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RESUMO



A lingua, devido as suas caracteristicas anatémicas, representa um reservatorio natural de
microrganismos, principalmente a regido posterior, tanto em bocas saudaveis quanto
naquelas com alguma patologia. Algumas bactérias da familia Enterobacteriaceae e
Pseudomonadaceae sao consideradas agravantes de algumas doengas periodontais e
pulmonares além de estarem relacionadas a doencas sistémicas oportunistas. Neste estudo
foi analisada a presencga de bactérias da familia Enterobacteriaceae e Pseudomonadaceae
no dorso da lingua de cem voluntarios que procuraram a Clinica Odontol6gica da Faculdade
de Odontologia da Universidade de Taubaté, cinqtienta homens e cinqlienta mulheres com
idade entre 30 e 50 anos. Foi avaliada a correlagdo destes microrganismos com a presenga
de saburra lingual, género, idade, habito de fumar e presenca de pecas protéticas. As
amostras foram coletadas do dorso posterior da lingua, na regidao de papilas valadas. Os
microrganismos isolados foram identificados pelo sistema API 20E (Biolab-Meriux, Franca).
A prevaléncia de voluntarios que apresentaram  Enterobacteriaceae e/ou
Pseudomonadaceae foi de 42%. Enterobacteriaceae foram isoladas em 29% e
Pseudomonadaceae em 6%. Enterobacter cloacae foi a espécie de Enterobacteriaceae mais
prevalente (21,89%), seguida por Pasteurella pneumotropica/haemolytica (14,07%) e
Chryseomonas luteola a espécie de Pseudomonadaceae mais prevalente (9,38%). Houve
maior prevaléncia destes microrganismos na faixa etaria entre 40 e 50 anos (p=0,001) e
para os voluntarios que nao tinham o habito de fumar (p=0,0485). Nao houve correlacédo
estatistica significante entre a presenca de Enterobacteriaceae e Pseudomonadaceae com

saburra lingual, género e uso de pegas protéticas.

Palavras-chave: Enterobacteriaceae. Pseudomonadaceae. Dorso da lingua. Saburra ling



ABSTRACT

Tongue, due to your anatomical characteristics, it represents a natural reservoir of
microorganisms, mainly the subsequent area, so much in healthy mouths as in those with
some pathology. Some bacteria of the family Enterobacteriaceae and Pseudomonadaceae
added difficulties are considered of some diseases periodontais and lung besides they be
related to diseases opportunists. In this study the presence of bacteria of the family was
analyzed Enterobacteriaceae and Pseudomonadaceae in the back of the a hundred
volunteers' tongue that you/they sought the Clinica Odontolégica of University of Dentistry of
the University of Taubaté, fifty men and fifty women with age between 30 and 50 years. The
correlation of these microorganisms was evaluated with the presence of tongue coating,
gender, age, habit of smoking and presence of prosthetic pieces. The samples were
collected of the subsequent back of the tongue, in the area of fenced in papillae. The isolated
microorganisms were identified for the system APl 20E (Biolab-Meriux, France). The
volunteers’ prevalence that presented Enterobacteriaceae and/or Pseudomonadaceae was
of 42%. Enterobacteriaceae were isolated in 29% and Pseudomonadaceae in 6%.
Enterobacter cloacae went to the species of Enterobacteriaceae more prevalence (21,89%),
followed for Pasteurella pneumotropica’/haemolytica (14,07%) and Chryseomonas luteola to
the species of Pseudomonadaceae more prevalence (9,38%). There was larger prevalence
of these microorganisms in the age group between 40 and 50 years (p=0,001) and for the
volunteers that didn't have the habit of smoking (p=0,0485). There was not significant
statistical correlation between the presence of Enterobacteriaceae and Pseudomonadaceae

with tongue coating, gender and use of prosthetic pieces.

Key words: Enterobacteriaceae. Pseudomonadaceae. Tongue Dorsa. Tongue coating.
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Os dentes correspondem a aproximadamente 20% da superficie da cavidade
bucal e a composicdo microbiana de seu biofilme é bem conhecida, enquanto o
tecido mole, que corresponde a 80%, tem sua colonizagdo microbiana menos
compreendida (MAGER et al., 2003).

A lingua exerce fungdes importantes no processo digestivo como auxiliar na
mastigacao, degluticdo e sensibilidade gustatoria (FEHRENBACH; HERRING, 1998;
HERLIHY; MAEBIUS, 2002b). Devido a sua localizacdo e fungdes, a lingua é um
das estruturas anatémicas mais importantes na cavidade bucal. Embora o dorso da
lingua parega abrigar um dos nichos microbiol6gicos mais complexos na ecologia
humana, o conhecimento do papel da microbiota da lingua na saude e doenca esta
muito limitado. O interesse pelo estudo dos nichos da lingua aumentou devido a sua
associacdo com halitose bucal e seu papel como reservatério para patdégenos
periodontais. Porém, pouco é conhecido sobre como controlar este nicho bacteriano
(ROLDAN; HERRERA; SANZ, 2003).

De acordo com Kazor et al. (2003), o dorso da lingua possui uma microbiota
sem igual, compreendendo um terco da populacado bacteriana da cavidade bucal e
apresenta grande diversidade de espécies.

Microrganismos da familia Enterobacteriaceae e género Pseudomonas
podem atuar como patdégenos oportunistas e colonizar a cavidade bucal humana,
especialmente de pacientes com doencas debilitantes, submetidos a tratamentos
com antibiéticos por tempo prolongado ou medicamentos citotéxicos (SLOTS; FEIK;
RAMS, 1990; SEDGLEY; SAMARANAIAKE, 1994a).

Secrecédo nasal e paranasal pode se acumular na regidao posterior do dorso da

lingua favorecendo a formacdo da saburra lingual dando origem a halitose, devido
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ao processo de degradacdo de aminodcidos. Esta ocorre em condi¢cdes de
anaerobiose envolvendo microrganismos Gram-negativos (ROSENBERG, 1996).
Pesquisas sugerem que espécies de Enterobacteriaceae possam estar envolvidas,
pois produzem gases putrefeitos quando metabolizam proteinas ou certos
aminodcidos (GOLDBERG et al., 1997).

A alta prevaléncia de Enterobacteriaceae e Pseudomonadaceae na cavidade
bucal encontrada em estudos anteriores, despertou o interesse em estudar a
prevaléncia destas bactérias no dorso posterior da lingua e sua relacdo com a
presenca de saburra lingual, género, idade, habito de fumar e presenca de pecas

protéticas.

2 REVISAO DE LITERATURA
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2.1 LINGUA

A lingua € um érgado muscular localizada no soalho da cavidade bucal. A
mucosa da superficie dorsal da lingua apresenta pequenas elevagdes, as papilas
linguais, algumas das quais associadas aos botdes gustativos. A margem da lingua
corresponde a face lateral onde estao localizadas as papilas foliadas. As delgadas
papilas em formato de pequenos fios sdo as papilas filiformes, que conferem ao
dorso da lingua um aspecto aveludado. As papilas fungiformes, mais numerosas no
apice da lingua, sdo pequenos pontos avermelhados, com aspecto de cogumelo.
Situado posteriormente no dorso da lingua, esta o sulco terminal. No vértice do sulco
terminal, voltado para a faringe, existe uma pequena depressdo denominada forame
cego da lingua. As maiores papilas da lingua, as papilas valadas, estdo situadas
anteriormente ao sulco terminal, e enfileiradas paralelas a ele, seu numero varia
entre 10 e 14. Posteriormente ao sulco terminal, observa-se a presenca de um
tecido linféide, que constitui a tonsila lingual. A face inferior da lingua se destaca
pela presenga de vasos profundos bem visiveis, a mucosa dessa regiao forma duas
pregas onduladas situadas lateralmente a esses vasos, as pregas franjadas. A
lingua exerce funcbes importantes no processo digestivo como mastigacao,
degluticao e sensibilidade gustatéria (FEHRENBACH; HERRING, 1998; HERLIHY;
MAEBIUS, 2002a, 2002b).

A cavidade bucal € um ambiente favoravel a proliferacao de bactérias devido
a temperatura, umidade, pH, nutrientes e presenca ou auséncia de oxigénio.
Superficies retentivas, como bolsas periodontais, superficie interproximal dos dentes
e lingua, sdo ideais para acumulo de biofilme. A lingua é a maior, continua e

retentiva superficie da cavidade bucal, considerada um nicho favoravel para abrigar
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bactérias. As papilas filiformes cobrem a superficie dorsal da lingua favorecendo a
retencdo mecéanica do biofilme lingual. Pode também apresentar caracteristicas
anatdbmicas adicionais como fissuras, lingua geografica e lingua pilosa que
aumentam sua retencao e servem como uma armadilha para bactérias, alimentos e
células epiteliais. Em individuos saudaveis os dois tergos anteriores da lingua séo
friccionados constantemente com o palato duro, limpando a lingua e prevenindo o
acumulo de biofilme. O terco dorsal posterior da lingua esta em contato com o palato
mole onde falta rugosidade e efeito de limpeza. Conseqlientemente, o terco dorsal
posterior da lingua € a area mais propensa para acumulo de biofilme (SPIELMAN;
BIVONA; RIFKIN, 1996).

