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RESUMO 

O biofilme lingual de pacientes internados em Unidade de Terapia Intensiva (UTI) sob 

ventilação mecânica invasiva (VMI), pode abrigar patógenos respiratórios, possibilitando a 

translocação bacteriana do meio bucal para os pulmões via tubo orotraqueal, causando 

infecções sistêmicas graves, como a Pneumonia Associada a Ventilação Mecânica (PAV), 

repercutindo nos dias de hospitalização e dias em VMI. A colonização do biofilme lingual por 

patógenos ocorrem a partir de 48 horas após a intubação do paciente, podendo estar relacionada 

à higienização oral inadequada. Os microorganismos envolvidos incluem bactérias gram-

negativas tais como: Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumonia. A multiplicação desses 

patógenos ocorre devido a falha no sistema de defesa dos pacientes em VMI, de forma que 

pacientes infectados por esses patógenos multirresistentes tem os piores desfechos com maior 

mortalidade. Estudos tem mostrado que a execução de um Protocolo de Higiene Bucal é um 

instrumento eficaz na diminuição da quantificação relativa de bactérias do biofilme lingual de 

crianças intubadas em UTI e na redução significativa nos dias de uso da ventilação mecânica 

invasiva. A hipótese dessa Tese é que a multiplicação de bactérias totais no biofilme lingual de 

crianças sob ventilação mecânica invasiva e a frequência dos patógenos Pseudomonas 

aeruginosa e Klebsiella pneumoniae nesse biofilme lingual, podem variar de acordo com 

desfechos hospitalares (alta e óbito), higiene bucal, presença de PAV, dias de hospitalização e 

dias sob VMI em UTI Pediátrica. O capítulo I desta tese foi o artigo original “Quantificação 

relativa de Pseudomonas aeruginosa e Kleibsiela pneumoniae no biofilme lingual de 

crianças sob ventilação mecânica invasiva e sua associação com desfecho hospitalar em 

Unidade de Terapia Intensiva” com objetivo de investigar associação entre a quantidade de 

patógenos Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae no biofilme lingual de crianças 

sob ventilação mecânica invasiva e desfecho hospitalar (alta e óbito) em UTI Pediátrica. 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 intubação (T1) e 48 horas depois 

da primeira coleta (T2). Foi realizada extração do DNA das amostras e, para detecção do DNA 

das bactérias específicas, utilizou-se um par de primer bacteriano para Pseudomonas 

aeruginosa e um par de primer bacteriano para Klebsiella pneumoniae.  A qPCR (Reação em 

Cadeia de Polimerase) em Tempo Real permitiu a quantificação relativa das bactérias 

detectadas e amplificadas em cada ciclo da reação. A curva Ct (threshold cycle) indica o número 

do ciclo fracionário em que a quantidade de alvo amplificado atinge um limiar fixo. Os níveis 



 

 

de Ct são inversamente proporcionais à quantidade de ácido nucleico alvo na amostra (ou seja, 

quanto mais baixo o nível Ct, maior é a quantidade de ácido nucleico/mais bactérias). O ∆Ct 

(delta Ct) consiste na diferença de expressão entre o alvo e o controle da amostra (média de 

Pseudomonas aeruginosas ou Klebsiella pneumoniae – média do primer bacteriano universal 

16S) sendo que o ∆Ct positivo indica menos bactérias e o ∆Ct negativo, maior quantidade de 

bactérias. Os resultados foram analisados com base no método de quantificação dos dados da 

qPCR, o ∆∆Ct (delta delta Ct), que é a diferença entre ∆CtT2 e ∆CtT1, resultando na variação 

quantitativa das bactérias de cada amostra. Observou-se que ao testar a associação entre a 

presença dos patógenos avaliados nos tempos de estudo com a presença ou ausência de sinal 

clínico de biofilme lingual, não se observou associações significantes. A associação da presença 

dos patógenos Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae no biofilme lingual de 

crianças sob VMI com desfecho hospitalar alta (15 pacientes) e óbito (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 óbito foi estatisticamente mais elevado 

que nos pacientes que receberam alta hospitalar (90% versus 40%; P = 0,033). Ao analisar a 

quantidade dos patógenos no biofilme lingual das crianças sob VMI, não foram identificadas 

diferenças significativas entre os grupos alta e óbito, uma vez que não variou a quantidade de 

bactérias (Pseudomonas aeruginosas e Klebsiella pneumoniae) quanto ao desfecho hospitalar. 

