva Pediatrica
(UTIP) do Hospital Universitario da Universidade Federal do Maranhdo - Unidade
Materno Infantil (HUUFMA-UMI), Sao Luis, Maranhéo, Brasil.

Selecdo da amostra

Foram incluidas criancas de ambos os sexos, com idade de 1 a 144 meses que
estavam em ventilagdo mecanica invasiva (VMI) e que ao darem entrada na UTIP foram
intubados. Os critérios de exclusdo adotados foram: pacientes com episédio prévio de
aspiracdo do contetdo gastrico, com doenca pulmonar obstrutiva crénica, portadores do
virus da sindrome da imunodeficiéncia adquirida, com pneumonia comunitaria e
transplantados de 6rgdos. Também foram excluidos os participantes que tiveram alta ou
Obito, em periodo inferior a 48 horas ap6s a intubacdo, bem como 0s casos nao
autorizados pela equipe médica devido a debilidade do paciente.

Desse modo, do total dos 217 pacientes internados durante o periodo da coleta do
biofilme lingual (marco a dezembro de 2019) na UTI Pediatrica do HUUFMA-UMI, foi
obtida a amostra final de 24 criangas, todas em VMI.

Dados de estudo

O tipo de denticdo (ausente, decidua, mista e permanente), frequéncia de
alteracdes orais (carie dental; alteracOes periodontais; ulcera oral) e higiene oral
(satisfatoria= auséncia de biofilme lingual visivel; insatisfatoria= presenca de biofilme
lingual visivel) foram obtidos durante o exame clinico no tempo 1 (T1) por serem dados
priméarios. Dados secundarios foram obtidos nos prontuérios, a especificar: idade (1 a 99

meses; 100 a 144 meses), sexo (feminino; masculino), tempo de internacdo (6 a 20 dias;
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21 a 40 dias; 41 a 69 dias), tempo de Ventilagdo Mecéanica Invasiva (2 a 10 dias; 11 a 20

dias; 21 a 35 dias) e desfecho do periodo de internagéo (alta; obito).

Coleta de biofilme lingual

O biofilme foi coletado (de mar¢o a dezembro de 2019) do dorso da lingua das
criancas em VMI em dois momentos: no momento da intubagédo (T1) e 48 horas depois
da primeira coleta (T2). Foi utilizado swab estéril sendo este friccionado no dorso da
lingua de cada paciente e, logo em seguida, foi acondicionado em tubo do tipo Falcon de
15ml estéril contendo 3mL de solucdo TNE [17 mM Tris/HCI (pH 8.0), 50 mM NaCl e 7
mM EDTA] diluidos em etanol 66% (Aidar & Line 2007). A primeira coleta do biofilme
lingual ocorreu no momento da intubacdo, antes da execucdo do Protocolo de Higiene
Bucal adotado na UMI — HUUFMA, e a segunda coleta do biofilme (48 horas depois da
primeira). Foram obtidas 48 amostras de biofilme lingual que ficaram armazenadas em

freezer -20° até a extracdo do DNA bacteriano do material biolégico coletado.

Higiene Bucal dos participantes

Os participantes foram inseridos na rotina de cuidados por meio do Protocolo de
Higiene Bucal (adotado na UMI — HUUFMA) definido pelo Departamento de
Odontologia da Associacdo de Medicina Intensiva Brasileira (AMIB) em 2011 (Amib
2014). Foi respeitada a rotina do Hospital na qual a equipe de técnicos de enfermagem
treinadas e sob a supervisao do cirurgido dentista realizam trés vezes ao dia a higiene oral
dos paciente em VMI, utilizando solucéo aquosa de digluconato de clorexidina a 0,12%,

com o auxilio de espatula de madeira (abaixador de lingua) e compressas de gaze.

As etapas iniciais (ndo laboratoriais) da pesquisa estéo ilustradas na Figura 1.
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Momento da Intubagdo (T1)

Amostra .. Obtencgdo dos dados primarios
. Exame clinico e
24 criangas em VMI (variadveis de estudo)

12 Coleta do biofilme lingual

,_ o 48 horas apds a primeira .
Inicio do Protocolo de Higiene coleta (T2) Obtengdo dos dados

Bucal nas criangas em VMI secundarios nos prontuarios

22 Coleta do biofilme lingual

Figura 1. Fluxograma das etapas iniciais da pesquisa.

Extracdo do DNA das amostras coletadas nos dois momentos (T1 e T2)

A extracdao de DNA foi realizada como descrito pelo manual de uso do PureLink™
Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA), seguindo as instrugdes do fabricante. O DNA extraido foi
submetido a uma dosagem no espectrofotbmetro Nanodrop Lite (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) para avaliagdo da concentracdo e integridade do DNA.

Todo o material ficou congelado em freezer -20°.

Deteccéo e Quantificacdo por Reagdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (-
PCR)

Foi utilizado um par de primer bacteriano universal 16S (5-
TCCTACGGGAGGCAGCAGT- 3" e GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTT) para
deteccdo do DNA das bactérias totais presentes nas amostras biologicas. A gPCR (Reacdo
em Cadeia de Polimerase) em Tempo Real permitiu a quantificacdo relativa (que analisa
as alteracOes da expressdo ou abundancia génica bacteriana de um determinado momento
em relacdo a outro) das bactérias detectadas e amplificadas em cada ciclo da reacéo.
(Hortz et al., 2005; Zucol et al., 2006). Foram utilizadas placas de 48 pogos com 20 pL
de uma solucéo contendo 10 pL do reagente Syber Green PCR Master Mix (corante



57

responsavel por ligacOes altamente especifica ao DNA dupla-fita, para detectar o produto
da PCR conforme ele se acumula durante os ciclos da reacdo) (ThermoFisher Scientific,
Waltham, MA, USA), 5 uL do primer 16S (10 pmol) e 5 pL de DNA da amostra. Em
seguida, a placa foi inserida no equipamento StepOne (ThermoFisher Scientific,
Waltham, MA, USA) onde ocorreram os ciclos da reacdo. O ciclo consistiu em uma
desnaturacdo inicial a 95°C por 3 min, seguido por 45 ciclos de desnaturacao a 94°C por
15s, anelamento a 54°C por 15s e extensdo a 72°C por 30s. Os resultados foram analisados
com base no método de quantificacdo dos dados da qPCR, o método Ct (threshold cycle),
que é uma curva que indica o numero do ciclo fracionario em que a quantidade de alvo
amplificado atinge um limiar fixo (Hortz et al., 2005). Os niveis de Ct sdo inversamente
proporcionais a quantidade de &cido nucleico alvo na amostra (ou seja, quanto mais baixo
o nivel Ct, maior ¢ a quantidade de acido nucleico/maior quantidade de bactérias). O ACt
(delta Ct) consiste na diferenca de expressdo entre o alvo e o controle da amostra (Média
CtT2 — Média CtT1), sendo que o ACt positivo indica menos bactérias e o ACt negativo,
maior quantidade de bactérias. AACt (delta delta Ct) ¢ a diferenga entre ACtT2 e ACtT1,
resultando na variacdo quantitativa das bactérias de cada amostra (Livak & Schmittgent
2001). Todas as amostras do material biol6gico foram processadas em triplicata.

Anélise Estatistica

A analise estatistica foi realiza utilizando os recursos do software GraphPad Prism
versdo 9 (GraphPad Software Inc., San Diego, USA). Inicialmente, a estatistica descritiva
utilizou medidas de frequéncia absoluta, relativa, média e desvio-padrdo (xdp). A
normalidade da distribuicdo amostral foi aferida através do teste Shapiro-Wilk e as
variaveis numéricas foram submetidas a esse teste, sequido do teste T pareado para a
analise comparativa entre os tempos de coleta do biofilme (T1 e T2) e teste T
independente para a analise comparativa do biofilme no mesmo tempo entre as categorias
de indicadores hospitalares (presenca de PAV, dias de hospitalizagdo e dias em VMI).

Para analisar a dire¢do da relagdo (direta ou inversa) entre ACt, dias de
hospitalizacdo e dias em VVMI, foi calculado o coeficiente de correlagdo linear de Pearson.

Modelos de regressao linear multipla foram utilizados para estimar o efeito do Ct T2 e
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ACt, ajustado para idade, sobre as varidveis dias de hospitalizagdo e dias em VM. O nivel

de significancia a 5% foi adotado para todos os testes.

Considerac0es éticas

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
Universitario da Universidade Federal do Maranhdo - HUUFMA (CAAE:
65013316.7.0000.5086). Os pais ou responsaveis legais das criancas envolvidas foram
informados do carater do estudo e assinaram a um “Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido” para permitir a participagao dos seus filhos na pesquisa.
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RESULTADOS

A Tabela 1 apresenta a distribuicdo das varidveis de caracterizacdo das amostras.
A maior parte das criancas (83,3%) tinham a idade entre 1 a 99 meses, 58,3% eram do
sexo masculino e 41,7% do sexo feminino. 45,8% ficaram internadas de 6 a 20 dias,
45,8% de 21 a 40 dias e apenas 8,4% de 41 a 69 dias. 50% das criangas permaneceram
em VMI no periodo de 2 a 10 dias, 29,2% de 11 a 20 dias e 20,8% de 21 a 35 dias. 37,5%
dos pacientes apresentaram dentes ausentes e 54,1% dos pacientes apresentaram higiene
oral insatisfatoria. Do total da amostra 15 receberam alta e 9 evoluiram a 6bito sendo 1
deles com PAV.

Tabela 1- Distribuicéo das variaveis sociodemogréficos, tempo de hospitalizagéo,
tempo de ventilagdo mecénica, avaliagdo bucal e desfecho clinico na amostra de

criancas sob VMI incluidas no estudo.

Variaveis N %
Idade
De 1 a 99 meses 20 (83,3)
De 100 a 144 meses 4 (16,7)
Sexo
Masculino 14 (58,3)
Feminino 10 (41,7)
Tempo de hospitalizacao (dias)
De 6 a 20 dias 11 (45,8)
De 21 a 40 dias 11 (45,8)
De 41 a 69 dias 2 (8,4)

Tempo em ventilacdo mecénica
invasiva (dias)

De 2 a 10 dias 12 (50,0)
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De 11 a 20 dias 7 (29,2)
De 21 a 35 dias 5 (20,8)
Tipo de denticéo
Ausente 9 (37,5)
Decidua 7 (29,2)
Mista 7 (29,2)
Permanente 1 4,2)
Frequéncia de alteracdes orais*
Cérie dental 4 (16,7)
AlteracOes periodontais 2 (8,4)
Ulcera oral 2 (8,4)
Higiene oral
Satisfatoria 11 (45,8)
Insatisfatoria 13 (54,1)
Desfecho do periodo de
internacao
Alta 15 (62,5)
Obito 9 (37.5)

n = frequéncia absoluta. % = frequéncia relativa. percentual em relagio ao total da
amostra.

No biofilme coletado e analisado foi detectado que a média de Ct (inversamente
proporcional, ou seja, quanto mais baixo o nivel Ct, maior é a quantidade de acido
nucleico/maior quantidade de bactérias, e vice-versa) para quantificacdo de bactérias foi
menor (25,15+6,17) no momento T1 enquanto em T2 a média foi maior (27,23+5,61)
(Teste t-pareado, p= 0,0394), revelando que houve significativa diminuicdo na
quantificacdo de patogenos do biofilme lingual (maior Ct = menor quantidade de
bactérias) apos a execucdo do protocolo de Higiene Bucal , utilizando solugdo aquosa de
digluconato de clorexidina a 0,12%, com o auxilio de espatula de madeira (abaixador de

lingua) e compressas de gaze (Figura 2).
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Figura 2. Comparacdo do biofilme lingual (em Ct) entre os tempos de coleta na

amostra de crianga sob VMI. T1 = no momento da intubagio. T2 = 48 horas depois

da primeira coleta.