A saliva contém bactérias provenientes de todas as superficies da cavidade
bucal. Como lingua e mucosa jugal constituem a maior parte da superficie da boca,
a microbiota descamada dessas regides esta proeminente na microbiota salivar,
sendo a microbiota da lingua, superficie bucal e saliva similares. Microbiota indigena
e suplementar presente normalmente em altas proporgdes na lingua séao
representadas principalmente por Streptococcus salivarius Gram-positivos. Isoladas
em propor¢cdes moderadas encontram-se Streptococcus sanguis e Streptococcus
mitior; € em baixas propor¢cdes Lactobacillus spp. € Actinomyces spp., enquanto
Streptococcus milleri e Streptococcus mutans sao raramente isolados da lingua
(LOESCHE, 1997).

A estrutura papilar do dorso da lingua representa um nicho ecolégico na
cavidade bucal, oferecendo uma grande area superficial que favorece o acumulo de
detritos bucais e microrganismos. Além disso, sua localizagcdo na cavidade bucal
proporciona acesso a muitos tipos de nutrientes, produtos e bactérias. As

irregularidades adicionais, como fissuras e ranhuras na morfologia do dorso da
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lingua podem servir como area de retengéo bacteriana. As contagens de bactérias
no dorso da lingua de individuos com fissuras sdo duas vezes mais altas que em
individuos sem fissuras (ROLDAN; HERRERA; SANZ, 2003). A freqiiéncia de
fissuras no dorso da lingua foi de 27% em um estudo clinico com 126 individuos
(GOMEZ et al., 2001).

A estrutura da lingua favorece a formacdo de um biofilme bacteriano
complexo denominado saburra lingual, constituido por microrganismos (bactérias) do
tipo proteolitico Gram-negativo e fungos, células epiteliais descamadas, leucécitos e
residuos alimentares que aderem ao dorso da lingua em maior propor¢cao na regiao
posterior, sendo esbranquicado e variando em extensao, espessura e viscosidade
(TONZETICH, 1977; COSTA, 1981; GREIN et al., 1982; KATAYAMA; WECKX,
1996; COSTA, 1987; TARZIA, 1999; TARZIA, 2004). A degradacao de aminoacidos
sulfurados por bactérias anaerdbias resulta na emissdo de sulfeto de hidrogénio,
metilmercaptano e dimetilsulfeto, coletivamente denominados compostos sulfurados
volateis (CSV), que contribuem para a condicdo de halitose (ATTIA; MARSHALL,
1982; ROSEMBERG; MCCULLOCH, 1992; YAEGAKI; SANADA, 1992;
BYDLOWSKI, 1994; SPIELMAN; BIVONA; RIFKIN, 1996; CICEK et al., 2003).

Solis-Gaffar, Fischer e Gaffar (1979) analisaram o papel de microrganismos,
no dorso posterior da lingua, responsaveis pela formacdo dos componentes
odoriferos associados com halitose. Oito microrganismos Gram-positivos e quatro
Gram-negativos foram incubados individualmente em anaerobiose por trés ou 24
horas em um sistema de saliva estéril com L-cisteina ou L-metionina e substrato
exodgeno. Depois do periodo de incubacéo, foram analisados por cromatografia a
gas quanto a presenca do enxofre volatil, compostos sulfurados volateis (CSV) como

sulfeto de hidrogénio, metil mercaptana e sulfeto de dimetil. Os resultados indicaram
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que s6 os microrganismos Gram-negativos Veillonella alcalescens, Fusobacterium
nucleatum, Prevotella melaninogenica e Klebsiella pneumoniae produziram CSV nos
sistemas incubados. Os microrganismos Gram-positivos Streptococcus mutans,
Streptococcus  sanguis,  Streptococcus  salivarius, Enterococcus faecalis,
Lactobacillus acidophilus, Staphylococcus aureus, Candida albicans, e Actinomyces
naeslundii nao produziram CSV. Com excecao de Klebsiella pneumoniae, os outros
microrganismos Gram-negativos testados precisaram da presenca de sangue para a
producdo de CSV. No entanto, os microrganismos Gram-positivos, mesmo com
adicao de sangue, nao formaram CSV.

Yaegaki e Sanada (1992) demonstraram a producéao de CSV, principalmente
metil mercaptana, na superficie dorsal da lingua em pacientes com e sem
periodontite e consideraram o biofilme lingual um fator importante na producao
destes compostos.

Bacillus subtilis, Proteus vulgares, Pseudomonas aeruginosa, Prevotella
melaninogenica, bacilos coliformes, Clostridium sporogenes e Clostridium
histolyticum sao alguns microrganismos encontrados na cavidade bucal
principalmente no dorso posterior da lingua, responsaveis pela condicao de halitose
devido a atividade proteolitica (BYDLOWSKI, 1994).

Em estudos utilizando o teste Benzoil-DL-Arginina-Beta-Naftilamida (BANA)
foram comparadas contagens de amostras colhidas de dentes e lingua em grupos
de individuos com e sem periodontite. O teste BANA demonstrou resultados
positivos em 87,5% das amostras colhidas de dente e 92,5% para amostras da
lingua em individuos com periodontite, enquanto que para individuos sem

periodontite os resultados foram de 74,4% e 94,3%, respectivamente. Os resultados
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demonstraram que a lingua € um reservatorio de microrganismos para individuos
com e sem periodontite (BOSY et al., 1994).

A relacdo de amostras do dorso da lingua BANA-positivo com parametros de
halitose também foi demonstrado em estudo clinico com 52 individuos sendo 43
reclamantes de halitose. Foram verificadas correlagcées altamente significantes entre
contagens de compostos sulfurados volateis e BANA-positivo de amostras do dorso
da lingua (KOSLOVSKY et al., 1994).

Boever e Loesche (1995) testaram associacées entre medidas de odor por
cromatografia a gas, niveis de enxofre volatil, pardmetros periodontais,
caracteristicas de superficie de lingua, teste BANA para microrganismos na lingua e
dentes e parametros bacteriol6gicos em dezesseis participantes com reclamacdes
de halitose. Os dados indicaram que a microbiota anaerdbia proteolitica que reside
na superficie lingual & essencial no desenvolvimento de halitose. A presenca de
fissuras linguais aumentou significativamente o odor de amostras linguais. Individuos
que tinham saburra lingual abrigaram 11,9 x 108 UFC/mL, enquanto os individuos
que ndo tinham apresentaram 3,8 x 10° UFC/mL. Individuo com fissuras linguais
profundas, comparados a individuos sem fissuras, apresentaram duas vezes mais
contagem de bactérias, 12,3 x 10° UFC/mL para 6,4 x 10° UFC/mL respectivamente.
Os autores concluiram que BANA positivo na lingua e quantidade de saburra lingual
sao os fatores mais importantes na formacao de compostos volateis de enxofre.

Gomez et al. (2001), em estudo clinico analisaram o aspecto do dorso da
lingua em relagéao a extensao, cor e densidade da saburra lingual de individuos com
saude gengival e com periodontite. Além disso, determinaram a relagcdo entre o
aspecto da lingua e a carga bacteriana em amostras salivares. Esta investigacao

mostrou que, na maioria dos casos, alteracdo de cor foi encontrada na regiao
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posterior da lingua. O numero de bactérias por mililitro (mL) em relagédo a coloracao
(rosa, branco e amarelo) da lingua foram 948, 855 e 900 x 10° respectivamente. O
namero de bactérias por mL em relacdo a espessura (ausente, fina e grossa) foram
948, 863, e 895 x 10° respectivamente. O niimero de bactérias por mL em individuos
sem periodontite foi 860 x 10° e em individuos com periodontite 918 x 10°.

Estudo com amostra de 171 bebés na faixa etéria entre seis e 36 meses
verificou a prevaléncia de 38 espécies de microrganismos do dorso da lingua. O
resultado demonstrou maior freqiéncia de Treponema denticola (36%),
Actinobacillus  actinomycetemcomitans (30%), Prevotella intermedia (29%),
Porphyromonas gingivalis (23%) e Tannerella forsythia (11%) na lingua,
principalmente em menores de 18 meses. Alta frequéncia de espécies bacterianas
em amostras da lingua de bebés sugere ser este local um reservatorio potencial de
microrganismos (TANNER et al., 2002).

De acordo com Kazor et al. (2003) o dorso da lingua possui uma microbiota
complexa. Um terco da populacéao bacteriana da cavidade bucal foi isolada da lingua
e nao em outras superficies bucais. Em individuos saudaveis, Streptococcus
salivarius é a espécie predominante estando praticamente ausente em individuos
com halitose. Espécies mais associadas com halitose foram Atopobium parvulum,
Eubacterium sulci e Fusobacterium periodonticum.