A regressão logística multivariada da associação da presença dos patógenos no biofilme lingual 

de crianças intubadas, ajustada para idade e tempo sob VMI sobre a ocorrência de óbito, 

reforçou que a presença de Pseudomonas aeruginosa no biofilme lingual em T2 foi associada 

com o desfecho óbito mesmo depois de ajustados para os demais fatores de confusão (OR 

ajustado = 39,2% ; IC95% = 1,07-1485; P = 0,048). Conclusão: A presença da Pseudomonas 

aeruginosa no biofilme lingual de crianças sob VMI parece mais importante do que a sua 

quantidade para associação com óbito em UTI Pediátrica. Implicações práticas: Contribuições 

para cuidados de saúde, salientando a importância de estudos focados na presença bacteriana 

no biofilme lingual de crianças sob VMI em UTI Pediátrica para traçar estratégias de saúde 

pública visando seu controle. O capítulo II desta tese foi o artigo “Quantificação relativa de 

bactérias totais no biofilme lingual de crianças intubadas em Unidade de Terapia 

Intensiva, higiene bucal, desfecho hospitalar, dias de hospitalização, dias sob ventilação 

mecânica invasiva e Pneumonia Associada a Ventilação Mecânica: existe associação?” 

com objetivo de investigar se existe associação entre quantificação relativa de bactérias totais 



 

 

do biofilme lingual de crianças intubadas em UTI, higiene bucal, desfecho hospitalar, dias de 

hospitalização, dias sob Ventilação Mecânica Invasiva e Pneumonia Associada a Ventilação 

Mecânica. 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 intubação (T1) e 48 

horas depois da primeira coleta (T2). Foi realizada extração do DNA das amostras e utilizado 

um par de primer bacteriano universal 16S para detecção do DNA das bactérias totais presentes 

nessa amostra. A qPCR (Reação da Cadeia de Polimerase) em Tempo Real permitiu a 

quantificação relativa das bactérias detectadas e amplificadas em cada ciclo da reação. A curva 

Ct (threshold cycle) indica o número do ciclo fracionário em que a quantidade de alvo 

amplificado atinge um limiar fixo. Os níveis de Ct são inversamente proporcionais à quantidade 

de ácido nucleico alvo na amostra (ou seja, quanto mais baixo o nível Ct, maior é a quantidade 

de ácido nucleico/mais bactérias). O ∆Ct (delta Ct) consiste na diferença de expressão entre o 

alvo e o controle da amostra (Média CtT2 – Média CtT1) sendo que o ∆Ct positivo indica menos 

bactérias e o ∆Ct negativo, maior quantidade de bactérias. ∆∆Ct (delta delta Ct) é a diferença 

entre ∆CtT2 e ∆CtT1, resultando na variação quantitativa das bactérias de cada amostra. Os 

resultados foram analisados com base no método de quantificação dos dados da qPCR, o 

método Ct, sendo possível observar que no biofilme coletado, a média Ct para quantificação 

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 diminuição na quantificação de patógenos 

do biofilme lingual após a execução do Protocolo de Higiene Bucal (PHB). A média da 

quantidade de bactérias totais no biofilme lingual da amostra total do estudo, foi dividida de 

acordo com o desfecho da internação hospitalar (alta e óbito), por meio da quantificação relativa 

através do método ∆∆Ct. Observou-se menor expressão relativa de bactérias totais nas crianças 

que tiveram alta (73.093) que aquelas que vieram a óbito (114.380), revelando tendência destas 

últimas apresentarem maior colonização de bactérias totais no biofilme lingual, apesar de não 

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

mostraram correlação negativa (inversa) entre ∆Ct e quantidade de dias de hospitalização (r = 

-0,279; P = 0,185), porém sem diferença estatística. Bem como diferença estatística na 

correlação negativa entre ∆Ct e quantidade de dias em VMI (r = -0.422 e p= 0,040), com 

magnitude moderada e coeficiente de determinação (r2) de 0,178, revelando que a maior 