A Figura 3 apresenta média da quantidade de bactérias totais no biofilme lingual
da amostra total do estudo, dividida de acordo com o desfecho da internag&o hospitalar
(alta e 6bito), por meio da quantificacdo relativa através do método AACt (delta delta Ct).
Observa-se menor expressdo relativa de bactérias totais nas criancas que tiveram alta
(73.093) que aquelas que vieram a oObito (114.380), revelando tendéncia destas Gltimas
apresentarem maior colonizacdo de bactérias totais no biofilme lingual, apesar de ndo

haver diferenca significativa entre os grupos (p>0,05, Teste de Mann-Whitney).
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Figura 3 - Média 2/-AACt de bactérias totais do biofilme
lingual de criancas em VMI, conforme o desfecho alta ou

ébito
140 y =41,287x + 31,806
o e 114.3807377
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Os resultados mostraram correlacdo negativa (inversa) entre ACt e quantidade de
dias de hospitalizacéo (r = -0,279; P = 0,185), porém sem diferenca estatistica. Bem como
diferenca estatistica na correlacdo negativa entre ACt e quantidade de dias em VMI (r = -
0.422 e p= 0,040), com magnitude moderada e coeficiente de determinacéo (r?) de 0,178,
revelando que a maior quantidade dos participante (ACt positivo=menos bactérias) com
maior controle do biofilme lingual ficaram menos tempo em VMI, com variancia
compartilhada de 17,8% (Figura 4).
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Figura 4. Analise de correlagdo linear de Pearson entre ACt e tempo de

hospitalizacéo (a) e tempo em ventilagdo mecénica (b). IH = internag&o hospitalar

VMI = ventilagdo mecanica invasiva.

A analise de regressdao multipla foi realizada para estimar o efeito do ACt, ajustada
para idade, sobre dias de hospitalizacao e dias em VMI. Nao houve diferenca significante
entre ACt e dias de hospitalizacdo e a analise ajustada para a idade mostrou medida
estatistica limitrofe (coeficiente = -0,41, P = 0,053) para a relag@o entre ACt ¢ dias em

VM1, indicando que ndo houve evidéncia suficientemente forte para provar a associagao

(Tabela 2).
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Tabela 2. Andlise de regressdo das medidas do biofilme em ACt ajustados para idade
da crianca sobre dias de hospitalizacéo e dias em VMI.
IC 95%

Coeficiente

Fatores : Limite Limite P
padronizado

inferior superior

Dias de hospitalizacéo

ACt -0,25 -0,69 0,18 0,245
Dias em VMI
ACt -0,41 -0,83 0,01 0,053

IC 95% = intervalo de confianca a 95%.
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DISCUSSAO

Os achados principais deste estudo sugerem que o Protocolo de Higiene Bucal
adotado reduziu a quantidade do biofilme lingual das criangas que estavam em VMI no
periodo de 48 horas apés a intubacdo. Destaca-se que das 24 criancas internadas na UTI
Pediatrica, 91,6% ficaram internadas de 6 a 40 dias e 79,2% permaneceram em VMI de
2 a 20 dias periodo em que todas as criangas permaneceram sob cuidados de higiene bucal.
Este periodo de hospitalizacdo corrobora com outros estudos em que a media de
permanéncia dos pacientes na UTI foi de 11 dias com tempo méaximo de 28 dias (Tulio et
al., 2018) e com maior frequéncia de tempo de ventilacdo mecanica acima de 15 dias
(Nobrega et al., 2021).

Estudos que afirmam que a quantidade de biofilme em pacientes de UTIs pode
aumentar com o tempo de internacdo, ocorrendo também a proliferacdo de patdgenos
respiratorios no biofilme lingual (Tulio et al., 2018), os quais ficam mais dificeis de serem
debelados por estarem protegidos pelo proprio biofilme, o que os torna mais resistentes a
antibioticos (Baidya et al., 2021), podendo levar ao surgimento de infecgdes respiratérias
como a PAV (Santos et al., 2022). No entanto, na presente pesquisa, no biofilme coletado
e analisado, foi detectado que a média Ct foi menor (25,15+6,17) no momento T1
enquanto em T2 a média foi maior (27,2315,61) revelando que houve significativa
diminuicdo na quantificacdo dos patdgenos do biofilme lingual (maior Ct = menor
quantidade de bactérias) uma vez que foi executado o Protocolo de Higiene Bucal,
utilizando solucdo aquosa de digluconato de clorexidina a 0,12%, com o auxilio de

espatula de madeira (abaixador de lingua) e compressas de gaze.

Os resultados desta pesquisa respalda que a eficacia do pacote de cuidados de
Higiene Bucal em UTI Pediatrica na prevencéo de infeccdes respiratdrias utilizando-se o
digluconato de clorexidina 0,12% (de Neef et al., 2019), bem como no controle do
biofilme sendo considerado padrdo ouro na limpeza bucal por se tratar de um antisséptico
com amplo espectro (Barros, 2019; Melo et al., 2019). A descontaminagéo da cavidade
oral dos pacientes em UTI apds a adogéo do Protocolo de Higiene Bucal, tem sido a chave
para a reducgdo da colonizagdo pulmonar por patdgenos provenientes do biofilme lingual

e, consequentemente, reducdo da incidéncia de PAV (Soares et al., 2021). Por outro lado,
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outras pesquisas realizadas em hospitais de cuidados intensivos tém recomendado apenas
remocao mecanica do biofilme oral em adultos, criancas, e recém-nascidos, mas sem a

clorexidina (Klompas et al., 2022; Karakaya et al., 2022).

Com relacdo a média da quantidade de bactérias totais no biofilme lingual da
amostra total do estudo, dividida de acordo com o desfecho da internagéo hospitalar (alta
e Obito), por meio da quantificacdo relativa através do método AACt (delta delta Ct),
observa-se menor expressdo relativa de bactérias totais nas criancas que tiveram alta
(73.093) que aquelas que vieram a dbito (114.380), revelando tendéncia destas Gltimas
apresentarem maior colonizacdo de bactérias totais no biofilme lingual, apesar de ndo

haver diferenca significativa entre os grupos (p>0,05, Teste de Mann-Whitney).

O biofilme do dorso de lingua de pacientesem UTI pode representar um
nicho consideravel de patdgenos respiratorios potenciais, uma vez que
microorganismos gran-negativos relacionados a PAV podem ser isolados j& no primeiro
dia de internacdo (Tulio et al., 2018) resultando em internacGes hospitalares mais longas
e aumento da mortalidade com taxa de 15% para mortalidade por PAV (Baydia et al.,
2021; Benetti, et al., 2020). Dessa forma, o acimulo do biofilme lingual favorece a
colonizagdo de patdgenos respiratérios identificados como causadores de PAV em
pacientes intubados (Mileo, 2019) levando inclusive ao aumento da prevaléncia de mortes

infantis em todo o mundo em UTI Pediatrica (Nair et al., 2021).

No presente estudo, os resultados mostraram correlagdo negativa (inversa) entre
ACt e quantidade de dias de hospitalizagdo (r = -0,279; P = 0,185), porém sem diferenca
estatistica. A correlacdo negativa entre ACt e quantidade de dias de VMI, mostrou
diferenga estatistica (r = -0.422 e p= 0,040), com magnitude moderada e coeficiente de
determinacéo (r?) de 0,178, revelando que os participante com maior controle do biofilme
lingual (ACt positivo=menos bactérias) ficaram menos tempo em VMI, com variancia
compartilhada de 17,8%. Desse modo, esses pacientes sdo mais beneficiados quando

realizado o Protocolo de Higiene Bucal.

A reducdo significativa no tempo de VMI e tendéncia a redugédo da incidéncia de
PAV e do tempo de internacdo na UTI, tem sido observado em estudos nos quais 0s

pacientes sdo submetidos a higiene bucal com controle do biofilme oral, embora sem
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significancia estatistica (Lacerda Vidal et al. 2017). A literatura vem mostrando a
importancia de um bom conjunto de cuidados orais para mitigar a proliferacdo de
bactérias na cavidade oral, especialmente em criancas, e para e prevenir 0
desenvolvimento de infec¢do respiratdria em pacientes sob VMI em UTI (Ludovichetti,et
al., 2022) levando a menos tempo de intubacdo (Sousa et al., 2023).

A analise de regressdo multipla foi realizada para estimar o efeito do ACt, ajustada
para idade, sobre dias de hospitalizacdo e dias em VMI. Nao houve diferenca significante
entre ACt ¢ dias de hospitalizagdo e a andlise ajustada para a idade mostrou medida
estatistica limitrofe (coeficiente = -0,41, P = 0,053) para a rela¢do entre ACt e dias em

VML, indicando que ndo houve evidéncia suficientemente forte para provar a associagdo

No presente estudo foram realizadas duas coletas do biofilme lingual em um Gnico
grupo de estudo, A primeira coleta ocorreu no momento da intubacéo antes da execucéo
do Protocolo de Higiene Bucal. Na segunda coleta do biofilme (48 horas depois da
primeira), os participantes ja estavam inseridos na rotina de cuidados por meio do
Protocolo de Higiene Bucal adotado na UMI- HUUFMA. Foi possivel ainda verificar o
desfecho clinico dos participantes (alta, bito) bem como foram registrados presenca de
PAV, dias de internacdo e em VMI.

O ponto forte deste estudo esta na realizacdo da técnica PCR que oferece um
beneficio importante, uma vez que permite a quantificacdo relativa (que analisa as
alteracdes da expressdo ou abundancia génica bacteriana de um determinado momento
em relacdo a outro) de qualquer tipo de DNA bacteriano presente numa amostra (Hortz
et al., 2005; Zucol et al., 2006). Além disso, este estudo utiliza 0 gene 16S rRNA como
foi relatado na maioria dos ensaios para deteccdo do DNA das bactérias totais presentes

nas amostras biologicas (Harris & Hartley 2003, Klaschik et al., 2002).

Pesquisas que utilizam resultados da cultura podem estar disponiveis apenas apos
24 a 72 horas, além de apresentar resultados falso negativos ou bactérias resistentes a
cultura (Drancourt et al., 2000; Wilson et al., 1990), enquanto a sequéncia gerada pela
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) permite a quantificacdo relativa da bactéria por
PCR universal, aumentando o impacto nos ensaios microbioldgicos, tal como é feito neste
presente estudo. Por conseguinte, esta investigacao traz contribui¢des para os cuidados

de saude, salientando a importancia do desenvolvimento e implementagdo de um
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Protocolo de Higiene Bucal em uma UTI Pediatrica a fim de reduzir a quantificacdo
relativa de bactérias do biofilme lingual de criancas intubadas e reduzir dias em ventilagédo

mecanica invasiva.
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CONCLUSAO

A execucdo de um Protocolo de Higiene Bucal mostrou ser um instrumento eficaz
na diminuicdo da quantificacdo de bactérias totais do biofilme lingual de criangas
intubadas em Unidade de Terapia Intensiva, com menor quantificagcdo relativa de
bactérias totais no biofilme lingual das criancas que tiveram alta e tendéncia, das que

foram a Gbito, apresentarem maior colonizacdo de bactérias totais neste biofilme.