Mager et al. (2003) em estudo clinico com 225 individuos analisaram a
propor¢cao de 40 espécies bacterianas em amostras da saliva, oito areas da mucosa
bucal representadas por trés areas da lingua (dorsal, ventral e lateral), soalho da
boca, mucosa jugal, palato duro, vestibulo dos labios superiores e inferiores e
gengiva inserida e em 44 dos 225 individuos também foram analisadas amostras de

biofilme dental supragengival e subgengival. Os resultados foram demonstrados
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comparando as amostras de tecido mole e saliva e outra analise das amostras de
tecido mole, saliva e biofilme dental supra e subgengival. As analises das amostras
de tecido mole e saliva foram divididas em dois grupos de estudo: grupo 1 incluiu
saliva, regido lateral e dorsal da lingua, enquanto o grupo 2 incluiu os tecidos moles
restantes. Veillonella parvula, Prevotella melaninogenica, Eikenella corrodens,
Neisseria mucosa, Actinomyces odontolyticus, Fusobacterium periodonticum,
Fusobacterium nucleatum ss vincentii e Porphyromonas gingivalis estavam em
proporcées mais altas no grupo 1 e Streptococcus mitis, Streptococcus oralis e
Streptococcus noxia significativamente mais altos no grupo 2. O grupo formado por
amostras de tecido mole, saliva e biofiilme dental supra e subgengival,
demonstraram aumentadas proporcées das espécies de Actinomyces no biofilme
supra e subgengival. Proporgbes de Veillonella parvula e Prevotella melaninogenica
foram mais altas em saliva e nas superficies laterais e dorsais da lingua, enquanto
Streptococcus  mitis e  Streptococcus oralis estavam em  proporcdes
significativamente mais baixas em saliva e dorso da lingua.

Quirynen et al. (2004) avaliaram o efeito da limpeza lingual com raspador ou
escova dental. Apds atribuir valores de zero a trés para quantidade de saburra
presente na lingua, foram coletadas amostras microbianas da saliva, dorso anterior
e posterior da lingua e contados os numeros de unidades formadoras de colénias
por mililitro (UFC/mL) de aerdbios e anaerdbios. Observou-se uma redugao
significante da saburra lingual para ambas as ferramentas. Os niumeros de UFC/mL
(aerdébios e anaerdbios) permaneceram constantes em amostras da saliva e dorso
de lingua antes e apds a higiene. Para a area posterior da lingua foram observados

nameros mais altos de UFC/mL, quando comparados a parte anterior. O estudo
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concluiu que o beneficio da limpeza da lingua esta relacionado com a reducao do
substrato para bactérias, e ndo a reducédo da quantidade de bactérias.

E considerado que o mau halito se origina principalmente de populacdes da
microbiota da lingua, porém esta relagdo permanece obscura. Estudo clinico
realizado por Tanaka et al. (2004) analisou os patégenos periodontais da lingua por
reagcdo em cadeia da polimerase (PCR), e a associacao entre mau halito e lingua.
Foram analisados 0s microrganismos Porphyromonas gingivalis, Tannerella
forsythia, Prevotella intermedia, Prevotella nigrescens e Treponema denticola. A
populacdo estudada consistiu em vinte e nove individuos com halitose e dez
individuos sem halitose. A saburra lingual no dorso da lingua foi determinada de
acordo com sua espessura e area de superficie. A contagem da area foi classificada
em escores de 0 a 3, 0 nenhuma saburra; 1 cobrindo 1/3 do dorso da lingua; 2
cobrindo de 1/3 a 2/3 do dorso da lingua e 3 cobrindo mais de 2/3 do dorso da
lingua. A contagem da espessura foi definida por escores de 0 a 3, 0 nenhuma
saburra; 1 camada fina, com papilas visiveis; 2 camada moderada onde foi possivel
visualizar algumas papilas e 3 camada grossa cobrindo as papilas. Prevotella
intermedia estavam em maior nimero enquanto Tannerella forsythia e Treponema
denticola em menor numero de individuos. Nao houve relagdo significante entre
proporcées dos cinco patégenos periodontais e a contagem da area da saburra
lingual, porém relagdes significantes foram observadas entre esses cinco patégenos

periodontais e a espessura da saburra cobrindo a lingua.
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2.2 ENTEROBACTERIACEAE

Os membros da familia Enterobacteriaceae sao bacilos Gram-negativos
imoveis ou méveis com flagelos peritriquios € nao formam esporos. Podem crescer
rapidamente em condicdes aerébias e anaerdbias (anaerdbios facultativos)
(GORZYNSKI, 1997; MURRAY et al., 2002a; WALKER, 2002a).

As bactérias da familia Enterobacteriaceae pertencem a microbiota intestinal
humana normal, sendo isoladas também do solo, agua, vegetagcao e ocasionalmente
isoladas da cavidade bucal (GORZYNSKI, 1997; ZAMBON; NISENGARD, 1997;
MURRAY et al.,, 2002a; WALKER, 2002a). Podem atuar como patégenos
oportunistas (SLOTS; FEIK; RAMS, 1990). Infecgcdes nosocomiais sérias que
ocorrem corriqueiramente sao causadas, principalmente por Escherichia coli e
Klebsiella pneumoniae. Esses microrganismos sao membros da microbiota humana
normal, considerados “ndao—patdégenos”, contudo, quando a saude do hospedeiro
estda comprometida, esses microrganismos relativamente avirulentos podem
rapidamente se tornar patogénicos (LOESCHE, 1997).

Enterobacteriaceae pode colonizar a cavidade bucal humana, especialmente
em pacientes com doencas debilitantes ou imunocomprometidos (CAMPOS;
ZELANTE, 1978; SEDGLEY; SAMARANAYAKE, 1994a) ou submetidos a
tratamentos com antibiéticos por tempo prolongado ou medicamentos citotdxicos,
entretanto estas bactérias geralmente nao sao consideradas residentes da

microbiota da boca (SEDGLEY; SAMARANAYAKE, 1994a).
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2.3 PSEUDOMONADACEAE

Pseudomonas sao bacilos Gram-negativos retos ou ligeiramente curvados,
com flagelos polares que Ihe conferem movimento. Embora Pseudomonas sejam
definidos como aerdbios obrigatorios, podem crescer anaerobicamente utilizando
nitrato ou arginina como aceptor alternativo de elétrons (ZAMBON; NISENGARD,
1997; MURRAY et al., 2002b; WALKER, 2002b).

Espécies de Pseudomonas sao encontradas no solo, 4gua e matéria organica
em decomposicdo (MURRAY et al.,, 2002b). Pseudomonas aeruginosa podem
colonizar seres humanos sendo o principal patégeno humano do grupo. E invasiva e
toxogénica, produzindo infeccdes em pacientes imunocomprometidos, sendo um

importante patégeno nosocomial (JAWETZ et al., 1991).

2.4 ENTEROBACTERIACEAE E PSEUDOMONADACEAE NA CAVIDADE BUCAL

Enterobacteriaceae foram isoladas da cavidade bucal de pacientes em estudo
realizado por Sedgley e Samaranayake (1994b). Espécies de Enterobacter e
Klebsiella foram os coliformes mais freqlientemente isolados. Estudo clinico com
amostras de enxagle bucal demonstrou prevaléncia de 32% de Enterobacteriaceae
em trezentos individuos de Hong Kong, sendo que Enterobacter cloacae
representou 26%, Enterobacter aerogenes 16%, Enterobacter sakazakii 12%,
Enterobacter gergoviae 4%, Enterobacter intermedium 3%, Enterobacter spp. 2%,
Enterobacter agglomerans 2,2%, Enterobacter amnigenus | 1%, Klebsiella
pneumoniae pneumoniae 24%, Klebsiella oxytoca 9%, Citrobacter freundii 5%,

Citrobacter diversus 1%, Yersinia intermedia 5%, Serratia marcescens 3%, Serratia
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liquefaciens 2%, Serratia plymuthica 1%, Escherichia coli 2%, Rahnella aquatilis 1%,
Erwinia spp. 1%.

Estudo microbiolégico realizado por Ohman et al. (1995) analisaram a
prevaléncia de microrganismos conhecidos por causar infec¢cdes oportunistas na
cavidade bucal. Amostras de cem individuos (47 homens e 53 mulheres) com 79
anos de idade foram coletadas da regido da mucosa palatal, comissura labial e da
protese total. Alta prevaléncia de doencas e uso freqientes medicamentos foram
registrados entre os participantes. Espécie de Enterobacteriaceae foi encontrada na
regiao de comissura labial em sé um individuo sendo esta Escherichia coli.