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



 

 

lingual ficaram menos tempo em VMI, com variância compartilhada de 17,8%. A análise de 

regressão múltipla foi realizada para estimar o efeito do ∆Ct, ajustada para idade, sobre dias de 

hospitalização e dias em VMI. Não houve diferença significante entre ∆Ct e dias de 

hospitalização e a análise ajustada para a idade mostrou medida estatística limítrofe (coeficiente 

= -0,41, P = 0,053) para a relação entre ∆Ct e dias em VMI, indicando que não houve evidência 

suficientemente forte para provar a associação. Conclusão: A execução de um Protocolo de 

Higiene Bucal mostrou ser um instrumento eficaz na diminuição da quantificação de bactérias 

totais do biofilme lingual de crianças intubadas em Unidade de Terapia Intensiva, com menor 

quantificação relativa de bactérias totais no biofilme lingual das crianças que tiveram alta e 

tendência, das que foram a óbito, apresentarem maior colonização de bactérias totais neste 

biofilme. Os participantes com maior controle do biofilme lingual, (∆Ct positivo=menos 

bactérias), ficaram menos tempo em Ventilação Mecânica Invasiva. Desse modo, esses 

pacientes são mais beneficiados quando realizado o Protocolo de Higiene Bucal. Porém no 

presente estudo. não foi possível observar forte associação com dias de hospitalização. 

Implicações práticas: Contribuições para cuidados de saúde, salientando a importância do 

desenvolvimento e implementação de um PHB em uma UTI Pediátrica a fim de reduzir a 

quantificação relativa de bactérias do biofilme lingual de crianças intubadas e reduzir dias em 

ventilação mecânica invasiva. 
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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 I 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 qPCR (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 ∆Ct (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 ∆Ct indicating fewer bacteria and a 

negative ∆Ct indicating more bacteria. The results were analyzed using the qPCR data 

quantification method, ∆∆Ct (delta delta Ct), which is the difference between ∆CtT2 and 

∆CtT1, 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 II 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 qPCR (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 ∆Ct (delta Ct) consists of the difference in expression between the 

target and control sample (Mean CtT2 - Mean CtT1), with a positive ∆Ct indicating fewer 

bacteria and a negative ∆Ct indicating more bacteria. ∆∆Ct (delta delta Ct) is the difference 

between ∆CtT2 and ∆CtT1, resulting in the quantitative variation of bacteria in each sample. 

The results were analyzed using the qPCR 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 ∆∆Ct 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 ∆Ct 

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 ∆Ct 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 (∆Ct 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 ∆Ct, adjusted for 



 

 

age, on days of hospitalization and days in IMV. There was no significant difference between 

∆Ct 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 ∆Ct 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 (∆Ct 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. INTRODUÇÃO 

 

Nos pacientes internados em Unidade de Terapia Intensiva (UTI) sob ventilação 

mecânica invasiva (VMI), o biofilme do dorso da língua tem sido associado a infecções 

bacterianas, virais e/ou fúngicas, pois atua como um nicho considerável de patógenos 

respiratórios (Tulio et al., 2018), possibilitando a translocação bacteriana do meio oral 

para os pulmões via tubo orotraqueal (Sands et al., 2017), causando infecções sistêmicas 

graves como a Pneumonia Associada a Ventilação Mecânica (PAV) (Song et al., 2023; 

Otsuji et al., 2019), repercutindo significativamente nos dias de hospitalização e dias em 

VMI (Mota et al., 2017; Anvisa 2017). 

A VMI é um recurso de suporte ventilatório usado em pacientes críticos (Oliveira 

& Cardoso, 2023), sendo realizada através da intubação orotraqueal (Costa et al., 2021). 