Os participantes com maior controle do biofilme lingual, (ACt positivo=menos
bactérias), ficaram menos tempo em Ventilagdo Mecénica Invasiva. Desse modo, esses
pacientes sdo mais beneficiados quando realizado o Protocolo de Higiene Bucal. Porém

no presente estudo. ndo foi possivel observar forte associacdo com dias de hospitalizacéo.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Os achados principais deste estudo sugerem que a presenca de patdgenos
respiratérios no biofilme lingual mostrou associacdo com oObito de pacientes sob
Ventilacdo Mecanica Invasiva em UTI Pediatrica e que o protocolo de higiene bucal
adotado reduziu a quantidade de bactérias do biofilme lingual de criancas intubadas e dias

em Ventilacdo Mecéanica Invasiva.

No Capitulo | foi possivel observar que a presenca de Pseudomonas aeruginosa
no biofilme lingual de criancas sob Ventilagdo Mecéanica Invasiva parece mais importante

do que a sua quantidade para associa¢do com ébito em UTI Pediétrica.

No Capitulo 11, foi possivel observar que a execucdo de um Protocolo de Higiene
Bucal mostrou ser um instrumento eficaz na diminuicdo da quantificacdo de bactérias
totais do biofilme lingual de criangas intubadas em Unidade de Terapia Intensiva, com
menor quantificacdo relativa de bactérias totais no biofilme lingual das criancas que
tiveram alta e tendéncia, das que foram a Obito, apresentarem maior colonizacdo de

bactérias totais neste bhiofilme.

Os participantes com maior controle do biofilme lingual, (ACt positivo=menos
bactérias), ficaram menos tempo em Ventilacdo Mecanica Invasiva. Desse modo, esses
pacientes sdo mais beneficiados quando realizado o Protocolo de Higiene Bucal. Porém

no presente estudo. ndo foi possivel observar forte associacdo com dias de hospitalizacéo.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEFP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: INFLUENCIA DA ODONTOLOGIA NOS INDICADORES HOSPITALARES E NA
MICROBIOTA BUCAL DE PACIENTES EM UNIDADE DE TERAPIA INTEMSIVA

Pesquisador: Femanda Ferreira Lopes

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 65013316.7.0000.5086

Instituigio Proponente: Hospital Universitario da Universidade Federal do Maranh&o/HU/UFMA
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Himero do Parecer: 2.039.940

Apresentagio do Projeto:

Trata-se de um estudo gue tem como objetive verificar a influéncia de agdes odontoldgicas nos indicadores
hospitalares € na microbiota bucal dos pacientes sob ventilagBo meesnica (VM) nas Unidades de Terapia
(UTls) Geral e Pediatrica do Hospital Universitario da Universidade Federal do Maranhao (HUUFMA). &
presente pesquisa sera realizada nas UTIsGeral e Pedidtrica do HUUFMA e serd dividida em duas etapas:
um estudo observacional analitico retrospective & outro estudo prospective experimental com duragdo de um
ano. & metodologia sera realizada atraves das seguintes etapas: Etapa 1:Coleta junto & Comisséo de
Controle & Infecgio Hospitalar (CCIH) dos indicadores hospitalares: PAY, VM/dia, pacientes/dia e dbitos no
periodo anterior em que ndo havia assisténcia odontoldgica nas UTIs{UTI Geral - janeiro de 2011 a junho de
2012e UTI Ped - junho de 2012 a maio de 2013) & no periodo em que ja havia essa assisténcia (UTI
Geralagosto

de 2012 a dezembro de 2013 e UTI Ped - junho de 2013 a maio de 2104). Visando comparar as

frequéncias destes indicadores na UTI nos periodos prévios e posteriores & atuagdo do profissional de
Odontelogia. Etapa 2: Consiste em estudo prospective experimental com duragdo de um ano em gue sera
realizado novo treinamento da equipe de técnicos de enfermagem das UTls Geral e Ped do HUUFMA para a

realizagdo de um protocolo de higiene bucal com a incluséo da clorexidina
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a 0,12% em todos os pacientes internados. Este protocolo sera incluido na rotina da UTI sob a supernvisdo
do Cirurgide-Dentista. Este protocolo sera incluido na rotina da UTI solb a supervisdo do Cirurgido-Dentista.
O Cirurgido-Dentista treinara todas as eguipes de técnicos de enfermagem das UTls

para a execudo do Protocolo de Higiene Bucal{AMIB, 2014). Sele¢do da Amostra: A amostra da sequnda
etapa sera composta por pacientes internados nas UTI Geral & Ped do HUUFMA gue s& encontrar em
intubagio orotragueal, sendo gue essas unidades de sadde atualmente dispéem de 15 e 10 leitos ativos,
respectivamente. Considerando o nivel de confianga de 95% em uma distribuigSo homogénea de 80% para
a populagdo de 230 pacientes atendidos pela Odontologia na UTI Adulte, chegou-se a uma tamanho
amostral minime de 49 participantes. Sera utilizada ficha de coleta de dados com as seguintes informagdes
de cada paciente intemado nas UTls Geral & Ped do HUUFMA: género, idade, motive da internagao,
doengas sistémicas, processos patoldgicos na cavidade bucal, material de higiene bucal utilizado, nivel de
consciéncia, condigio das vias aéreas, presenga de PAV, treinamentos do protocolo de higiene bucal para a
equipe de técnicos de enfermagem. Também serd colhide o biofilme bucal dos pacientes em intubagdo
orotragueal para guantificar a presen¢a dos patdgenos causadores de PAY Acinetobacter baumannii e
Pszudomonas aeruginosa no biofime bucal dos pacientes intubados na sua admissdo e 48 horas apds a
intemagdo e consequente recebimento do protocolo de higiene bucal, tanto para os pacientes da UTI Geral
como da UTI PEd.Com os dados coletados serd possivel determinar a frequéncia de casos de PAY
existentes em um periodo de tempo (prevaléncia de perioda) & a frequéncia

COM gue Surgem novos casos (incidéncia). Ainda sera possivel determinar as taxas de VM/dia, pacientesidia
e de abitos. Ao final da coleta dos dados, serd calculado o poder da amostra para estimar o quanto o
tamanho amostral foi suficiente para controlar um possivel erro do tipo 1l para os testes de hipotese
utilizados em cada objetive de estudo. Na segunda etapa serdo incluidos todos os pacientes que se
encontrarem em intubagSo orotragueal e ndo incluidos os pacientes gue estiverem respirando em ar
ambiente ou com suporte de oxigénio ou em ventilago mecdnica ndo invasiva. Vale ressaltar que os
pacientes incluidos estdo passando pelo procedimento avaliado neste estudo, durante as rotinas de
cuidados da unidade hospitalar. Sero excluidos os pacientes com episddio prévio de aspiragio do
conteddo gastrico, pacientes que foram submetidos & cirurgia toracica, com doenga pulmonar obstrutiva

crinica, portadores do virus da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA) (OLIVEIRA et al., 2007), com
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pneumania comunitara e transplantados de drgdos. A coleta de dados esta prevista para iniciar dia 05 de

Junho de 2017. Financiamento Proprio.

Objetivo da Pesquisa:
- Oibjetiva Primario:

Verificar a influéncia de agdes odontoldgicas nos indicadores hospitalares e na microbiota bucal dos
pacientes sob YM nas UTIs Geral e Pediatrica do HUUFMA.

- Objetivos secundarios:

* Mensurar o impacto da agdo sistematica em salde bucal, mediante instituiggo de um protocolo de higiene

bucal;

« Verificar o impacto do protocolo de higiene bucal na incidéncia de PAY;

* Quantificar a presenca dos patdgenos causadores de PAV Acinetobacterbaumannii e
Pseudomonasaeruginosano biofilme bucal,

+ Associar a quantidade destes patdgenos respiratorios causadores de PAY no biofilme bucale no aspirado
traqueal; na UTIPed também sera comparado com o swab nasal;

* Comparar a incidéncia de PAV em diferentes periodos do estudo (antes e apds a atuagdo do profissional

de Odontologia nessa unidade de salde);

« Verificar a condigio da mucosa bucal dos pacientes adultos e pediatricos em uso da clorexidina a 0,12%
na higiene bucal.
Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

- Riscos:

O pesguisador relata que "a pesquisa trata do acompanhamento de um servigo que ja estd inserido na rotina
das UTls Geral e Ped e durante a coleta do matenal, apesar de o
paciente estar intubado, o risce de ocorrer deslocamento do fubo & minimo, pois a remeogdo do biofilme sera

reglizada com instrumento flexivel (swab). Portanto ndo havera vigor suficients na
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manobra para que cause deslocamento do tubo".
- Beneficios:

O pesquisador relatou gque "como beneficios, tem-s2 o acompanhamento constante do Cirurgido-Denfista e
o monitoramento e tratamento de possiveis alteragBes que possam ocorrer.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Pesquisa relevante pois nos Olfimos anos, estudos sugersm que as bactérias presentes na cavidade bucal,
exercem um papel importante na etiologia de outras doengas, incluindo doengas respiratorias, £ a literatura
tem demonstrado, de maneira clara e vigorosa, a influéncia da condigdo bucal na evolugo do quadro dos
pacientes internados & que o hioflme bucal de pacientes internados em UTI pode servir de reservatario para

microrganismos associados com pneumaonia nosocomial.

Congideragbes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:

O protocolo apresenta documentos referente aocs "Termos de Apresentag8o Obrigatoria™: Folha de rosto,
Declaragio de compromisse em anexar os resultados na plataforma Brasil garantinde o sigile,Orgamento
financeiro detalhado, Cronograma com etapas detalhada, Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), Autorizagdo do Gestor responsave! do local para a

realizagdo da coleta de dados e Projeto de Pesquiza Original na integra em Word.

Atende & Norma Operacional no 001/2013 (item 3/ 3.3).

O protocolo apresenta ainda as declaragdes de anuéncia, declarac8o de responsabilidade financeira e

termo de compromisso com a utilizag&o dos dados resguardando o sigilo e a confidencialidade.