Estudo clinico realizado por Goldberg et al. (1997) verificaram a prevaléncia
de Enterobacteriaceae em quatro populacbes diferentes: pacientes ortodénticos,
com halitose, com proéteses totais e pacientes controle (sem halitose, prétese total ou
aparelho ortodéntico) com idade entre 14 e 73 anos. Foram coletadas amostras de
bolsa periodontal e dorso da lingua dos pacientes ortodénticos e com halitose. Dos
pacientes com proéteses totais foram coletadas amostras da parte interna da prétese
que estava em contato com o palato duro. Dos pacientes controle foram coletadas
amostras da saliva. A prevaléncia de Enterobacteriaceae nos 62 pacientes com
proteses totais foi de 48%, nos 106 pacientes com halitose, 27,1%, nos 115
pacientes controle, 16,4% e nos 108 pacientes ortodénticos a prevaléncia foi de
13%. Klebsiella oxytoca, Klebsiella pneumoniae pneumoniae, Enterobacter
gergoviae e Enterobacter cloacae foram as espécies especificamente coletadas do
dorso da lingua que produziram in vitro sulfetos e cadaverina, ambos compostos
relacionados com a halitose.

Embora os microrganismos das familias Enterobacteriaceae e género

Pseudomonas nao pertengam a microbiota bucal residente, Santos e Jorge (1998),
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em amostragem aleatdria e heterogénea, encontraram elevada prevaléncia (50%) de
Enterobacteriaceae na cavidade bucal de pacientes da regido do Vale do Paraiba,
Brasil, sendo as espécies Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae e Klebsiella
oxytoca as mais isoladas. Pseudomonadaceae foi encontrada na cavidade bucal em
6% dos individuos examinados, sendo Pseudomonas aeruginosa a espécie mais
isolada.

Leung et al. (2001) em um estudo clinico com sessenta e trés individuos
analisaram amostras de enxagle bucal. Os individuos foram divididos em grupos.
Grupos A e B, individuos apds tratamento radioterapico na regido da cabeca e
pescoco, com idade entre 48 e 60 anos e acima de 60 anos respectivamente.
Grupos C e D controles, individuos que nao tiveram tratamento radioterapico na
regiao da cabeca e pescoco, respectivamente com idade entre 43 e 60 anos e acima
de 60 anos. Acinetobacter spp. (familia Moraxellaceae) foi isolada nos grupos A, B e
D. Espécie de Pseudomonadaceae como Chryseomonas luteola e Flavimonas
oryzihabitans, estavam presentes no grupo A, Pseudomonas aeruginosa nos grupos
A, B e D, Pseudomonas fluorescensiputida no grupo C. Nos grupos A e D foi
encontrado Stenotrophomonas maltophilia (familia Xanthomonadaceae). Espécies
de Enterobacteriaceae como Citobacter freundii estava presente no grupo B,
Enterobacter cloacae nos quatro grupos, Escherichia coli nos grupos A e D e
Klebsiella pneumoniae pneumoniae nos grupos A e B.

Em estudo clinico realizado por Santos et al. (2002) com oitenta e oito
individuos com periodontite cronica, observaram que 43,18% dos pacientes
apresentaram Enterobacteriaceae e género Pseudomonas na cavidade bucal e
15,9%, na bolsa periodontal, sendo mais prevalente em individuos do sexo

masculino. Na cavidade bucal, 89,58% das bactérias pertenciam a familia
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Enterobacteriaceae, 8,34% ao género Pseudomonas e 2,08% ao género
Chryseomonas. Na bolsa periodontal, 88,23% das bactérias pertenciam a familia
Enterobacteriaceae e 11,77% ao género Pseudomonas. Enterobacter cloacae foi o
microrganismo mais prevalente na cavidade bucal e bolsa periodontal. Ndo foi
encontrada diferenca estatisticamente significativa entre a presenca destes
microrganismos e profundidade da bolsa periodontal, faixa etéria, habito de fumar ou

presenca de doenca sistémica.
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3 PROPOSICAO

O objetivo deste estudo foi analisar a presenca de bactérias da familia
Enterobacteriaceae e Pseudomonadaceae na regido posterior do dorso da lingua
em individuos adultos. Foi avaliada a correlacdo da prevaléncia destes
microrganismos com a presenca de saburra lingual, género, idade, habito de fumar e

presenca de pecas protéticas.
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4 MATERIAL E METODO

4.1 CONSIDERACOES ETICAS

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da Universidade de
Taubaté com protocolo niumero 163/05 (Anexo A). Todos os voluntarios assinaram
um termo de consentimento ap6s explicacéo verbal e escrita sobre a realizacao do
estudo e seus objetivos, informando sobre os riscos e beneficios aos quais estariam

expostos (Apéndice A).

4.2 SELECAO DOS VOLUNTARIOS

4.2.1 Critério de Inclusao

Foram selecionados cem voluntarios, de ambos os géneros, com idades entre
30 e 50 anos em tratamento odontolégico na clinica do Departamento de
Odontologia da Universidade de Taubaté, no periodo da tarde, que passaram por
exame clinico intra-bucal para avaliacdo de presenca ou auséncia de saburra
lingual, presenca de pecas protéticas (prétese fixa, protese parcial removivel e
prétese total) e apds responderam a um questionario sobre uso de antibiético,
colutério bucal, habito de fumar, horario da ultima higiene bucal, o habito de limpar a

lingua e se o préprio voluntario sente o seu halito (Apéndice B).
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4.2.2 Critério de Exclusao

Foram excluidos do estudo os voluntarios que utilizavam aparelho ortodéntico
e fizeram uso de antibiético nos seis meses que antecederam o estudo e 0s que

relataram utilizar colutérios bucais.

4.3 ANALISE DA SABURRA LINGUAL

A presenca de saburra foi quantificada pela espessura e pela area (TANAKA
et al., 2004). Para a avaliagao da area a lingua foi dividida em terco posterior, médio
e anterior (Figura 1). Foram atribuidos escores de 0 a 3 sendo, 0 nenhuma saburra
visivel no dorso da lingua; 1 saburra apenas no terco posterior do dorso da lingua; 2
saburra no terco posterior e médio do dorso da lingua e 3 saburra no tergo posterior,
médio e anterior do dorso da lingua (Figura 2). A espessura da saburra foi definida
por escores de 0 a 3 sendo, 0 nenhuma saburra visivel no dorso da lingua; 1
camada fina com papilas visiveis; 2 camada moderada sendo possivel visualizar
algumas papilas e 3 camada grossa com papilas praticamente nao visiveis (Figura
3). A avaliacdo da saburra foi feita por um examinador devidamente calibrado, por
meio do percentual de concordancia. Em um primeiro momento foi mensurado a
area e a espessura da saburra de dez voluntarios e depois em um outro dia os

mesmos voluntarios foram novamente avaliados. Houve 90% de concordancia.
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Figura 2 — Aspecto do dorso da lingua de acordo com a area de saburra lingual: em A,
nenhuma saburra visivel no dorso da lingua: escore zero de area; em B, saburra localizada
apenas no tergo posterior do dorso da lingua: escore um de area; em C, saburra localizada
no tergo posterior e médio do dorso da lingua: escore dois de area; em D, saburra localizada
no tergo posterior, médio e anterior do dorso da lingua: escore trés de area
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Figura 3 — Aspecto do dorso da lingua de acordo com a espessura de saburra lingual: em A,
nenhuma saburra visivel no dorso da lingua: escore zero para espessura; em B, camada
fina de saburra: escore um para espessura; em C, camada moderada de saburra: escore
dois para espessura; em D, camada grossa de saburra: escore trés para espessura



32

4.4 COLETA DA AMOSTRA DO DORSO DA LINGUA

Foi coletado material do dorso da lingua na regidao da papila valada, com uma
alca calibrada de 10uL esterilizada descartavel (Inlab Diagnéstica, Diadema, SP,
Brasil, lote 827388). Esse material foi colocado em flaconete (Eppendorf) contendo 1
mL de PBS (solucao fisiolégica 0,9% tamponada com fosfato) pH 7,4 esterilizada
(Figura 4) e foi encaminhado ao Laborat6rio de Microbiologia da Universidade de

Taubaté no prazo maximo de trés horas, mantido sob refrigeragéao.