Crianças internadas em UTIP frequentemente necessitam desse suporte respiratório para 

o tratamento de desconforto e insuficiência respiratória. O objetivo da VMI não é 

normalizar as trocas gasosas, mas alcançar oxigenação e ventilação suficientes para 

garantir a viabilidade dos tecidos até a recuperação da função pulmonar aceitável, 

minimizando o trabalho respiratório excessivo e possíveis complicações. Quando usada 

com precisão, é uma intervenção que salva vidas, mas deve-se tomar cuidado para evitar 

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

Nesses pacientes em VMI a colonização da microbiota oral normalmente acontece 

a partir de 48 horas após a intubação (Zhao et al., 2020) e podem estar relacionadas à 

higienização bucal inadequada (Simões et al., 2020; Tulio et al., 2018). Por outro lado, 

em pacientes submetidos à higiene bucal, é possível observar redução significativa no 

tempo de VMI e do tempo de internação na UTI (Lacerda Vidal et al., 2017). Estudos 

tem mostrado a eficácia da higiene no controle do biofilme oral para mitigar a proliferação 

de bactérias prevenindo o desenvolvimento de infecção respiratória como a PAV em 

pacientes sob VMI em UTI Pediátrica (Ludovichetti,et al., 2022; Cordeiro et al., 2022).  

Os principais patógenos envolvidos na colonização das vias aéreas logo após a 

intubação incluem bactérias gram-negativas tais como: Pseudomonas aeruginosa e 

Klebsiella pneumoniae (Kohbodi et al., 2022). Em uma grande revisão retrospectiva 
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realizada nas UTIs de três hospitais, a microbiologia foi a mesma em hospitais adultos e 

pediátricos. Os organismos mais comuns foram Staphylococcus 

aureus (28,4%), Pseudomonas aeruginosa (25,2%) e outros gram negativos (26,6%) 

(Jain et al., 2023; Iosifidis et al., 2018).  

Esses microrganismos representam papel crítico nas infecções hospitalares devido 

à sua virulência e aquisição de resistência a diversos agentes antimicrobianos, inclusive 

aqueles utilizados como último recurso nas UTIs (Romandini et al., 2021). A 

multiplicação desses patógenos infectantes ocorre devido a falha no sistema de defesa dos 

pacientes em VMI (Keane; Martin-Loeches, 2019) de forma que pacientes infectados por 

esses patógenos multirresistentes tem os piores desfechos com maior mortalidade 

(Oliveira et al., 2023; Huang et al., 2023; Carvalho et al., 2021).  

A hipótese dessa Tese é que a multiplicação de bactérias totais no biofilme lingual 

de crianças sob ventilação mecânica invasiva e a frequência dos patógenos Pseudomonas 

aeruginosa e Klebsiella pneumoniae nesse biofilme lingual, podem variar de acordo com 

desfechos hospitalares, higiene bucal, presença de PAV, dias de hospitalização e dias sob 

VMI em UTI Pediátrica. 

Diante de poucos estudos em crianças sob VMI sobre a quantificação de 

Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae no biofilme lingual e desfecho 

hospitalar em UTI, foi proposta a realização desta tese com o objetivo investigar no 

Capítulo I a associação entre a quantidade de patógenos Pseudomonas aeruginosa e 

Klebsiella pneumoniae no biofilme lingual de crianças sob VMI e desfecho hospitalar 

(alta e óbito) em UTI Pediátrica. 

Além disso, o Capítulo II teve objetivo de investigar se existe associação entre 

quantificação relativa de bactérias totais do biofilme lingual de crianças intubadas em 

UTI, higiene bucal, desfecho hospitalar, dias de hospitalização, dias sob Ventilação 

Mecânica Invasiva e Pneumonia Associada a Ventilação Mecânica. 

 

 

 

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

 

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

hospitalização e dias em ventilação mecânica invasiva 

 

 O biofilme do dorso da língua tem sido associado a infecções bacterianas, virais 

e/ou fúngicas em pacientes sob ventilação mecânica invasiva (VMI), pois atua como um 

nicho considerável de patógenos respiratórios (Tulio et al., 2018). Viana et al., (2023) 

realizaram um  estudo em que a presença do biofilme lingual foi uma das alterações orais 

mais frequentes em paciente de UTI fato esse que pode contribuir para complicações no 

quadro sistêmico do paciente devido a possibilidade de surgirem infecções oportunistas 

na boca possibilitando, em pacientes intubados, a translocação bacteriana do meio oral 

para os pulmões via tubo orotraqueal (Sands et al., 2017), podendo causar infecções 

sistêmicas graves como a Pneumonia Associada a Ventilação Mecânica (PAV) (Song et 

al., 2023; Otsuji et al., 2019), repercutindo significativamente nos custos hospitalares, 

nos dias de internação e dias em VMI (Mota et al., 2017; Anvisa 2017).  