Recomendagdes:
Apds o términge da pesguisa o CEP-HUUFMA solicita que se possivel os resultados do estudo sejam
devolvidos aos participantes da pesquisa ou a instituicio que autorizou a coleta de dados de forma

anonimizada.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
O PROTOCOLO atende aos requisitos fundamentais da Resolugio CHS n® 466/12 e suas complementares.
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Consideragies Finais a critério do CEP:
O Comité de Etica em Pesquiza—CEP-HUUFMA, de acordo com as atribuicies definidas na Resclugio CNS
n®466/2012 e Norma Operacional n®. 001 de 2013 do CNS, manifesta-se pela ﬁ.F'RO'-.-’ﬁ.QE.O do projeto de

pesquisa proposto.
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Eventuais modificagdes ao protocole devem ser inseridas 4 plataforma por meio de emendas de forma clara

e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Relatarios parcial e final

devem ser apresentados ao CEP, inicialmente apos a coleta de dados e ao términog do estudo.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Infraestnitura

Tipo Documento Arguivo Postagem Autor Situagdo
Informagbes Basicas PB_INFDRMAQ@ES_E;&SICAS_DO_P 2110472017 Aceito
do Projeto ROJETO 835162 pdf 12:52:36
TCLE { Termos de  |TCLE_PROJETO_LUANA_abrl2017 .do | 21/04/2017 | Luana Cameiro Diniz | Aceito
Assentimento / Cx 12:51:25 Souza
Justificativa de
Auséncia
Projeto Detalhado /| projeto_doutorado_Luana_CEP_abril_20 21/04/2017 |Luwana Cameiro Diniz [ Aceito
Brochura 17 .docx 12:50:11 Souza
Investigador
Cutros carta_resposta_CEP_abnl2017 .docx 211042017 | Luana Cameiro Diniz | Acsito

12:46:22 Souza
QOutros capa_projeto_doutorado. pdf 21022017 |Luana Cameiro Diniz | Aceito
10:58:21 Souza
Outros Termo_Anuencia_CEP _pdf 23/01/2017 |Luana Cameiro Diniz | Aceito
09:55:06 Souza
Cutros Termo_compromigso_CEP.pdf 23012017 |Luana Cameire Diniz | Aceito
09:54:23 Souza
QOutros Declaracao_Responsabilidade_Financei| 23/01/22017 |Luana Cameiro Diniz | Aceito
ra CEP.pdf 09:53:06 Souza
Declaragdo de parecer_comic_verso pdf 18122016 | Luana Cameire Diniz | Aceito
Instituigdo e 19:37:26 | Souza
Infraestrutura
Declarago de parecer_comic_frente pdf 18122016 |Luana Cameiro Diniz | Aceito
Instituigdo e 19:37:09 | Souza
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Diretrizes para publicacéo de trabalhos na Brazilian Oral Research (Artigo 1)
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DC| { ( ' Publicac@o de: Sociedade Brasileira de Pesquisa Odontolégica - SBPqO
/‘-‘—/ Area: Ciéncias Da Saide
Wersdo impressa I55H: 1806-8324 Versdo on-line ISSM: 1807-3107
Titulo anterior: Pesquiza Odonfologica Brasileira

Submission Confirmation

Thank you for your submission

Submitted to  Brazilian Oral Research
ManuscriptID BOR-2024-0123
Title  Quantification of Pseudomonas aeruginosa and Kleibsiela pneumoniae in lingual biofilm of intubated children

Authors MONTEIRO, TANIA
VIDAL, Flavia
ALMONDES, Camila
SILVA, Fabio
SOUZA, Luana
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LOPES, FERNANDA

Date Submitted  02-Mar-2024

Instrucdes aos autores

A Brazilian Oral Research - BOR (versao online ISSN 1807-3107) é a publicagéo
oficial da Sociedade Brasileira de Pesquisa Odontoldgica - SBPgO (Divisdo brasileira
da International Association for Dental Research - IADR). A revista tem classificagdo
A2 Qualis Capes (Odontologia), Fator de Impacto™/2018/2019 1,508 (Institute for
Scientific Information - ISI), € revisada por pares (sistema duplo-cego) e tem como
missdo disseminar e promover o intercambio de informacdes sobre as diversas areas da
pesquisa odontoldgica e com acesso aberto, modalidade dourada, sem embargo.

A BOR aceita submissao dos seguintes tipos de artigos originais e de revisdo, nas
seguintes tipologias: Pesquisa Original (artigo completo ou Short Communication),
Revisdo Sistematica (e Meta-Analise), além de Cartas ao Editor. Todas as submissdes
deverdo ser exclusivas a BOR.



93

As revisBes criticas de literatura sdo artigos escritos a convite do editor. A
submissdo dos manuscritos, e de toda documentacdo relacionada, deve ser realizada
exclusivamente pelo ScholarOne Manuscripts™, através do link de submisséo online.

O processo de avaliacdo do contetdo cientifico do manuscrito serd iniciado somente
apos o atendimento dos requisitos descritos nestas Instru¢es aos Autores. O manuscrito
em desacordo com estes requisitos serd devolvido ao autor de correspondéncia para
adequac0es.

Importante: Apds ser aceito por seu mérito cientifico, todo manuscrito devera ser
submetido a uma revisdo gramatical e estilistica do idioma inglés. Para conhecer as
empresas recomendas, entre em contado com bor@sbpgo.org.br. Os autores deveréo
encaminhar o texto revisado juntamente com o certificado de revisdo fornecido pela
empresa de edicdo escolhida. Nao serdo aceitas revisfes linguisticas realizadas por
empresas que ndo estejam entre as indicadas pela BOR

Apresentacdo do manuscrito

O texto do manuscrito devera estar redigido em inglés e fornecido em arquivo
digital compativel com o programa "Microsoft Word" (em formato DOC, DOCX ou
RTF).

Cada uma das figuras (inclusive as que compdem esquemas/combos) devera ser
fornecida em arquivo individual e separado, conforme as recomendacdes descritas em
topico especifico.

Fotografias, micrografias e radiografias deveréo ser fornecidas em formato TIFF,
conforme as recomendacdes descritas em topico especifico.

Gréficos, desenhos, esquemas e demais ilustracOes vetoriais deverdo ser
fornecidos em formato PDF, em arquivo individual e separado, conforme as
recomendacdes descritas em topico especifico.

Arquivos de video poderao ser submetidos, respeitando as demais especificidades,
inclusive o anonimato dos autores (para fins de avaliacdo) e respeito aos direitos dos
pacientes.

Importante: o ScholarOne™ permite que o conjunto dos arquivos somem no maximo 10
MB. No caso de a inclusdo do arquivo de video acarretar em tamanho superior, é possivel
informar o link de acesso ao video. Na reproducdo de documentacao clinica, o uso de
iniciais, nomes e/ou numeros de registro de pacientes sdo proibidos. A identificacdo de
pacientes ndo é permitida. Um termo de consentimento esclarecido, assinado pelo
paciente, quanto ao uso de sua imagem devera ser fornecido pelo(s) autor(es) quando
solicitado pela BOR. Ao reproduzir no manuscrito algum material previamente publicado
(incluindo textos, graficos, tabelas, figuras ou quaisquer outros materiais), a legislacéao
cabivel de Direitos Autorais devera ser respeitada e a fonte citada.


http://mc04.manuscriptcentral.com/bor-scielo
mailto:bor@sbpqo.org.br

94

As se¢Bes do manuscrito devem ser apresentadas observando-se as caracteristicas
especificas de cada tipo de manuscrito: folha de rosto (Title Page), introducdo,
metodologia, resultados, discussao, conclusao, agradecimentos e referéncias.

Folha de rosto (Title Page; dados obrigatorios)
Indicacdo da area tematica da pesquisa enfocada no manuscrito.

Areas Tematicas: Anatomia; Biologia Craniofacial; Biologia Pulpar; Bioquimica;
Cariologia; Ciéncias do Comportamento; Cirurgia Bucomaxilo; Controle de Infeccéo;
Dentistica; Disfuncdo Temporomandibular; Estomatologia; Farmacologia; Fisiologia;
Imaginologia; Implantodontia - Clinica Cirargica; Implantodontia - Clinica Protética;
Implantodontia Basica e Biomateriais; Imunologia; Materiais Dentérios; Microbiologia;
Oclusdo; Odontogeriatria; Odontologia Legal; Odontologia Social; Odontopediatria;
Ortodontia; Ortopedia; Patologia Oral; Periodontia; Protese; Saude Coletiva; Terapia
Endodontica.

Titulo informativo e conciso, limitado a um maximo de 110 caracteres incluindo
espacos.

Nomes completos e por extenso de todos os autores, incluindo os respectivos e-
mails e ORCID.

Recomenda-se aos autores confrontar seus nomes anotados na Folha de Rosto
(Title Page) com o perfil criado no ScholarOne™, de modo a evitar incompatibilidades.

Dados de afiliagio institucional/profissional de todos os autores, incluindo universidade
(ou outra instituicdo), faculdade/curso em inglés, departamento em inglés, cidade, estado
e pais. S6 é aceita uma afiliacdo por autor. Verificar se as afiliagdes foram inseridas
corretamente no ScholarOne™,

Resumo: deve ser apresentado na forma de um paragrafo Gnico estruturado (sem sub-
divisbes em secdes), contendo objetivo, metodologia, resultados e conclusdes. No
Sistema, utilizar a ferramenta Special characters para caracteres especiais, se aplicavel.

Descritores: devem ser fornecidos de 3 (trés) a 5 (cinco) descritores principais,
escolhidos dentre os descritores cadastrados em https://meshb.nlm.nih.gov/search (ndo
seréo aceitos sinbnimos).

Introducdo: deve apresentar o estado da arte do assunto pesquisado, a relevancia do
estudo e sua relacdo com outros trabalhos publicados na mesma linha de pesquisa ou area,
identificando suas limitacGes e possiveis vieses. O objetivo do estudo deve ser
apresentado concisamente ao final dessa se¢ao.

Metodologia: devem ser fornecidas todas as caracteristicas do material pertinente ao
assunto da pesquisa (ex.. amostras de tecido, sujeitos da pesquisa). Os métodos
experimentais, analiticos e estatisticos devem ser descritos de forma concisa, porém
suficientemente detalhada para permitir que outros possam repetir o trabalho. Os dados
de fabricantes ou fornecedores de produtos, equipamentos, ou softwares devem ser


https://meshb.nlm.nih.gov/search
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explicitados na primeira mencéo feita nesta secdo, como segue: nome do fabricante,
cidade e pais. Os programas de computador e métodos estatisticos também devem ser
especificados. A menos que o objetivo do trabalho seja comparar produtos ou sistemas
especificos, 0s nomes comerciais de técnicas, bem como de produtos ou equipamentos
cientificos ou clinicos s6 devem ser citados nas secbes de "Metodologia" e
"Agradecimentos”, de acordo com o caso. No restante do manuscrito, inclusive no titulo,
devem ser utilizados 0os nomes genéricos. Nos manuscritos que envolvam radiografias,
microrradiografias ou imagens de MEV, devem ser incluidas as seguintes informacoes:
fonte de radiacéo, filtros e niveis de kV utilizados. Os manuscritos que relatem estudos
em humanos devem incluir comprovacéo de que a pesquisa foi conduzida eticamente de
acordo com a Declaracdo de Helsinki (World Medical Association). O numero de
protocolo de aprovacdo emitido por um Comité Institucional de Etica deve ser citado.
Estudos observacionais devem seguir as diretrizes STROBE e o check list deve ser
submetido. Ensaios clinicos devem ser relatados de acordo com o protocolo padronizado
da CONSORT Statement, revisdes sistematicas e meta-anélises devem seguir o PRISMA,
ou Cochrane.

Ensaios Clinicos

Os ensaios clinicos segundo as diretrizes CONSORT. O numero de registro do
ensaio clinico e 0 nome do registro da pesquisa serdo publicados com o artigo.