Figura 4 — Coleta do matéria: em A, coleta do material na regido de papila valada com alca
calibrada de 10uL; em B, material colocado em flaconete (Eppendorf) com 1 mL de PBS

4.5 ANALISE MICROBIOLOGICA

No Laboratério de Microbiologia o material coletado foi homogeneizado por 30
segundos em agitador de tubos (Vortex) e dessa suspensao 0,1 mL foi semeado em
duplicata, com auxilio de alca de Drigalsky em placas de Petri contendo agar

MacConkey (Difco, Detroit, EUA) (Figura 5).
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Figura 5 — Processamento e semeadura do material coletado: em A, material homogeinizado
em B, coleta de 0,1 mL da suspensdo; em C, suspensdo colocada na placa de Petri
contendo agar MacConkey; em D, suspensao semeada com alga de Drigalsky

As placas foram incubadas a 37°C em ambiente de aerobiose por 24/48 horas
e apds, as unidades formadoras de colbnias (UFC) contadas. Em colénias com
morfologias diferentes, foram feitas coloracées de Gram para confirmacao de bacilos
Gram-negativos que foram armazenados em tubos contendo &gar Gelose (cloreto de
sédio (Vetec Quimica fina LTDA, Rio de Janeiro; BR), bacto agar (Difco, Detroit,

EUA), extrato de carne e peptona) para posterior identificagéo (Figuras 6 e 7).
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Figura 6 — Confirmacao de bacilos Gram-negativos: em A, crescimento bacteriano em agar
MacConkey apés 24 horas; em B, bacilos Gram-negativos

Figura 7 — Obtencao de cultura pura

Os microrganismos isolados foram identificados pelo sistema API 20E (Biolab-
Meriux, Franca) que contém 20 microtubos com substratos desidratados. As culturas
puras foram reativadas, em placas de Petri contendo agar MacConkey, 24 horas
antes do teste. Apdés o crescimento bacteriano foi coletado uma colbénia, com o
auxilio da uma alca de platina, e colocada em 5,0 mL de &gua destilada e
esterilizada obtendo a suspensdo de microrganismos (Figura 8). Na caixa de
incubacao, previamente identificada, foi distribuido cerca de 5,0 mL de agua
destilada e esterilizada nos alvéolos para criar uma atmosfera imida. A galeria API
20E foi colocada na caixa de incubagdo e com o auxilio de uma pipeta Pasteur
(esterilizada), foi inoculada a suspensao de microrganismos nos 20 microtubos até o

nivel indicado. Para criar um ambiente de anaerobiose, algumas gotas de 6leo de
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parafina foram colocadas nos testes L-arginina (ADH), L-lisina (LDC), L-ornitina
(ODC), Tiosulfato de sédio (H2S) e Urease (URE) (Figura 9). O conjunto foi incubado
a 37°C em ambiente de aerobiose por 24 horas. As leituras foram traduzidas por
alteracbes de cor ou reveladas por meio da adicdo de reagentes. Foi gerado um
cbdigo numérico de 7 digitos que corresponde a espécie identificada pelo programa

de identificagdo Apilab Plus (v.3.3.3 @ copyright 1990 biomerieux sa) (Figura 10).

Figura 8 —em A, coleta da colbnia reativada; em B, suspensdo de microrganismos



36

Figura 9 — Sistema API 20E para identificacdo dos microrganismos isolados: em A, caixa de
incubagao com 5,0 mL de agua destilada esterilizada; em B, inoculagdo da suspenséo de
microrganismos; em C, adi¢cdo de 6leo de parafina
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Figura 10 — Ficha de identificacao do sistema API 20 E: em A, alteragbes de cor apds 24hs e
adicao de reagentes; em B, ficha de resultado
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4.6 CALCULO DO TAMANHO DA AMOSTRA

Como as varidveis a serem analisadas foram ndo paramétricas, nao existe
uma férmula para o célculo do tamanho da amostra. Segundo Triola (1999), um
teste ndo paramétrico para ser eficiente necessita de um tamanho de amostra maior
que os usados em testes paramétricos, pois quanto maior a amostra mais esta se

aproxima de uma distribuicdo normal.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados estatisticamente ao nivel de significancia de 5%.
Na andlise estatistica foi aplicado o teste exato de Fisher para comparar os casos
positivos e negativos com género, idade, habito de fumar e presenca de pecas
protéticas. Para comparar os casos positivos e negativos com a area e a espessura

da saburra lingual foi aplicado o teste Qui-Quadrado (x?).
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5 RESULTADOS

Dos cem voluntarios analisados 50 eram do género feminino e 50 do género
masculino com idades entre 30 e 50 anos. Considerando-se a amostra total, 42%
apresentaram Enterobacteriaceae e/ou Pseudomonadaceae na regido posterior do
dorso da lingua. Enterobacteriaceae foi isolada em 29% desses voluntarios,
Pseudomonadaceae em 6%, Enterobacteriaceae e Pseudomonadaceae em 6%;
Enterobacteriaceae, = Pseudomonadaceae e Moraxellaceae em 1% e

Xanthomonadaceae em 1% (Grafico 1).

@ negativos

m Enterobacteriaceae

OO0 Pseudomonadaceae

57% O Enterobacteriaceae e

[¢)
29% Pseudomonadaceae

B Enterobacteriaceae,
Pseudomonadaceae e
Moraxellaceae

O Xanthomonadaceae

Grafico 1 — Frequéncia de isolamento de Enterobacteriaceae, Pseudomonadaceae,
Moraxellaceae e Xanthomonadaceae
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Foram isoladas 64 espécies, sendo Enterobacter cloacae a espécie mais
prevalente (21,89%), seguida por Pasteurella pneumotropica’haemolytica (14,07%),
ambas pertencentes a familia Enterobacteriaceae. Da familia Pseudomonadaceae,
Chryseomonas luteola foi a espécie mais prevalente (9,38%) (Tabela 1).

Tabela 1 — Frequéncia de isolamento e média de log de unidade formadora de colénia por
mililitro (UFC/mL) de espécies de Enterobacteriaceae, Pseudomonadaceae, Moraxellaceae
e Xanthomonadaceae da regiao posterior do dorso da lingua (n=64) dos 100 voluntarios

Frequéncia de isolamento Média log de

Especies n % UFC/mL
Enterobacter cloacae 14 21,89% 2,50
Pasteurella pneumotropica/haemolytica 9 14,07% 4,14
Pantoea spp. 1 6 9,38% 3,18
Chryseomonas luteola 6 9,38% 3,79
Flavimonas oryzihabitans 3 4,69% 3,46
Klebsiella oxytoca 3 4,69% 2,69
klebsiella pneumoniae rhinoscleromatis 3 4,69% 3,90
Shigella spp. 3 4,69% 4,19
Pantoea spp. 2 2 3,12% 1,54
Pseudomonas aeruginosa 2 3,12% 4,93
Yersinia enterocolitica 2 3,12% 4,08
Klebsiella pneumoniae pneumoniae 2 3,12% 2,84
Acinetobacter baumannii/calcoaceticus* 1 1,56% 1
Enterobacter cancerogenus 1 1,56% 2,55
Klebsiella omithinolytica 1 1,56% 2,50
Klebsiella pneumoniae ozaenae 1 1,56% 3,20
Pseudomonas fluorescens/putida 1 1,56% 2,85
Serratia marcescens 1 1,56% 1,60
Serratia plymuthica 1 1,56% 1,60
Stenotrophomonas maltophilia** 1 1,56% 2,14
Vibrio fluvialis 1 1,56% 3,58

* Espécie pertencente a familia Moraxellaceae (GARRITY et al., 2002)
** Espécie pertencente a familia Xanthomonadaceae (GARRITY et al., 2002)
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Dentre os voluntarios positivos (42%), 38% (n=16) apresentaram mais de uma
espécie destes microrganismos no dorso posterior da lingua, sendo que 21,43%
(n=9) apresentaram duas espécies de Enterobacteriaceae, 9,5% (n=4) uma espécie
de Enterobacteriaceae e uma de Pseudomonadaceae; 2,4% (n=1) quatro espécies
de Enterobacteriaceae; 2,4% (n=1) duas espécies de Enterobacteriaceae, uma de

Pseudomonadaceae e uma de Moraxellaceae (Quadro 1).

Numero de
Espécies pacientes
Enterobacter cloacae e Chryseomonas luteola 1
Pasteurella pneumotropica’haemolytica e Chryseomonas luteola 1
Klebsiella oxytoca e Chryseomonas luteola 1
Pantoea spp. 1 e Flavimonas oryzihabitans 1
Enterobacter cloacae, Pantoea spp. 2 e Chryseomonas luteola 1
Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii/calcoaceticus?,
Shigella spp e Pasteurella pneumotropica’/haemolytica 1
Pasteurella pneumotropica’/haemolytica e Klebsiella pneumoniae
ozaenae 1
Enterobacter cloacae e Klebsiella pneumoniae pneumoniae 1
Pasteurella pneumotropica/haemolytica e Pantoea spp. 1 1
Enterobacter cloacae e Klebsiella omithinolytica 1
Enterobacter cloacae e Yersinia enterocolitica 1
Enterobacter cloacae e Pantoea spp. 1 1
Pasteurella pneumotropica’/haemolytica e Vibrio fluvialis 1
Klebsiella oxytoca e Serratia plymuthica 1
Shigella spp. e Klebsiella pneumoniae rhinoscleromatis 1
Enterobacter cloacae, Klebsiella oxytoca, Shigella spp. e Pasteurella
pneumotropica/haemolytica 1

* Espécie pertencente a familia Moraxellaceae
Quadro 1 — Presenca de mais de uma espécie de Enterobacteriaceae, Pseudomonadaceae
e Moraxellaceae da regido posterior do dorso da lingua
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Em relacdo a saburra lingual, &rea de escore um e espessura de escore dois,
foram as mensuracdes mais prevalentes tanto nos 43 voluntérios positivos quanto

nos 57 que nao apresentaram estes microrganismos (Graficos 2 e 3).
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Grafico 2 - FreqUéncia da area de saburra lingual nos voluntérios positivos e negativos
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Gréfico 3 - FreqUéncia da espessura de saburra lingual nos voluntarios positivos e negativos

O teste estatistico Qui-Quadrado foi aplicado na correlacdo dos casos positivos
e negativos com area e espessura da saburra lingual. Considerando diferenca

estatisticamente significante quando p=<0,05.
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Em relacdo a area de saburra lingual, dos 43 voluntarios positivos, 16,28%
(n=7) apresentaram escore zero, 60,46% (n=26) escore um, 18,6% (n=8) escore
dois e 4,66% (n=2) escore trés. Nao houve relacdo estatisticamente significante
(p=0,4014) entre a area de saburra lingual e presenca de Enterobacteriaceae,
Pseudomonadaceae, Moraxellaceae e Xanthomonadaceae (Tabela 2).