A relação entre a microbiota oral e a ocorrência de infecções respiratórias 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 infecção pulmonar hospitalar que 

acomete pacientes em ventilação mecânica em Unidades de Terapia Intensiva. Sua 

ocorrência, segundo estudos, estaria relacionada a mudanças na composição da 

microbiota da cavidade oral durante a internação, além da possibilidade de colonização 

do tubo endotraqueal por bactérias comensais orais ou respiratórias que se deslocam para 

as vias aéreas inferiores e aumentam o risco de PAV. Tais pesquisas mostram uma relação 

entre a microbiota oral e a PAV, esclarecendo que o tubo endotraqueal e o déficit de 

higiene oral predispõem ao acúmulo de colônias bacterianas na cavidade oral, de modo 

que alterações na flora da cavidade oral podem contribuir para desfechos pulmonares 

(Souza et al., 2022). 

Um maior tempo de exposição à VMI e a diminuição 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 os patógenos 

presentes nos aspirados traqueais de pacientes intubados podem ser detectados em sua 

cavidade oral, especialmente naqueles que desenvolveram PAV ou pneumonia por 

aspiração confirmando a relação entre patógenos da microbiota oral, maior tempo de 

exposição à VMI e PAV (Chomton et al., 2018; Cavalcante et al., 2020).  

Entre pacientes de Unidade de Terapia Intensiva Pediátrica (UTIP), mudanças na 

composição da microbiota da cavidade oral durante a internação levam a ocorrência de 

PAV que é a segunda infecção hospitalar mais comum, sendo responsável por 7% a 32% 

das infecções associadas aos cuidados de saúde e 10% de todas as infecções relacionadas 

com dispositivos pediátricos e, conforme Kohbodi; Rajasurya & Noor (2022), 

geralmente, a taxa de pneumonia em UTIP é menor do que em UTI de adultos. Os autores 

concluíram que os dados sobre bebês e crianças com PAV são limitados, portanto a maior 

parte das informações são de estudos em adultos sob VMI. 

 

2.2 Patógenos respiratórios 

 

2.2.1 Pseudomonas aeruginosa 

 

A Pseudomonas aeruginosa é um bastonete gram-negativo, aeróbio e não 

formador de esporos, capaz de causar uma variedade de infecções em hospedeiros 

imunocompetentes e imunocomprometidos. Sua predileção por causar infecções entre 

hospedeiros imunocomprometidos, extrema versatilidade, resistência a antibióticos e uma 

ampla gama de defesas dinâmicas tornam-no um organismo extremamente desafiador 

para o tratamento na medicina moderna. É comumente um patógeno oportunista e 

também uma causa importante de infecções nosocomiais em pacientes intubados 

internados em UTI, como pneumonia associada à ventilação mecânica (PAV) 

(Lichtenberg et al., 2022, Mulcahy, Isabella & Lewis, 2014). 

A capacidade das bactérias Pseudomonas aeruginosa de formar biofilme também 

é um mecanismo importante com o qual pode aumentar a resistência aos antibióticos e 

resistir às defesas do hospedeiro (Wilson & Pandey, 2023). O biofilme é uma arquitetura 

construída principalmente por substâncias poliméricas extracelulares autogênicas que 
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funcionam como um andaime para envolver as bactérias juntas em superfícies e protegê-

las de estresses ambientais, impedir a fagocitose e, assim, conferir a capacidade de 

colonização e persistência a longo prazo (Thi et al., 2020). 