Manuscritos que relatem a realizacdo de estudos em animais devem também
incluir comprovacéo de que a pesquisa foi conduzida de maneira ética, e 0 nimero de
protocolo de aprovacdo emitido por um Comité Institucional de Etica deve ser citado.
Caso a pesquisa envolva um registro génico, antes da submissdo, as novas sequéncias
genéticas devem ser incluidas num banco de dados publico, e 0 nimero de acesso deve
ser fornecido a BOR. Os autores poderdo utilizar as seguintes bases de dados:

GenBank
EMBL

DDBJ

As submissdes de manuscritos que incluam dados de microarray devem incluir a
informagdo recomendada pelas diretrizes MIAME (Minimum Information About a
Microarray Experiment) e/ou descrever, na forma de itens, como os detalhes
experimentais foram submetidos a uma das bases de dados publicamente disponiveis, tais
como:

ArrayExpress

GEO

Resultados: devem ser apresentados na mesma ordem em que 0 experimento foi
realizado, conforme descrito na se¢éo "Metodologia”. Os resultados mais significativos
devem serdescritos. Texto, tabelas e figuras ndo devem ser repetitivos. Os resultados com


http://www.wma.net/en/30publications/10policies/b3/
http://strobe-statement.org/
http://www.consort-statement.org/
http://www.prisma-statement.org/
http://www.cochrane.org/
http://www.consort-statement.org/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/submit
http://www.ebi.ac.uk/embl/Submission/index.html
http://www.ddbj.nig.ac.jp/
https://www.fged.org/projects/miame
http://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/
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significancia estatistica devem vir acompanhados dos respectivos valores de p.

Tabelas: devem ser numeradas e citadas consecutivamente no texto principal, em
algarismos arabicos. As tabelas devem ser submetidas separadamente do texto em
formato DOC, DOCX ou XLS (podem estar reunidas em um Unico arquivo).

Discussao: deve discutir os resultados do estudo em relacdo a hipotese de trabalho e a
literatura pertinente. Deve descrever as semelhancas e as diferencas do estudo em relacao
aos outros estudos correlatos encontrados na literatura, e fornecer explicacdes para as
possiveis diferencas encontradas. Deve também identificar as limitacdes do estudo e fazer
sugestoes para pesquisas futuras.

Conclus6es: devem ser apresentadas concisamente e estar estritamente fundamentadas
nos resultados obtidos na pesquisa. O detalhamento dos resultados, incluindo valores
numericos etc., néo deve ser repetido.

Agradecimentos: as contribuicdes de colegas (por assisténcia técnica, comentarios
criticos etc.) devem ser informadas, e qualquer vinculacdo de autores com firmas
comerciais deve ser revelada. Esta se¢do deve descrever a(s) fonte(s) de financiamento
da pesquisa, incluindo 0S respectivos numeros de processo.

Referéncias: so serdo aceitas como referéncias as publicagdes em periddicos revisados
por pares.

As citacdes de referéncias devem ser identificadas no texto por meio de nimeros
arabicos sobrescritos. A lista completa de referéncias deve vir apds a secdo de
"Agradecimentos”, e as referéncias devem ser numeradas e apresentadas de acordo com
0 Estilo Vancouver, em conformidade com as diretrizes fornecidas pelo International
Committee of Medical Journal Editors, conforme apresentadas em Uniform
Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals. Os titulos de periédicos
devem ser abreviados de acordo com o List of Journals Indexed in Index Medicus. A
correta apresentacdo das referéncias € de responsabilidade exclusiva dos autores.

Grafia de termos cientificos: nomes cientificos (binémios de nomenclatura
microbioldgica, zooldgica e botanica) devem ser escritos por extenso, bem como os
nomes de compostos e elementos quimicos, na primeira mengdo no texto principal.

Unidades de medida: devem ser apresentadas de acordo com o Sistema Internacional de
Medidas
(http://www.bipm.org ou http://www.inmetro.gov.br/consumidor/unidLegaisMed.asp).

Notas de rodapé no texto principal: devem ser indicadas por meio de asteriscos e
restritas ao minimo indispensavel.

Figuras: fotografias, micrografias e radiografias devem ter uma largura minima de 10
cm, resolugdo minima de 500 dpi, e devem ser fornecidas em formato TIFF. Gréficos,
desenhos, esquemas e demais ilustracoes vetoriais devem ser fornecidos em formato PDF.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK7256/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK7256/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nlmcatalog/journals
http://www.bipm.org/
http://www.inmetro.gov.br/consumidor/unidLegaisMed.asp
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Todas as figuras devem ser submetidas, individualmente, em arguivos separados
(Figure 1a, Figure 1b, Figure 2...) e ndo inseridas no arquivo de texto. As figuras devem
ser numeradas e citadas consecutivamente no corpo do texto, em algarismos arabicos. As
legendas das figuras devem ser inseridas todas juntas no final do texto, apds as
referéncias.

Caracteristicas e formatacéo dos tipos de manuscritos
Pesquisa Original

Devem ser limitados a 30.000 caracteres incluindo espacos (considerando-se
introducdo, metodologia, resultados, discussdo, concluséo, agradecimentos, tabelas,
referéncias e legendas de figuras). Serd aceito um maximo de 8 (oito) figuras e 40
(quarenta) referéncias. O resumo deve conter, no maximo, 250 palavras.

Resumo de Pesquisa Original (Short Communication)

Devem ser limitados a 10.000 caracteres incluindo espagos (considerando-se,
introducdo, metodologia, resultados, discussdo, conclusdo, agradecimentos, tabelas,
referéncias e legendas de figuras). E permitido um méximo de 2 (duas) figuras e 12 (doze)
referéncias. O  resumo deve conter, no maximo, 100  palavras.

Formatacao

Folha de rosto

Resumo - maximo de 250 palavras

Descritores - de 3 (trés) a 5 (cinco) descritores principais
Texto principal (30.000 caracteres incluindo espagos)
Introducao

Metodologia

Resultados

Discusséo

Concluséao

Agradecimentos

Referéncias - maximo de 40 referéncias

Legendas de figuras

Figuras - maximo de 8 figuras, conforme descrito acima
Tabelas.

Revisao Critica de Literatura
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A submissdo desse tipo de manuscrito sera realizada apenas a convite da Comisséo
de Publicacdo da BOR. Todos os manuscritos serdo submetidos a revisdo por pares. Esse
tipo de manuscrito deve ter um contetdo descritivo-discursivo, com foco numa
apresentacdo e discussdo abrangente de questdes cientificas importantes e inovadoras, e
ser limitado a 30.000 caracteres incluindo espacos (considerando-se, introducao,
metodologia, resultados, discussdo, conclusdo, agradecimentos, tabelas, referéncias e
legendas de figuras). Incluir uma apresentacéo clara do objeto cientifico de interesse,
argumentacdo logica, uma analise critica metodoldgica e tedrica dos estudos e uma
conclusdo resumida. E permitido um méximo de 6 (seis) figuras e 50 (cinquenta)
referéncias. O  resumo deve conter, no maximo, 250  palavras.

Formatacéao

Folha de rosto

Texto principal (30.000 caracteres incluindo espacos)
Resumo - maximo de 250 palavras

Descritores - de 3 (trés) a 5 (cinco) descritores principais
Introducao

Metodologia

Resultados

Discusséo

Conclusao

Agradecimentos

Referéncias - maximo de 50 referéncias

Legendas de figuras

Figuras - maximo de 6 (seis) figuras, conforme descrito acima
Tabelas.

Revisdo Sistematica e Meta-Andlise

Ao resumir os resultados de estudos originais, sejam eles quantitativos ou
qualitativos, esse tipo de manuscrito deve responder a uma questdo especifica, ser
limitado a 30.000 caracteres, incluindo espacos, e seguir o estilo e formato Cochrane. O
manuscrito deve informar detalhadamente como se deu o processo de busca e recuperagéo
dos trabalhos originais, o critério de selecdo dos estudos incluidos na revisao e fornecer
um resumo dos resultados obtidos nos estudos revisados (com ou sem uma abordagem de
meta-analise). N&o ha limite para a quantidade de referéncias e figuras. Tabelas e figuras,
caso sejam incluidas, devem apresentar as caracteristicas dos estudos revisados, as
intervengdes que foram comparadas e respectivos resultados, além dos estudos excluidos
da revisdo. Demais tabelas e figuras pertinentes a revisdo devem ser apresentadas como
descrito anteriormente. O resumo deve conter, no maximo, 250 palavras.

Formatacéao


http://www.cochrane.org/
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Folha de rosto

Texto principal (30.000 caracteres incluindo espacos)
Resumo - maximo de 250 palavras

Formulacéo da pergunta

Localizacdo dos estudos

Avaliacdo critica Coleta de dados

Anadlise e apresentacdo dos dados

Aprimoramento

Atualizagéo da reviséo

Referéncias - ndo ha limite para a quantidade de referéncias
Figuras - ndo ha limite para a quantidade de figuras
Tabelas.

Carta ao Editor

Cartas devem incluir evidéncias gque sustentem a opinido do(s) autor(es) sobre o
contetdo cientifico ou editorial da BOR, e ser limitadas a 500 palavras. Figuras ou tabelas
ndo sdo permitidas

""Checklist™ para Submisséo Inicial

Arquivo de folha de rosto (Title Page, em formato DOC, DOCX ou RTF).

Arquivo do texto principal (Main Document, manuscrito), em formato DOC, DOCX ou
RTF.

Tabelas, em formato DOC, DOCX ou EXCELL.

Figuras: Fotografias, micrografias e radiografias (largura minima de 10 cm e resolucéao
minima de 500 DPI) em formato TIFF. (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/pub/filespec-
images).

Gréficos, desenhos, esquemas e demais ilustracGes vetoriais em formato PDF.

Cada uma das figuras deve ser submetida em arquivos separados e individuais (néo
inseridas no arquivo de texto).

Declaragéo de interesses e de financiamento, submetida em um documento separado e em
formato PDF.

Termo de transferéncia de direitos autorais e declaragdes de responsabilidade


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/pub/filespec-images/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/pub/filespec-images/
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O manuscrito submetido para publicagdo deve ser acompanhado do Termo de
Transferéncia de Direitos Autorais e Declaragdes de Responsabilidade, disponivel no
sistema online e de preenchimento obrigatorio.

Plagio

A BOR emprega um sistema de deteccéo de plagio. Ao enviar o seu manuscrito
para a Revista, este manuscrito podera ser rastreado. Isto ndo tem relacdo com a simples
repeticdo de nomes / filiagdes, mas envolve frases ou textos utilizados.

Custo para publicacéo

A Brazilian Oral Research (BOR) cobrard uma taxa de R$ 150,00 (reais) (para
autor correspondente brasileiro) e US$ 35,00 (ddlares americanos) (para autor
correspondente  estrangeiro) por pagina adicional superior a 10 paginas
publicadas/impressas (incluindo figuras e tabelas). Tal taxa sera aplicada aos artigos
submetidos a0 BOR ap0s 1° de outubro de 2023 e aceitos para publicacdo. Artigos com
até 10 paginas publicadas/impressas ndo serdo cobrados.

Exemplos de referéncias

Periédicos

Bhutta ZA, Darmstadt GL, Hasan BS, Haws RA. Community-based interventions for
improving perinatal and neonatal health outcomes in developing countries: a review of
the evidence. Pediatrics. 2005;115(2 Suppl):519-617. https://doi.org/10.1542/peds.2004-
1441

Mattos FF, Pordeus IA. COVID-19: a new turning point for dental practice.
Braz Oral Res. 2020;34:e085. https://doi.org/10.1590/1807-3107bor-2020.vol34.0085

Artigos com Titulo e Texto em Idioma Diferente do Inglés

Li YJ, He X, Liu LN, Lan YY, Wang AM, Wang YL. [Studies on chemical constituents
in herb of Polygonum orientale]. Zhongguo Ahong Yao Za Zhi. 2005 Mar;30(6):444-6.
Chinese.

Suplementos ou Edic¢bes Especiais

Pucca Junior GA, Lucena EHG, Cawahisa PT. Financing national policy on oral health
in Brazil in the context of the Unified Health System. Braz Oral Res. 2010 Aug;24 Spec
Iss 1:26-32.