Tabela 2 - Numero de voluntdrios que apresentaram Enterobacteriaceae,
Pseudomonadaceae, Moraxellaceae e Xanthomonadaceae na regido posterior do dorso da
lingua de acordo com a area de saburra lingual

Casos positivos Casos negativos  Total

Area n % n % n
0 7 16,28% 10 17,55% 17
1 26 60,46% 38 66,66% 64
2 8 18,6% 9 15,79% 17
3 2 4,66% 0 0% 2

Teste Qui-Quadrado (x® = 2,936), (p=0,4016)

Dos 43 voluntarios positivos, 16,28% (n=7) apresentaram escore de espessura
de saburra lingual zero, 32,56% (n=14) escore um, 48,84 (n=21) escore dois e
2,32% (n=1) escore trés. Nao houve relacao estatisticamente significante (p=0,911)
com a espessura de saburra lingual e presenca de Enterobacteriaceae,
Pseudomonadaceae, Moraxellaceae e Xanthomonadaceae (Tabela 3).

Tabela 3 - Numero de voluntarios que apresentaram Enterobacteriaceae,
Pseudomonadaceae, Moraxellaceae e Xanthomonadaceae na regido posterior do dorso da
lingua de acordo com a espessura de saburra lingual

Casos positivos Casos negativos  Total

Espessura n % n %
0 7 16,28% 10 17,55% 17
1 14 32,56% 15 26,32% 29
2 21 48,84% 30 52,63% 51
3 1 2,32% 2 3,5% 3

Teste Qui-Quadrado (x° = 0,536), (p=0,911)
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A relacdo entre as espécies isoladas com area e espessura da saburra lingual

esta demonstrada no Quadro 2.

Area Espessura
Espécies Total
zero 1 2 3 jzero 1 2 3
Enterobacter cloacae 14 10| 4 519
Pasteurella pneumotropica’/haemolytica| 9 3 |4|1|1[3]|3]38
Pantoea spp. 1 6 4|2 3|3
Chryseomonas luteola 6 1 2|3 1123
Flavimonas oryzihabitans 3 21 112
Klebsiella oxytoca 3 2 |1 1111
Klebsiella pneumoniae rhinoscleromatis| 3 1 |2 1111
Shigella spp. 3 21 3
Pantoea spp. 2 2 2 2
Pseudomonas aeruginosa 2 2 11
Yersinia enterocolitica 2 1 1 1 1
Klebsiella pneumoniae pneumoniae 2 1 1 1 1
Acinetobacter baumannii/calcoaceticus™| 1 1 1
Enterobacter cancerogenus 1 1 1
Klebsiella omithinolytica 1 1 1
Klebsiella pneumoniae ozaenae 1 1 1
Pseudomonas fluorescens/putida 1 1 1
Serratia marcescens 1 1 1
Serratia plymuthica 1 1 1
Stenotrophomonas maltophilia** 1 1 1
Vibrio fluvialis 1 1 1
* Espécie pertencente a familia Moraxellaceae
** Espécie pertencente a familia Xanthomonadaceae
Quadro 2 - Freqiéncia de isolamento de espécies de Enterobacteriaceae,

Pseudomonadaceae, Moraxellaceae e Xanthomonadaceae relacionado a drea e espessura
de saburra lingual
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Foi utilizado o teste exato de Fisher para comparar os casos positivos e
negativos com género, faixa etaria, habito de fumar e presenca de pecas protéticas.
Diferenca estatisticamente significante foi considerada quando p<0,05.

Dentre os casos positivos (n=43), 39,54% dos voluntarios (n=17) eram do
género masculino e 60,46% (n=26) do género feminino (Tabela 4). Nao foram
encontrados resultados estatisticamente significantes (p=0,0528) na prevaléncia
destes microrganismos entre o género.

Tabela 4 - Numero de voluntdrios que apresentaram Enterobacteriaceae,
Pseudomonadaceae, Moraxellaceae e Xanthomonadaceae na regido posterior do dorso da
lingua de acordo com o género

Casos positivos Casos negativos  Total

Género n % n % n
Masculino 17 39,54% 33 57,9% 50
Feminino 26 60,46% 24 42.1% 50

Teste Exato de Fisher (p=0,0528)

Dos 43 voluntéarios positivos, 37,2% (n=16) possuiam idade entre 30 e 39
anos e 62,8% (n=27) entre 40 e 50 anos. Dos 57 voluntarios negativos, 70,17%
(n=40) possuiam idade entre 30 e 39 anos e 29,83% (n=17) entre 40 e 50 anos.
Houve diferenca estatisticamente significante (p=0,001) para os casos positivos na
faixa etaria entre 40 e 50 anos (Tabela 5).

Tabela 5 - Numero de voluntdrios que apresentaram Enterobacteriaceae,
Pseudomonadaceae, Moraxellaceae e Xanthomonadaceae na regido posterior do dorso da
lingua de acordo com a faixa etaria

Casos positivos Casos negativos Total

Faixa etaria n % n % n
30-39 16 37,2% 40 70,17% 56
40 - 50 27 62,8% 17 29.83% 44

Teste Exato de Fisher (p=0,001)
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Em relacdo a correlacao da presenca ou nao destes microrganismos no dorso
posterior da lingua com o habito de fumar, 13,95% (n=6) eram fumantes e 86,05%
(n=37) nao tinham este habito. Dos casos negativos, 24,56% (n=14) eram fumantes
e 75,44% (n=43) ndo fumantes. A maior prevaléncia destes microrganismos em
voluntarios nao fumantes foi estatisticamente significante (p=0,0485) (Tabela 6).

Tabela 6 - Numero de voluntdrios que apresentaram Enterobacteriaceae,
Pseudomonadaceae, Moraxellaceae e Xanthomonadaceae na regido posterior do dorso da
lingua de acordo com o hébito de fumar

Casos positivos Casos negativos Total
n % n % n
Fumantes 6 13,95% 14 24,56% 20
Nao Fumantes 37 86,05% 43 75,44% 80
Teste Exato de Fisher (p=0,0485)

Dos 100 voluntarios analisados 29 usavam pecas protéticas e destes, 16
(37,2%) foram positivos para Enterobacteriaceae e/ou Pseudomonadaceae e 13
negativos (22,8%). Nao houve diferenca estatisticamente significante (p=0,089) na
prevaléncia destes microrganismos com a presenca ou nao de pecas protéticas
(Tabela 7).

Tabela 7 - Numero de voluntarios que apresentaram Enterobacteriaceae,
Pseudomonadaceae, Moraxellaceae e Xanthomonadaceae na regidao posterior do dorso da
lingua de acordo com o uso de pegas protéticas

Casos positivos Casos negativos  Total

Pecas protéticas n % n % n
Sim 16 37,2% 13 22,8% 29
Nao 27 62,8% 44 77,2% 71

Teste Exato de Fisher (p=0,089)
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A relagcao entre a presenca de Enterobacteriaceae e Pseudomonadaceae no
dorso posterior da lingua dos voluntarios e o género, faixa etaria, habito de fumar e

uso de pecas protéticas esta demonstrada no Quadro 3.