A Pseudomonas aeruginosa foi mencionada diversas vezes com relação ao seu 

potencial infeccioso e resistência microbiana, destacando-se entre os patógenos mais 

recorrentes em UTI Pediátrica (Rosa et al., 2021; Gima et al., 2020), sendo difícil de 

tratar, com taxas de morbidade e mortalidade de até 40% (Lichtenberg et al., 2022) 

constituindo uma ameaça desafiadora para os sistemas de saúde (Halat et al., 2022). Deve 

sua versatilidade patogênica a um grande arsenal de fatores de virulência secretados e 

associados a células que permitem a esse patógeno colonizar vários nichos dentro dos 

hospedeiros e protegê-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, 

anaeróbia facultativa em forma de bastonete, normalmente coloniza as superfícies 

mucosas humanas da orofaringe e do trato gastrointestinal. Uma vez que a bactéria entra 

no corpo, ela pode apresentar altos graus de virulência e resistência a antibióticos (Ashurst 

& Dawson, 2023). É uma bactéria notória na prática clínica (Dai; Hu, 2022) sendo bem 

conhecido como um patógeno oportunista que pode causar infecções humanas invasivas, 

como bacteremia. Além disso, Klebsiella pneumoniae  é a segunda causa mais comum de 

bacteremia gram-negativa, após 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 infeções nosocomiais respiratórias 

causando infecções disseminadas como a pneumonia adquirida em hospital (Paczosa; 

Mecsas, 2016), com uma taxa de mortalidade crescente, particularmente em indivíduos 

imunocomprometidos, recém-nascidos e idosos (Glass, 2016). A Klebsiella pneumoniae 

é um organismo identificado como uma ameaça urgente à saúde humana pela 

Organização Mundial da Saúde (OMS), os European Center for Disease Prevention and 

Control (ECDC) e o Public Health England (PHE), devido ao seu fácil contágio entre 

seres humanos, à sua virulência, aumento da resistência aos antibióticos e à sua ampla 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Esp%C3%A9cie
https://pt.wikipedia.org/wiki/Bact%C3%A9ria
https://pt.wikipedia.org/wiki/Gram-negativa
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC10159367/#B8
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC10159367/#B13
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC10159367/#B13
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC10159367/#B9
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC10159367/#B2
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC10159367/#B27
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distribuição geográfica (Glass, 2016). Esta também faz parte do acrónimo ESKAPE que 

compreende os nomes científicos de seis patógenos bacterianos altamente virulentos e 

resistentes a antibióticos, 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 

reprodução dos organismos, mas nenhum sintoma clínico é apresentado. Bactérias 

patogênicas colonizadas causam infecções relacionadas à assistência à saúde em 

momentos de redução da imunidade do hospedeiro, o que é uma importante causa de 

ocorrência clínica de complicações pós-operatórias e aumento da mortalidade em 

pacientes internados em UTI (Chen et al., 2023), uma vez que muitos estudos relataram 

que o ambiente hospitalar pode ser um meio para a transmissão 

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

Estudos tem mostrado que em UTI Pediátrica, a colonização oral por patógenos 

oportunistas dentre eles a Klebsiella pneumoniae tem sido significativamente maior em 

pacientes com ventilação mecânica em comparação com aqueles em ventilação 

espontânea (p <0,05) (Pinheiro et al., 2021) mostrando ainda que pacientes da UTIP estão 

suscetíveis à colonização por patógenos respiratórios e oportunistas desde as primeiras 

horas de internação (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 ventilação 

mecânica invasiva (VMI), o biofilme do dorso da língua tem sido associado a infecções 

bacterianas, virais e/ou fúngicas, pois atua como um nicho considerável de patógenos 

respiratórios (Tulio et al., 2018), possibilitando a translocação bacteriana do meio oral 

para os pulmões via tubo orotraqueal (Sands et al., 2017). A colonização da microbiota 

oral normalmente acontece a partir de 48 horas após a intubação (Zhao et al., 2020) e 

podem estar relacionadas à higienização bucal inadequada (Simões 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
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/patient
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A higiene bucal deficiente e a falta de eliminação mecânica levam à proliferação 

e ao acúmulo de biofilme resultando na colonização, que ocorre por diversos mecanismos. 