Livros

Stedman TL. Stedman's medical dictionary: a vocabulary of medicine and its allied
sciences, with pronunciations and derivations. 20th ed. Baltimore: Williams & Wilkins;
1961.


https://doi.org/10.1542/peds.2004-1441
https://doi.org/10.1542/peds.2004-1441
https://doi.org/10.1590/1807-3107bor-2020.vol34.0085
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Livros Online

Foley KM, Gelband H, editors. Improving palliative care for cancer [monograph on the
Internet]. Washington: National Academy Press; 2001 [cited 2002 Jul 9]. Available
from: http://www.nap.edu/books/0309074029/html/

Websites

Cancer-Pain.org [homepage on the Internet]. New York: Association of Cancer Online
Resources, Inc.; c2000 [cited 2002 Jul 9]. Available from: http://www.cancer-pain.org/
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica [homepage]. Brasilia (DF): Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica; 2010 [cited 2010 Nov 27]. Available
from: http://www.ibge.gov.br/home/default.php

World Health Organization [homepage]. Geneva: World Health Organization; 2011
[cited 2011 Jan 17]. Available from: http://www.who.int/en/


http://www.nap.edu/books/0309074029/html/
http://www.cancer-pain.org/
http://www.ibge.gov.br/home/default.php
http://www.who.int/en/
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ANEXO C- Diretrizes para publicacdo de trabalhos na Journal of Child Health Care.
(Artigo 2)

Fator de Impacto: 1,9 / Fator de impacto de 5 anos: 2,3

Journal of

Child Health Care

VOLUME NUMBER



https://journals.sagepub.com/metrics/chc
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Subject: Journal of Child Health Care JCHC-2023-0163
Body: 24-Apr-2023

Dear Dr. MONTEIRO:

Your manuscript entitled "Hospital indicators and control of oral biofilm in children under
invasive mechanical ventilation after performing an oral hygiene protocol" has been successfully
submitted online and is presently being given full consideration for publication in Journal of
Child Health Care.

Your manuscript ID is JCHC-2023-0163.

You have listed the following individuals as authors of this manuscript:
MONTEIRO, TANIA; VIDAL, FLAVIA; ALMONDES, CAMILA; DA SILVA, FABIO; SOUZA, LUANA;
RODRIGUES, VANDILSON; LOPES, FERNANDA

Please mention the above manuscript ID in all future correspondence or when calling the office
for questions. If there are any changes in your street address or e-mail address, please log in to
ScholarOne Manuscripts at https://mc.manuscriptcentral.com/jchc and edit your user
information as appropnate.

You can also view the status of your manuscript at any time by checking your Author Center
after logging in to https://mc.manuscriptcentral.com/jchc.

As part of our commitment to ensuring an ethical, transparent and fair peer review process
SAGE is a supporting member of ORCID, the Open Researcher and Contributor ID
(https:/forcid.org/). We encourage all authors and co-authors to use ORCID iDs during the peer
review process. If you have not already logged in to your account on this journal’s ScholarOne
Manuscripts submission site in order to update your account information and provide your
ORCID identifier, we recommend that you do so at this time by logging in and editing your
account information. In the event that your manuscript is accepted, only ORCID iDs validated
within your account prier to acceptance will be considered for publication alengside your name
in the published paper as we cannot add ORCID iDs during the Production steps. If you do not
already hawve an ORCID iD you may login to your ScholarOne account to create your unigque
identifier and automatically add it to your profile.

Thank you for submitting your manuscript to Journal of Child Health Care.

Sincerely,

Miss Piyano Rema

Journal of Child Health Care
chec.pra@sagepub.com

Date Sent: 24-Apr-2023

SECOES DO MANUSCRITO

O Journal of Child Health Care publica artigos originais tedricos, empiricos e
de revisdo sistematica sobre questdes de saude infantil.

Os artigos geralmente tém entre 3.000 e 5.000 palavras (excluindo referéncias,
figuras e tabelas). O limite maximo de palavras (5000 palavras) sera rigorosamente
respeitado e os trabalhos que ultrapassarem o limite de palavras serédo devolvidos aos
autores para revisdo. E permitido um méaximo de 50 referéncias.

A seguir estdo os requisitos gerais para relatorios nas sec¢des de todos os desenhos
de estudo e formatos de manuscritos.
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a. Folha de rosto

As informag@es gerais sobre um artigo e seus autores sdo apresentadas na pagina
de titulo do manuscrito e geralmente incluem o titulo do artigo, informac6es do autor,
quaisquer isencdes de responsabilidade, fontes de apoio, contagem de palavras e, as
vezes, 0 numero de tabelas e figuras.

Titulo do artigo. O titulo fornece uma descri¢ao resumida do artigo completo e
deve incluir informacdes que, juntamente com 0 resumo, tornardo a recuperagédo
eletrbnica do artigo sensivel e especifica. As diretrizes para relatérios recomendam e
alguns periddicos exigem que as informacdes sobre o desenho do estudo facam parte do
titulo (particularmente importante para ensaios randomizados e revisdes sistematicas e
meta-analises). Alguns periddicos exigem um titulo curto, geralmente com no maximo
40 caracteres (incluindo letras e espacgos) na pagina de titulo ou como uma entrada
separada em um sistema eletrénico de submissdo. Os sistemas de submisséo eletronica
podem restringir o numero de caracteres do titulo.

Informacdes do autor. Os titulos académicos mais elevados de cada autor devem
ser listados, embora alguns periodicos ndo os publiqguem. Devera ser especificado 0 nome
do(s) departamento(s) e instituicdo(des) ou organizacdes onde o trabalho devera ser
atribuido. A maioria dos sistemas de submisséo eletrénica exige que os autores fornecam
informacdes completas de contato, incluindo correspondéncia e enderecos de e-mail, mas
a pagina de titulo deve listar o numero de telefone e endereco de e-mail do autor
correspondente. O ICMJE incentiva a listagem da Identificagdo Aberta de Pesquisador e
Contribuidor (ORCID) dos autores.

Isencdes de responsabilidade. Um exemplo de isencdo de responsabilidade € a
declaracdo do autor de que as opinides expressas no artigo submetido sdo suas e ndo uma
posicao oficial da instituicdo ou financiador.

Fonte(s) de apoio. Estes incluem subsidios, equipamentos, medicamentos e/ou
outros apoios que facilitaram a conducgéo do trabalho descrito no artigo ou a redagéo do
préprio artigo. A atribuicdo inadequada de fontes de financiamento e afiliacbes é
enganosa e deve ser evitada.

Contagem de palavras. Uma contagem de palavras para o texto do artigo,
excluindo resumo, agradecimentos, tabelas, legendas de figuras e referéncias, permite que
editores e revisores avaliem se as informacdes contidas no artigo garantem a extensao do
artigo e se 0 manuscrito submetido se enquadra nos formatos da revista. e limites de
palavras. Uma contagem de palavras separada para o resumo € Util pelo mesmo motivo.

Namero de figuras e tabelas. Alguns sistemas de submissdo exigem a
especificagio do numero de figuras e tabelas antes de carregar 0s arquivos
relevantes. Esses nimeros permitem que a equipe editorial e os revisores confirmem se
todas as figuras e tabelas foram realmente incluidas no manuscrito e, como as tabelas e
figuras ocupam espaco, avaliem se as informagOes fornecidas pelas figuras e tabelas
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justificam o tamanho do artigo e se 0 manuscrito se enquadra dentro limites de espaco da
revista.

Divulgacdo de relacionamentos e atividades. As informacgdes de divulgacdo de
cada autor precisam fazer parte do manuscrito; cada periddico deve desenvolver padrbes
com relacdo a forma que a informacdo deve assumir e onde sera publicada. O ICMJE
desenvolveu um Formulario de Divulgacdo uniforme para uso pelos periddicos membros
do ICMJE, e o ICMJE incentiva outros periddicos a adota-lo. Apesar da disponibilidade
do formuléario, os editores podem exigir a divulgacdo de relacionamentos e atividades na
pagina de titulo do manuscrito ou em outra secdo de Divulgacdo do manuscrito para
poupar o trabalho de coleta de formularios de cada autor antes de tomar uma decisao
editorial ou para salvar o trabalho dos revisores e leitores. de ler o formulario de cada
autor.

b. Resumo

Pesquisas originais, revisdes sistematicas e meta-analises requerem resumos
estruturados. O resumo deve fornecer o contexto ou antecedentes do estudo e indicar o
objetivo do estudo, procedimentos basicos (selecdo dos participantes do estudo,
configuracBes, medi¢des, métodos analiticos), principais conclusbes (fornecendo
tamanhos de efeito especificos e seu significado estatistico e clinico, se possivel). Deve
enfatizar aspectos novos e importantes do estudo ou das observagdes, observar limitagdes
importantes e ndo interpretar excessivamente 0s resultados. Os resumos de ensaios
clinicos devem incluir itens que o grupo CONSORT tenha identificado
como essenciais . As fontes de financiamento devem ser listadas separadamente apds o
resumo para facilitar a exibicdo e indexacdo adequadas para recuperagédo de pesquisa pelo
MEDLINE.

Como os resumos sdo a Unica parte substantiva do artigo indexada em muitas
bases de dados eletrdnicas e a Unica parte lida por muitos leitores, os autores precisam
garantir que eles reflitam com precisdo o conteGdo do artigo. Infelizmente, as
informagdes contidas nos resumos muitas vezes diferem daquelas contidas no
texto. Autores e editores devem trabalhar no processo de revisao e revisdo para garantir
que as informacdes sejam consistentes em ambos os locais. O formato exigido para
resumos estruturados difere de perioddico para periddico, e alguns periédicos utilizam
mais de um formato; os autores precisam preparar seus resumos no formato especificado
pela revista escolhida.

O ICMJE recomenda que os periddicos publiquem o nimero de registro do ensaio
clinico ao final do resumo. O ICMJE também recomenda que, quando um numero de
registro estiver disponivel, os autores listem esse nimero na primeira vez que usarem um
acrénimo de ensaio para se referir ao ensaio que estdo relatando ou a outros ensaios que
mencionam no manuscrito. Caso os dados tenham sido depositados em repositorio
publico e/ou estejam sendo utilizados em andlise secundaria, os autores deverdo indicar
no final do resumo o identificador Unico e persistente do conjunto de dados, 0 nome e 0
namero do repositorio.


https://www.icmje.org/conflicts-of-interest/
http://www.consort-statement.org/resources/downloads/extensions/consort-extension-for-abstracts-2008pdf
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c. Introducéo

Fornegca um contexto ou antecedentes para o estudo (ou seja, a natureza do
problema e seu significado). Declare o propdsito especifico ou objetivo de pesquisa ou
hipotese testada pelo estudo ou observagdo. Cite apenas referéncias diretamente
pertinentes e ndo inclua dados ou conclus@es do trabalho relatado.

d. Métodos

O principio orientador da secdo Métodos deve ser a clareza sobre como e por que
um estudo foi realizado de uma determinada maneira. A secdo Métodos deve ter como
objetivo ser suficientemente detalhada para que outras pessoas com acesso aos dados
possam reproduzir os resultados. Em geral, a secdo deve incluir apenas informacdes que
estavam disponiveis no momento em que o plano ou protocolo do estudo foi escrito; todas
as informacgdes obtidas durante o estudo pertencem a secdo Resultados. Se uma
organizacao foi paga ou contratada de outra forma para ajudar a conduzir a investigagao
(os exemplos incluem a recolha e gestdo de dados), entdo isto deve ser detalhado nos
métodos.