Género [Faixa etaria [Habito de fumar|Pecas protéticas
M F [30-39 40-50( Sim Nao [ Sim Nao

Enterobacter cloacae |14 6 8| 4 10 2 12 5
Pasteurella
pneumotropica/
haemolytica
Pantoea spp. 1
Chryseomonas luteola
Flavimonas
oryzihabitans
Klebsiella oxytoca
Klebsiella pneumoniae
rhinoscleromatis
Shigella spp.
Pantoea spp. 2
Pseudomonas
aeruginosa
Yersinia enterocolitica
Klebsiella pneumoniae
pneumoniae
Acinetobacter

baumannii/ 1 1 1 1 1
calcoaceticus”™
Enterobacter
cancerogenus
Klebsiella omithinolytical 1 1 1 1 1
Klebsiella pneumoniae
ozaenae
Pseudomonas
fluorescens/putida
Serratia marcescens |1 |1 1 1 1
Serratia plymuthica | 1 |1 1 1 1
Stenotrophomonas 111 1 1 1
maltophilia™*
Vibrio fluvialis 1 1 1 1 1
* Espécie pertencente a familia Moraxellaceae.
** Espécie pertencente a familia Xanthomonadaceae.
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Quadro 3 - Isolamento de espécies de Enterobacteriaceae, Pseudomonadaceae,
Moraxellaceae e Xanthomonadaceae relacionado ao género, faixa etaria, habito de fumar e
pecas protéticas
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6 DISCUSSAO

No presente estudo foram coletadas amostras da regiao posterior do dorso da
lingua e realizado a mensuracdo da saburra. Dos 100 voluntarios analisados, a
maior prevaléncia de saburra lingual foi no terco posterior (escore 1) e espessura
moderada (escore 2), onde foram encontrados valores de 64% e 51%
respectivamente. Em estudos semelhantes, Gémez et al. (2001) e Quirynen et al.
(2004), também encontraram maior prevaléncia de saburra na regiao posterior do
dorso da lingua. O terco dorsal posterior da lingua é a area mais propensa para o
acumulo da saburra lingual, pois os dois tercos anteriores do dorso da lingua sao
friccionados constantemente com o palato duro, limpando a lingua (Spielman;
Bivona e Rifkin, 1996) e o terco dorsal posterior da lingua esta em contato com o
palato mole onde faltam rugosidades e efeito de limpeza. Segundo Rosenberg
(1996) secrecbes nasais e paranasais podem acumular na regiao posterior do dorso
da lingua favorecendo a formacao da saburra lingual.

Poucos estudos foram encontrados na literatura  relacionando
Enterobacteriaceae e Pseudomonadaceae na regido posterior do dorso da lingua,
justificando-se assim ser os resultados deste estudo relacionados com amostras
coletadas na cavidade bucal e ndo especificamente na regido posterior do dorso da
lingua. Segundo Loesche (1997) e Mager et al. (2003), a microbiota da lingua,
superficie bucal e saliva sao similares. Loesche (1997) verificou que a saliva contém
bactérias provenientes de todas as superficies da cavidade bucal. A lingua e
mucosa jugal constituem a maior parte da area de superficie da boca, a microbiota
descamada da lingua e mucosa jugal é encontrada na saliva, portanto a microbiota

da lingua, superficie bucal e saliva sdo similares. Mager et al. (2003), em estudo
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clinico com 225 individuos, analisaram a proporcao de 40 espécies bacterianas em
amostras da saliva, oito areas da mucosa bucal representadas por trés areas da
lingua (dorsal, ventral e lateral), soalho da boca, mucosa jugal, palato duro, vestibulo
dos labios superiores e inferiores e gengiva inserida e em 44 dos 225 individuos
também foram analisadas amostras de biofilme dental supragengival e subgengival.
Concluiram que a microbiota da saliva € similar a superficie dorsal e lateral da
lingua.

Nao houve relacdo estatisticamente significante com a area e espessura de
saburra lingual e presenca de Enterobacteriaceae e/ou Pseudomonadaceae neste
estudo. Gomez et al. (2001) ndo encontraram diferenca estatisticamente significante
na relacéo entre a coloracao e espessura da saburra na regido dorsal da lingua e a
carga bacteriana em amostras salivares. O numero de bactérias por mililitro (mL) em
relacdo a coloracdo de saburra (rosa, branco e amarelo) da lingua foram 948 x 105,
855 x 10° e 900 x 10° respectivamente. O niimero de bactérias por mL em relagéo a
espessura de saburra (ausente, fina e grossa) foram 948 x 10°, 863 x 10° e 895 x
10° respectivamente.

A prevaléncia encontrada neste estudo de Enterobacteriaceae e/ou
Pseudomonadaceae na regiao posterior do dorso da lingua foi de 42%. Semelhante
resultado foi encontrado em outros dois estudos realizados no Brasil: em Santos et
al. (2002), a prevaléncia destes microrganismos na cavidade bucal de individuos
com periodontite crénica foi de 43,18%, e em estudo de Santos e Jorge (1998) a
prevaléncia de Enterobacteriaceae e/ou Pseudomonadaceae na cavidade bucal foi
mais elevada (51%).

Dos voluntarios positivos deste estudo, 69,05% apresentaram prevaléncia de

Enterobacteriaceae. Sedgley e Samaranayake (1994b), em estudo realizado em
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Hong Kong, com amostras de enxagle bucal, encontraram prevaléncia 32%.
Goldberg et al. (1997) com amostras da saliva, bolsa periodontal e dorso da lingua a
prevaléncia de Enterobacteriaceae foi de 48% em pacientes com préteses totais,
27,1% pacientes com halitose, 16,4% em pacientes controle e 13% em pacientes
ortodénticos. Leung et al. (2001), com amostras de enxagie bucal de individuos
apoés tratamento radioterapico na regido da cabeca e pescoco, a prevaléncia
encontrada de Enterobacteriaceae em individuos com idade entre 48 e 60 anos foi
de 32% e acima de 60 anos a prevaléncia foi de 62,5%, individuos que n&o tiveram
tratamento radioterapico na regido da cabeca e pescogo, com idade entre 43 e 60
anos e acima de 60 anos a prevaléncia foi de 5% e 30% respectivamente. Santos e
Jorge (1998) e Santos et al. (2002) dos paciente positivos encontraram prevaléncia
de 86,27% e 89,58% de Enterobacteriaceae na cavidade bucal respectivamente.

Isolados da familia Pseudomonadaceae estavam presentes na regido posterior
do dorso da lingua de 6% dos voluntarios analisados neste estudo. Sedgley e
Samaranayake (1994b) e Santos e Jorge (1998) encontraram prevaléncia
semelhante (6%) na cavidade bucal. Leung et al. (2001), em individuos apds
tratamento radioterapico na regido da cabeca e pescogo, com idade entre 48 e 60
anos e acima de 60 anos, recuperacdo de Pseudomonadaceae foi de 32% e 25%
respectivamente, individuos que nao tiveram tratamento radioterapico na regiao da
cabeca e pescoco, com idade entre 43 e 60 anos e acima de 60 anos a prevaléncia
foi de 5% e 20% respectivamente. Santos et al. (2002) verificaram que a prevaléncia
destes microrganismos foi de 10,41% na cavidade bucal de individuos com
periodontite crénica.

Da familia Enterobacteriaceae a espécie Enterobacter cloacae foi a mais

freqientemente isolada neste estudo, resultado semelhante ao encontrado por
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Sedgley e Samaranayake (1994b), Santos e Jorge (1998), Santos et al. (2002) e
Leung et al. (2001).

A espécie de Pseudomonadaceae mais isolada foi Chryseomonas Iuteola
encontrada em nove voluntarios dos 43 positivos com prevaléncia de 9,38%.
Chryseomonas luteola foi encontrada em um paciente com prevaléncia de 2,08% em
estudo realizado por Santos et al. (2002). Pseudomonas aeruginosa foi a espécie de
Pseudomonadaceae mais prevalente encontrada nos estudos de Leung et al. (2001)
e Santos e Jorge (1998) e Santos et al. (2002).

Em um voluntdrio examinado neste estudo foram isoladas trés familias
Enterobacteriaceae, Pseudomonadaceae e Moraxellaceae sendo Acinetobacter
baumannii/calcoaceticus a espécie isolada da familia Moraxellaceae. Esse
microrganismo é isolado na natureza e em hospitais, faz parte da microbiota normal
de orofaringe de um pequeno grupo de pessoas sadias, € capaz de proliferar
durante a hospitalizagao. Stenotrophomonas maltophilia (familia
Xanthomonadaceae) foi isolada neste estudo em um voluntario. Esta espécie é
considerada como patdégeno oportunista responsavel por infeccoes em pacientes
debilitados com comprometimento dos mecanismos de defesa e que recebem
antibioticoterapia por periodo prolongado (MURRAY et al., 2002b). Apesar deste
estudo ndo visar esses microrganismos, com o sistema APl 20E foram possiveis
suas identificacées. Acinetobacter foi isolado nos estudo de Sedgley e
Samaranaiake (1994b), Santos e Jorge (1998) e Leung et al. (2001) encontraram em
seu estudo Acinetobacter baumannii/calcoaceticus e Stenotrophomonas maltophilia.

No presente estudo nao foi encontrada diferenca estatistica significativa na

comparagéo entre Enterobacteriaceae e/ou Pseudomonadaceae na regiao posterior
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do dorso da lingua com a presenca de saburra lingual. Essa relacdo nao foi
encontrada na literatura.

Nao foram encontrados, neste estudo, resultados estatisticamente significantes
quanto a prevaléncia destes microrganismos e género. Resultado semelhante foi
encontrado em estudo de Sedgley e Samaranayake (1994b) e Santos e Jorge
(1998). A maior prevaléncia de casos positivos para o género masculino foi
estatisticamente significante no estudo de Santos et al. (2002).