As secreções orais e as bactérias da placa dental possuem enzimas e citocinas que alteram 

a superfície do endotélio de forma que esteja mais susceptível a adesão e colonização por 

patógenos respiratórios. Além disso, há uma dificuldade na inspeção da cavidade oral e o 

acesso à higiene oral por conta do tubo orotraqueal aumentando o risco de infecção do 

trato respiratório inferior nos indivíduos suscetíveis (Prasad, Daly, Manley, 2019) 

 A implementação de um Protocolo de Higiene Bucal em pacientes intubados é de 

fundamental importância para diminuir o acúmulo 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 eficácia no pacote de cuidados 

em UTI Pediátrica na prevenção da PAV (de Neef et al., 2019), bem como no controle 

do biofilme oral sendo considerado padrão ouro na limpeza bucal por se tratar de um 

antisséptico com amplo espectro (Barros, 2019; Melo et al., 2019). Uma meta-análise 

incluindo 11 estudos randomizados abrangendo 1.769 pacientes relatou uma redução 

significativa do risco de PAV em pacientes com higienização com clorexidina (Lee et al., 

2019).  

Corroborando ainda com esses achados, o estudo realizado por De Cristofano et 

al., (2016) em UTI Pediátrica mostrou que a implementação durante um período de 2 

anos de um pacote de prevenção de PAV que incluía higiene oral com clorexidina a 0,12% 

foi associada a uma taxa de redução em PAV de 25%. Cordeiro et al., (2022) defendem 

que a higienização da cavidade oral se mostra eficaz na redução de incidência da PAV, 

sendo o método mais utilizado a limpeza química com clorexidina em concentrações 

variando de 0,12% a 2%. 

Por outro lado, Karakaya et al., (2022), concluíram que o uso de clorexidina em 

baixa concentração não traz benefícios em termos de desenvolvimento de PAV em 

crianças criticamente doentes com bactérias multirresistentes, o que também é defendido 

por Klompas et al., (2022). Com o objetivo de destacar recomendações práticas para 

ajudar os hospitais de cuidados intensivos, Klompas et al., (2022) não recomendam o uso 

da clorexidina nos cuidados orais de adultos, crianças, e recém-nascidos, uma vez que, os 

autores observaram que executar a higiene bucal diária com escovação dos dentes, mas 
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sem clorexidina, estava associada a taxas de PAV significativamente mais baixas. Dessa 

forma, faz-se necessário realizar cuidados preventivos e curativo em UTI adulto e 

pediátrica (Diamantino et al., 2020) 

  O Protocolo de Higiene Bucal tem por objetivo o controle de biofilme bucal, 

hidratação dos tecidos intrabucal e peribucal, profilaxia de Infecção Associada à 

Assistência (IAS), implementação do Bundle de PAV e humanização do cuidado ao 

paciente crítico, sendo a execução realizada por técnico de enfermagem, a cada 8 horas, 

sob supervisão de cirurgião-dentista. (AMIB, 2014). 
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3. CAPÍTULO I 

Quantificação relativa de Pseudomonas aeruginosa e Kleibsiela pneumoniae no 

biofilme lingual de crianças sob ventilação mecânica invasiva e sua associação com 

desfecho hospitalar em Unidade de Terapia Intensiva 

Artigo científico submetido Brazilian Oral Research 

 

RESUMO 

Objetivo: Investigar a associação entre a quantidade de patógenos Pseudomonas 

aeruginosa e Klebsiella pneumoniae no biofilme lingual de crianças sob ventilação 

mecânica invasiva e desfecho hospitalar (alta e óbito) em UTI Pediátrica. 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 intubação (T1) e 48 horas 

depois da primeira coleta (T2). Foi realizada extração do DNA das amostras e, para 

detecção do DNA das bactérias específicas, foram utilizados primers bacterianos para 

Pseudomonas aeruginosa e para Klebsiella pneumoniae. A detecção quantitativa das 

bactérias foi obtida pelo qPCR (Reação em Cadeia de Polimerase) em Tempo Real, com 

o 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 nível de 

significância de 5% para analisar associações entre a quantificação relativa, por meio do 

∆∆Ct (delta delta Ct), que é a diferença entre ∆CtT2 e ∆CtT1, e os desfechos hospitalares. 