A secdo Métodos deve incluir uma declaragdo indicando que a pesquisa foi
aprovada por um o6rgao independente de revisao local, regional ou nacional (por exemplo,
comité de ética, conselho de revisdo institucional). Se existir davida se a investigagao foi
conduzida de acordo com a Declaracdo de Helsinquia, os autores devem explicar a
fundamentacédo da sua abordagem e demonstrar que o 6rgéao de revisao local, regional ou
nacional aprovou explicitamente os aspectos duvidosos do estudo. (Ver sec¢éo II.E.)

Selecdo e Descricdo dos Participantes

Descreva claramente a selecdo de participantes observacionais ou experimentais
(individuos saudaveis ou pacientes, incluindo controles), incluindo critérios de
elegibilidade e exclusdo e uma descricdo da populacao de origem. Como a relevancia de
variaveis como idade, sexo ou etnia nem sempre é conhecida no momento do desenho do
estudo, os investigadores devem procurar a inclusédo de populagdes representativas em
todos os tipos de estudo e, no minimo, fornecer dados descritivos para estas e outras
variaveis demograficas relevantes. . Comente sobre quéo representativa é a amostra do
estudo em relagdo a maior populacao de interesse.

Garantir o uso correto dos termos sexo (ao relatar fatores bioldgicos) e género
(fatores de identidade, psicossociais ou culturais) e, a menos que seja inadequado, relatar
0 sexo e/ou género dos participantes do estudo, o sexo dos animais ou células, e descrever
0 métodos usados para determinar sexo e género. Se o estudo foi realizado envolvendo
uma populacdo exclusiva, por exemplo, em apenas um sexo, 0S autores deveriam
justificar o porqué. Os autores devem definir como determinaram raga ou etnia e justificar
sua relevancia. Caso ndo tenha sido coletada raca ou etnia, explique por que ndo foi
coletada. Raca e etnia sdo construcdes sociais e ndo bioldgicas; os autores devem
interpretar os resultados associados a raca e etnia nesse contexto. Os autores devem usar
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uma linguagem neutra, precisa e respeitosa para descrever os participantes do estudo e
evitar o uso de terminologia que possa estigmatizar os participantes.

Informacao técnica

Especifique os objetivos principais e secundarios do estudo — geralmente
identificados como resultados priméarios e secundarios. Identifique métodos,
equipamentos (forneca o nome e endereco do fabricante entre parénteses) e
procedimentos com detalhes suficientes para permitir que outros reproduzam os
resultados. Forneca referéncias a métodos estabelecidos, incluindo métodos estatisticos
(ver abaixo); fornecer referéncias e breves descri¢des de métodos que foram publicados,
mas ndo sdo bem conhecidos; descrever métodos novos ou substancialmente
modificados, apresentar as razfes para utiliza-los e avaliar suas limitacGes. Identifique
com precisao todos 0s medicamentos e produtos quimicos utilizados, incluindo nome(s)
genérico(s), dose(s) e via(s) de administragdo. Identifiqgue nomes cientificos e nomes de
genes apropriados.

Estatisticas

Descrever meétodos estatisticos com detalhes suficientes para permitir que um
leitor experiente com acesso aos dados originais possa julgar sua adequacéo para o estudo
e verificar os resultados relatados. Quando possivel, quantificar os resultados e apresenta-
los com indicadores apropriados de erro de medicéo ou incerteza (tais como intervalos de
confianca). Evite confiar apenas em testes estatisticos de hipoteses, como valores P, que
ndo transmitem informacBes importantes sobre o tamanho do efeito e a precisdo das
estimativas. As referéncias para o desenho do estudo e métodos estatisticos devem ser
referéncias a trabalhos padrdo, quando possivel (com paginas indicadas). Defina termos
estatisticos, abreviacOes e a maioria dos simbolos. Especifique o(s) pacote(s) de software
estatistico e as versdes utilizadas. Distinguir analises pré-especificadas de analises
exploratorias, incluindo analises de subgrupos.

e. Resultados

Apresente seus resultados em sequéncia logica no texto, tabelas e figuras,
apresentando primeiro as descobertas principais ou mais importantes. N&o repita todos 0s
dados das tabelas ou figuras do texto; enfatize ou resuma apenas as observagdes mais
importantes. Forneca dados sobre todos os resultados priméarios e secundarios
identificados na Secdo de Métodos. Materiais extras ou suplementares e detalhes técnicos
poderao ser colocados em apéndice onde serdo acessiveis, mas nao interromperao o fluxo
do texto, ou poderdo ser publicados exclusivamente na versao eletrdnica da revista.

Fornega resultados numéricos ndo apenas como derivadas (por exemplo,
porcentagens), mas também como numeros absolutos a partir dos quais as derivadas
foram calculadas. Restrinja as tabelas e figuras as necessarias para explicar o argumento
do artigo e para avaliar os dados de apoio. Utilize graficos como alternativa a tabelas com
muitas entradas; ndo duplique dados em gréaficos e tabelas. Evite usos ndo técnicos de
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termos técnicos em estatistica, como “aleatoério” (que implica um dispositivo de

29 <¢

randomizagdo), “normal”, “significativo”, “correlacdes” e “amostra”.

A notificacdo separada de dados por variaveis demogréaficas, como idade e sexo,
facilita o agrupamento de dados para subgrupos entre estudos e deve ser rotina, a menos
que haja razGes imperiosas para ndo estratificar a notificacdo, o que deve ser explicado.

f. Discussao

E util comecar a discussdo resumindo brevemente as principais conclusdes e
explorando possiveis mecanismos ou explicaces para essas descobertas. Enfatize os
aspectos novos e importantes do seu estudo e coloque as suas descobertas no contexto da
totalidade das evidéncias relevantes. Declare as limitacfes do seu estudo e explore as
implicacBes das suas descobertas para pesquisas futuras e para a préatica clinica ou
politica. Discuta a influéncia ou associagdo de variaveis, como sexo e/ou género, nas suas
conclusdes, quando apropriado, e as limitagcdes dos dados. Nao repita detalhadamente
dados ou outras informacgdes fornecidas em outras partes do manuscrito, como na
introducdo ou na se¢éo de resultados.

Vincule as conclusdes aos objetivos do estudo, mas evite declaragdes néo
qualificadas e conclusdes que ndo sejam adequadamente apoiadas pelos dados. Em
particular, distinguir entre significancia clinica e estatistica e evitar fazer declaracdes
sobre beneficios e custos econdmicos, a menos que 0 manuscrito inclua dados e analises
econOmicas apropriadas. Evite reivindicar prioridade ou fazer alusdo a trabalhos que nao
foram concluidos. Estabeleca novas hipoOteses quando justificado, mas rotule-as
claramente.

g. Referéncias
Consideracdes gerais

Os autores devem fornecer referéncias diretas as fontes originais da pesquisa
sempre que possivel. As referéncias ndo devem ser usadas por autores, editores ou
revisores para promover interesses proprios. Os autores devem evitar citar artigos em
periddicos predatdrios ou pseudo-revistas. Quando preprints sdo citados, a citagdo deve
indicar claramente que a referéncia € um preprint (ver também Sec&o 111.D.3). Embora as
referéncias a artigos de revisdo possam ser uma forma eficiente de orientar os leitores
para um corpo de literatura, os artigos de revisdo nem sempre refletem com precisdo o
trabalho original. Por outro lado, listas extensas de referéncias a trabalhos originais sobre
um tépico podem ocupar espaco excessivo. Menos referéncias a artigos originais
importantes muitas vezes servem tdo bem como listas mais exaustivas, particularmente
porque as referéncias podem agora ser adicionadas a versao electrénica de artigos
publicados, e porque a pesquisa electronica de literatura permite aos leitores recuperar a
literatura publicada de forma eficiente.

As referéncias a artigos aceitos, mas ainda nao publicados, devem ser designadas
como “no prelo” ou “em breve”. Informagbes de manuscritos submetidos, mas néo
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aceitos devem ser citadas no texto como “observacdes ndo publicadas” com permissdo
por escrito da fonte.

Os artigos publicados devem fazer referéncia aos identificadores unicos e
persistentes dos conjuntos de dados utilizados. Evite citar uma “comunicacdo pessoal”, a
menos que forneca informagdes essenciais ndo disponiveis em fonte publica; nesse caso,
0 nome da pessoa e a data da comunicacdo devem ser citados entre parénteses no
texto. Para artigos cientificos, obtenha permissdo por escrito e confirmacgéo de preciséo
da fonte da comunicagéo pessoal.

Alguns periddicos, mas ndo todos, verificam a precisdo de todas as citacles de
referéncia; assim, erros de citacdo as vezes aparecem na versdo publicada dos
artigos. Para minimizar tais erros, as referéncias devem ser verificadas utilizando uma
fonte bibliografica eletrénica, como PubMed, ou copias impressas de fontes originais. Os
autores sao responsaveis por verificar se nenhuma das referéncias cita artigos retratados,
exceto no contexto de referéncia a retratacdo. Para artigos publicados em periddicos
indexados no MEDLINE, o ICMJE considera o0 PubMed a fonte oficial de informac6es
sobre retratacGes. Os autores podem identificar artigos retratados no MEDLINE
pesquisando no PubMed por "Publicacgéo retratada [pt]"”, onde o termo "pt" entre colchetes
significa tipo de publicacdo, ou acessando diretamente a lista de publicacdes retratadas
do PubMed .

As referéncias devem ser numeradas consecutivamente na ordem em que Sao
mencionadas pela primeira vez no texto. Identifique referéncias em textos, tabelas e
legendas por algarismos arabicos entre parénteses.

As referéncias citadas apenas em tabelas ou legendas de figuras deverdo ser
numeradas de acordo com a sequiéncia estabelecida pela primeira identificacdo no texto
da tabela ou figura especifica. Os titulos dos periddicos deverao ser abreviados de acordo
com 0 estilo utilizado para 0 MEDLINE
( www.ncbi.nlm.nih.gov/nimcatalog/journals ). Os periédicos variam quanto a pedir aos
autores que citem referéncias eletronicas entre parénteses no texto ou em referéncias
numeradas apos o texto. Os autores devem consultar a revista para a qual pretendem
submeter o seu trabalho.

Estilo e Formato

As referéncias devem seguir os padrdes resumidos na pagina Sample References
do NLM e detalhados no Citing Medicine do NLM , 2?2 edi¢do . Esses recursos sao
atualizados regularmente a medida que novas midias se desenvolvem e atualmente
incluem orientacOes para documentos impressos; material inédito; meios de comunicagao
audiovisuais; material em CD-ROM, DVD ou disco; e materiais na Internet.

h. Tabelas

As tabelas capturam informacbes de forma concisa e as exibem de forma
eficiente; eles também fornecem informagdes em qualquer nivel desejado de detalhe e


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=retracted+publication+%5bpt%5d
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nlmcatalog/journals
https://www.nlm.nih.gov/bsd/uniform_requirements.html
https://www.nlm.nih.gov/bsd/uniform_requirements.html
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK7256/
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precisdo. A incluséo frequente de dados em tabelas em vez de texto permite reduzir o
comprimento do texto.