A faixa etaria analisada neste estudo foi de 30 a 50 anos, dividido em dois
grupos de 30 a 40 anos (n=16) e de 40 a 50 anos (n=27), houve maior prevaléncia
de casos positivos para a faixa etaria entre 40 e 50. Sedgley e Samaranayake
(1994b) analisaram voluntarios na faixa etaria entre 15 e 29 anos (n=33), 30 a 49
anos (n=27) e acima de 50 anos (n=36) a prevaléncia de Enterobacteriaceae foi
estatisticamente significante na faixa etaria acima de 50 anos (37,5%). Em estudo de
Leung et al. (2001) com voluntarios de 43 a 60 anos e acima de 60 anos
encontraram maior prevaléncia de Enterobacteriaceae em voluntérios acima de 60
anos. Nao houve diferenca estatisticamente significante na prevaléncia destes
microrganismos entre as faixas etarias no estudo de Santos e Jorge (1998) que
analisaram 100 voluntarios na faixa etaria de 6 a 75 anos e Santos et al. (2002) que
avaliaram 88 voluntarios entre 25 e 60 anos.

O tabaco é um fator de risco potencial associado com a progressdao da
doenca periodontal e lesdes pré cancerigenas como a leucoplasia (KAMMA;
NAKOU; BAEHNI, 1999; WENDELL; STEIN, 2001; NATTO, 2005; POATE;
WARNAKULASURIYA, 2006). Neste estudo, a relacao entre habito de fumar e
presenca de Enterobacteriaceae e/ou Pseudomonadaceae na regido posterior do

dorso da lingua foi estatisticamente significante em voluntarios nao fumantes. Por
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outro lado, ndo houve relacdo entre estes microrganismos e o habito de fumar no
estudo de Santos et al. (2002).

Protese total pode ser considerada como reservatério potencial de patégenos
respiratérios e facilitar a colonizagéo da orofaringe. (SUMI et al., 2002; SUMI et al.,
2003). Neste estudo dentre os cem voluntérios seis usavam protese total e destes
quatro apresentaram Enterobacteriaceae e/ou Pseudomonadaceae, nove usavam
protese parcial removivel e destes seis eram positivos para 0s microrganismos
estudados e 14 usavam protese fixa em que seis apresentaram Enterobacteriaceae
e/ou Pseudomonadaceae. Nao foi encontrado diferenga estatisticamente significante
na prevaléncia de Enterobacteriaceae e/ou Pseudomonadaceae com a presenca de
pecas protéticas o que sugere um estudo direcionado para isto com uma
amostragem maior. Resultado semelhante foi encontrado nos estudos de Sedgley e
Samaranayake (1994b) e Santos e Jorge (1998). Prevaléncia de 48% destes
microrganismos foi observada no estudo de Goldberg et al. (1997) em 62 pacientes
com proteses totais.

Os microrganismos deste estudo pertencem a uma microbiota transitéria e
sua prevaléncia na populacao ainda nao foi esclarecida. Estudos que verifiquem os
possiveis nichos destes microrganismos na cavidade bucal e sua distribuicdo na
populacdo poderao contribuir para o melhor conhecimento da microbiota bucal e de

seu papel na ocorréncia de patologias bucais.
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7 CONCLUSOES

A partir dos resultados do presente estudo, pode-se concluir:
a) A prevaléncia de individuos positivos para Enterobacteriaceae e/ou
Pseudomonadaceae na regidao posterior do dorso da lingua foi de 42%.
b) A espécie de Enterobacteriaceae mais prevalente foi Enterobacter cloacae
(21,89%) seguida por Pasteurella pneumotropica’haemolytica (14,07%) e Pantoea
spp.- 1 (9,38%)
C) A espécie de Pseudomonadaceae mais prevalente foi Chryseomonas luteola
(9,38%) seqguida por Flavimonas oryzihabitans (4,69%).
d) Enterobacteriaceae e Pseudomonadaceae foram significativamente mais
prevalentes no dorso posterior da lingua de voluntarios na faixa etaria entre 40 e 50
anos e entre os voluntarios que nao tinham o habito de fumar.
e) Nao houve correlacdo estatistica significante entre a presenca de
Enterobacteriaceae e Pseudomonadaceae com saburra lingual, género e pegas

protéticas.
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APENDICE A - Termo de consentimento livre esclarecido

TITULO: Presenca de Enterobacteriaceae e Pseudomonadaceae na regido posterior
do dorso da lingua de individuos adultos.
PESQUISADORES: Silvana Soléo Ferreira dos Santos

Simone Conti
1 INTRODUGCAO: As informagdes a seguir descreverdo esta pesquisa e o papel que
vocé tera como participante. Os pesquisadores responsaveis pelo estudo
responderdo a todas as perguntas que vocé possa ter sobre o estudo. Por favor,
leia-o cuidadosamente e nao tenha duvida em perguntar qualquer coisa sobre as
informacgdes abaixo.
2 PROPOSITO: Vocé est4d sendo convidado a participar de uma pesquisa cujo
objetivo é coletar um pouco da saliva que fica sobre a lingua na regido posterior,
para saber se existe ou ndo determinados microrganismos.
3 DESCRICAO DO ESTUDO: Serao selecionados voluntarios com idade entre 30 e
50 anos.
4 DESCONFORTO, RISCOS E BENEFICIOS ESPERADOS: As amostras serdo
coletadas da regido posterior da lingua, por meio de uma pequena alga plastica. O
exame clinico ao qual o paciente serd submetido ndo causa trauma, ndo acarreta
dor ou qualquer risco ou custo ao voluntario. Por outro lado, oferece possibilidade de
gerar conhecimento para a compreensao sobre a microbiota da lingua.
5 COMPENSAGCAO: Sera oferecido aos voluntarios da pesquisa orientacdo sobre a
limpeza mecanica da lingua.
6 CONFIDENCIALIDADE DOS REGISTROS: Concordando em participar desta
pesquisa, Vvocé permite acesso aos dados obtidos durante o estudo aos
pesquisadores nele envolvidos. Os resultados deste projeto de pesquisa poderao ser
apresentados em congressos ou em publicagdes, porém sua identidade nao sera
divulgada.
7 DIREITO DE PARTICIPAR, RECUSAR OU SAIR: Ao participar vocé concorda em
cooperar com 0s procedimentos que serdao executados e que foram descritos acima,
nao abrindo mao dos seus direitos legais ao assinar o termo de consentimento

informado. Sua participacdo neste estudo é voluntaria e vocé podera recusar-se a
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participar ou interromper sua participagdo a qualquer momento, sem penalidade ou
perda dos beneficios aos quais tem direito.

8 CONTATOS: Se ainda houver qualquer duavida sobre o estudo, vocé podera
receber mais esclarecimentos falando com:

Prof2. Dr. Silvana Soléo Ferreira dos Santos

Mestranda: Simone Conti

Departamento de Odontologia — UNITAU

Telefone: (12) 3625 4150 ou 3625 4140

Consentimento do colaborador da pesquisa

Eu,

Nascido em /] na cidade de

ComR.G.n° residente na

Desejo participar da pesquisa sobre “Presenca de Enterobacteriaceae e
Pseudomonadaceae na regidao posterior do dorso da lingua de individuos adultos” e
autorizo a liberacado dos dados obtidos neste estudo aos pesquisadores, assim como
sua publicacao em revistas cientificas especializadas e apresentacao em Congresso
e Jornadas Cientificas. Declaro que minha participacdo € voluntaria e que fui
devidamente esclarecido sobre os objetivos deste estudo. Confirmo também que

recebi copia deste termo de consentimento.

Assinatura
Data: /|
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APENDICE B - Questionario aplicado aos participantes da pesquisa

Horario de coleta: ne.
Nome:

ldade: Sexo:
Endereco:
Bairro: Cidade
Telefone:

HISTORIA MEDICA

1) Fez uso de antibidtico nos ultimos seis meses? ( ) nao () sim
Qual? Quanto tempo?

2) Faz uso de colutério bucal? ( )nao ()sim
Qual? Diario ( ) Semanal ( ) QOutro ()

3) Fumante? ( )nao ()sim

Quantos cigarros por dia?

4) Horario da ultima higiene bucal:

5) Tem o habito de limpar a lingua? ( )néo ()sim
Com o que? Quantas vezes ao dia?

HISTORIA ODONTOLOGICA

1) Tem mau halito? ( ) nao ()sim ( ) asvezes

EXAME CLINICO
1) Presenca de saburra lingual?
Area=0( ), 1( ), 2( ),3( ) Espessura=0( ), 1( ),2( ),3( )
2) Pecas protéticas:
Protese total () Protese parcial removivel ()

Protese fixa ()

Assinatura:

R.G.:




ANEXO A - Declaracao do comité de ética em pesquisa

61