Preparar tabelas de acordo com as exigéncias especificas da revista; para evitar
erros € melhor que as tabelas possam ser importadas diretamente para o software de
publicacdo da revista. Numere as tabelas consecutivamente na ordem de sua primeira
citacdo no texto e forneca um titulo para cada uma delas. Os titulos das tabelas devem ser
curtos, mas autoexplicativos, contendo informagdes que permitam ao leitor compreender
0 conteludo da tabela sem a necessidade de voltar ao texto. Certifique-se de que cada
tabela seja citada no texto.

Dé a cada coluna um titulo curto ou abreviado. Os autores devem colocar matéria
explicativa em notas de rodapé e ndo no titulo. Explique todas as abreviacGes fora do
padrdo nas notas de rodapé e use simbolos para explicar as informacoes, se necessario. Os
simbolos podem variar de periédico para periédico (letra do alfabeto ou simbolos como
* 1, 1, §), portanto, verifique as instrugdes de cada periddico para autores para a pratica
necessaria. Identifique medidas estatisticas de variagdes, como desvio padrdo e erro
padrdo da media.

Se vocé usar dados de outra fonte publicada ou ndo publicada, obtenha permisséo
e reconheca totalmente essa fonte.

Tabelas adicionais contendo dados de backup muito extensos para publicacdo
impressa podem ser apropriadas para publicacdo na versdo eletrbnica da revista,
depositadas em um servico de arquivo ou disponibilizadas aos leitores diretamente pelos
autores. Uma declaracdo apropriada deve ser adicionada ao texto para informar aos
leitores que esta informacao adicional esta disponivel e onde esta localizada. Envie essas
tabelas para consideracdo com o artigo, para que fiquem disponiveis aos revisores.

i.llustracées (Figuras)

As imagens digitais das ilustracdes do manuscrito devem ser submetidas em
formato adequado para publicagdo impressa. A maioria dos sistemas de submisséo possui
instrucdes detalhadas sobre a qualidade das imagens e as verifica ap6s o upload do
manuscrito. Para envios impressos, as figuras devem ser desenhadas e fotografadas
profissionalmente ou enviadas como impressdes digitais com qualidade fotogréafica.

Para imagens radioldgicas e outras imagens clinicas e diagnosticas, bem como
fotos de espécimes patoldgicos ou fotomicrografias, enviar arquivos de imagens
fotogréficas de alta resolucdo. As imagens de antes e depois devem ser tiradas com a
mesma intensidade, direcdo e cor de luz. Como os borrdes sdo usados como evidéncia
primaria em muitos artigos cientificos, os editores podem exigir o depésito das fotografias
originais dos borrdes no site da revista.

Embora alguns periddicos redesenhem os nimeros, muitos ndo o fazem. As letras,
numeros e simbolos nas figuras devem, portanto, ser claros e consistentes, e grandes o
suficiente para permanecerem legiveis quando a figura for reduzida para publicacdo. As
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figuras devem ser tdo autoexplicativas quanto possivel, pois muitas serdo usadas
diretamente em apresentacdes de slides. Os titulos e as explicacGes detalhadas pertencem
as legendas — e ndo as ilustragdes em si.

As fotomicrografias deverdo ter marcadores internos de escala. Os simbolos, setas
ou letras utilizadas nas fotomicrografias devem contrastar com o fundo. Explique a escala
interna e identifique o método de coloracdo nas fotomicrografias.

As figuras deverdo ser numeradas consecutivamente de acordo com a ordem em
que foram citadas no texto. Se uma figura tiver sido publicada anteriormente, reconheca
a fonte original e envie permissdo por escrito do detentor dos direitos autorais para
reproduzi-la. A permissdo é necessaria independentemente da autoria ou editora, exceto
para documentos de dominio publico.

No manuscrito, as legendas das ilustracdes deverdo estar em pagina separada, com
algarismos arabicos correspondentes as ilustra¢cdes. Quando simbolos, setas, niUmeros ou
letras forem usados para identificar partes das ilustracdes, identifique e explique cada um
deles claramente na legenda.

Artigos em periodicos
1. Artigo de periddico padrao

Halpern SD, Ubel PA, Caplan AL. Transplante de 6rgéos s6lidos em pacientes infectados
pelo HIV. N Engl J Med. 25 de julho de 2002;347(4):284-7.

Liste os primeiros seis autores, seguidos de et al. Se houver mais de seis autores, liste 0s
primeiros seis autores, seguidos de et al. (Nota: NLM agora lista todos os autores.):

Rose ME, Huerbin MB, Melick J, Marion DW, Palmer AM, Schiding JK, et al. Regulacéo
das concentracdes de aminoacidos excitatérios intersticiais apOs lesdo por contusao
cortical. Cérebro Res. 2002;935(1-2):40-6.

Opcional: Se uma revista tiver paginacdo continua ao longo de um volume (como fazem
muitas revistas médicas), omita 0 més e o numero da edicéo.

Halpern SD, Ubel PA, Caplan AL. Transplante de 6rgdos sélidos em pacientes infectados
pelo HIV. N Engl J Med. 2002;347:284-7.

Opcional: adicdo de identificadores exclusivos de um banco de dados, como o PubMed
PMID, para a citacdo:

Forooghian F, Yeh S, Faia LJ, Nussenblatt RB. Atrofia foveal uveitica: caracteristicas
clinicas e associagdes. Arco Oftalmol. Fevereiro de 2009;127(2):179-86. PubMedPMID:
19204236; PubMed Central PMCID: PMC2653214.

Opcional: Adicdo de numero de registro de ensaio clinico:
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Trachtenberg F, Maserejian NN, Soncini JA, Hayes C, Tavares M. O fldor em
compdmeros previne futuras caries em criangas? J Dent Res. Mar¢o de 2009;88(3):276-
9. PubMed PMID: 19329464. Numero de registro ClinicalTrials.gov: NCT00065988.

2. Organizagdo como autor
Grupo de Pesquisa do Programa de Prevencdo de Diabetes. Hipertensdo, insulina e pro-
insulina em participantes com tolerancia diminuida a

glicose. Hipertensdo. 2002;40(5):679-86.

3. Autores pessoais e organizacdo como autor (liste todos conforme aparecem na
assinatura).

Vallancien G, Emberton M, Harving N, van Moorselaar RJ; Grupo de Estudos Alf-
One. Disfuncdo sexual em 1.274 homens europeus que sofrem de sintomas do trato
urinrio inferior. J Urol. 2003;169(6):2257-61.

4. Volume com suplemento

Geraud G, Spierings EL, Keywood C. Tolerabilidade e seguranca do frovatriptano com

uso de curto e longo prazo para tratamento de enxaqueca e em comparagcdo com
sumatriptano. Dor de cabeca. 2002;42 Suplemento 2:593-9.

Livros e outras monografias
5. Autor(es) pessoal(eis)

Murray PR, Rosenthal KS, Kobayashi GS, Pfaller MA. Microbiologia médica. 42
edicdo. Sdo Luis: Mosby; 2002.

6. Capitulo de um livro

Meltzer PS, Kallioniemi A, Trent JM. Alteracbes cromossomicas em tumores solidos
humanos. In: Vogelstein B, Kinzler KW, editores. A base genética do cancer
humano. Nova York: McGraw-Hill; 2002. pag. 93-113.

7. Dissertacao

Borkowski, MM. Sono e alimentagdo infantil: uma pesquisa telefénica com hispano-

americanos  [dissertacdo]. Mount  Pleasant (MI):  Universidade Central de
Michigan; 2002.
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Material eletrénico
8. CD ROM

Anderson SC, Poulsen KB. Atlas eletronico de hematologia de Anderson [CD-
ROM]. Filadélfia: Lippincott Williams & Wilkins; 2002.

9. Artigo de jornal na Internet

Abood S. Iniciativa de melhoria da qualidade em lares de idosos: a ANA desempenha um
papel consultivo. Sou J Nurs [Internet]. 2002 junho [citado em 12 de agosto de
2002];102(6):[cerca de 1 p.]. Disponivel
em: https://journals.lww.com/ajnonline/Fulltext/2002/06000/Quality _Improvement_Init
iative_in_Nursing_Homes.31.aspx E necesséria assinatura.

Apresentacdo opcional (omite a frase entre colchetes que qualifica a abreviatura do
titulo do periddico):

Abood S. Iniciativa de melhoria da qualidade em lares de idosos: a ANA desempenha um
papel consultivo. Sou J Nurs. 2002 junho [citado em 12 de agosto de 2002];102(6):[cerca
de 1 p.]. Disponivel
em: https://journals.lww.com/ajnonline/Fulltext/2002/06000/Quality_Improvement_Init
iative_in_Nursing_Homes.31.aspx E necesséria assinatura.

Artigo publicado na Internet antes da Versao impressa:
Vern®18.

Formatos opcionais usados pelo NLM no MEDLINE/PubMed:
Artigo com numero de documento no lugar da paginacéo tradicional:

Williams JS, Brown SM, Conlin PR. Videos em medicina clinica. Medi¢do da pressao
arterial. N Engl J Med. 29 de janeiro de 2009;360(5):e6. PMID PubMed: 19179309.

Artigo com Identificador de Objeto Digital (DOI):

Zhang M, Holman CD, Prec¢o SD, Sanfilippo FM, Preen DB, Bulsara MK. Comorbidade
e repeticdo de internacdo hospitalar por reacfes adversas a medicamentos em idosos:
estudo de coorte retrospectivo. BMJ.7 de janeiro de 2009;338:a2752. doi:
10.1136/bmj.a2752. PMID  PubMed:  19129307; PubMed  Central  PMCID:
PMC2615549.

Artigo com identificador exclusivo de item do editor (pii) no lugar da paginacéo
tradicional ou DOI:


https://journals.lww.com/ajnonline/Fulltext/2002/06000/Quality_Improvement_Initiative_in_Nursing_Homes.31.aspx
https://journals.lww.com/ajnonline/Fulltext/2002/06000/Quality_Improvement_Initiative_in_Nursing_Homes.31.aspx
https://journals.lww.com/ajnonline/Fulltext/2002/06000/Quality_Improvement_Initiative_in_Nursing_Homes.31.aspx
https://journals.lww.com/ajnonline/Fulltext/2002/06000/Quality_Improvement_Initiative_in_Nursing_Homes.31.aspx
https://www.nlm.nih.gov/bsd/uniform_requirements.html#number18
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Tegnell A, Dillner J, Andrae B. Introdugéo da vacinago contra o papilomavirus humano
(HPV) na Suécia. Fiscalizacdo do Euro. 12 de fevereiro de 2009;14(6). pii: 19119.
PubMed PMID: 19215721.

10. Monografia na Internet

Foley KM, Gelband H, editores. Melhorando os cuidados paliativos para o cancer
[Internet]. Washington: Imprensa da Academia Nacional; 2001 [citado em 9 de julho de
2002]. Disponivel  em: https://www.nap.edu/catalog/10149/improving-palliative-care-
for-cancer .

11. Pégina inicial/site

eatright.org [Internet]. Chicago: Academia de Nutri¢do e Dietética; c2016 [consultado em
27 de dezembro de 2016]. Disponivel em: https://www.eatright.org/ .

12. Parte de uma pagina inicial/site

Associacdo Médica Americana [Internet]. Chicago: A Associagdo; c1995-2016
[consultado em 27 de dezembro de 2016]. Escritorio de Medicina Internacional; [cerca
de 2 telas]. Disponivel em: https://www.ama-assn.org/about/office-international-
medicine
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