Resultados: A quantidade das bactérias Pseudomonas aeruginosas e Klebsiella 

pneumoniae no biofilme lingual das crianças sob VMI não apresentaram diferenças 

significativas entre os grupos alta e óbito. Observou-se que em T2, o percentual de 

Pseudomonas aeruginosa presentes no biofilme lingual dos pacientes que foram a óbito 

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 confusão 

(OR ajustado = 39,2% ; IC95% = 1,07-1485; P = 0,048). Conclusão: A presença da 

Pseudomonas aeruginosa no biofilme lingual de crianças sob VMI parece mais 

importante do que a sua quantidade para associação com óbito em UTI Pediátrica. 

Implicações práticas: Contribuições para cuidados de saúde, salientando a importância 



27 

 

de estudos focados na presença bacteriana no biofilme lingual de crianças sob VMI em 

UTI Pediátrica para traçar estratégias de saúde pública visando seu controle.  

 

Palavras chave: Biofilme, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, UTI 

Pediátrica, Ventilação Mecânica. 
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INTRODUÇÃO 

 

O biofilme do dorso da língua de pacientes internados em Unidade de Terapia 

Intensiva (UTI) sob ventilação mecânica invasiva (VMI), tem sido associado a infecções 

bacterianas, virais e/ou fúngicas, pois atua como um nicho considerável de patógenos 

respiratórios e oportunistas (Tulio et al., 2018; Pinheiro et al. 2021), possibilitando assim 

a translocação bacteriana do meio oral para os pulmões via tubo orotraqueal (Cordeiro et 

al., 2022). 

A VMI é uma das intervenções mais comuns nas UTIs (Oliveira & Cardoso, 2023) 

sendo um recurso terapêutico artificial utilizado na UTI Pediátrica, com a finalidade de 

equilíbrio da ventilação e/ou oxigenação, podendo ser realizada através de intubação 

orotraqueal (Costa et al., 2021). Nos pacientes em VMI, alterações na microbiota oral por 

microorganismos patogênicos normalmente acontecem a partir de 48 horas após a 

intubação podendo causar infecções respiratórias como a pneumonia associada à 

ventilação mecânica (PAV) (Zhao et al., 2020).  

Os principais patógenos 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 eliminação desses microrganismos infectantes, favorece a sua 

multiplicação no biofilme oral (Keane; Martin-Loeches, 2019), de forma que pacientes 

infectados por esses patógenos multirresistentes tem os piores desfechos com maior 

mortalidade (Oliveira et al., 2023; Huang et al., 2023; Carvalho et al., 2021). 

Dessa forma, faz-se necessário reforçar a importância de estudos focados na 

quantificação bacteriana no biofilme lingual de crianças sob VMI para traçar estratégias 

de saúde pública visando seu controle. A hipótese deste artigo é que a frequência dos 

patógenos Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae no biofilme lingual de 

crianças sob ventilação mecânica invasiva podem variar de acordo com desfechos 

hospitalares em UTI Pediátrica. 
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Diante de poucos estudos em crianças sob VMI sobre a quantificação de 

Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae no biofilme lingual e desfecho 

hospitalar em UTI, foi proposta a realização desde estudo com o objetivo investigar a 

associação entre a quantidade de patógenos Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella 

pneumoniae no biofilme lingual de crianças sob VMI e desfecho hospitalar (alta e óbito) 

em UTI Pediátrica. 
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MATERIAL E MÉTODOS  

Delineamento do estudo e Tipo de amostra 

Um estudo tipo coorte de curto prazo foi realizado de março a dezembro do ano 

de 2019, com amostra de conveniência na Unidade de Terapia Intensiva Pediátrica (UTIP) 

do Hospital Universitário da Universidade Federal do Maranhão - Unidade Materno 

Infantil (HUUFMA-UMI), São Luís, Maranhão, Brasil.  

 

Seleção da amostra 

Foram incluídas crianças de ambos os sexos, com idade de 1 a 144 meses que 

estavam em ventilação mecânica invasiva (VMI) e que ao darem entrada na UTIP foram 

intubados. Os critérios de exclusão adotados foram: pacientes com episódio prévio de 

aspiração do conteúdo gástrico, com doença pulmonar obstrutiva crônica, portadores do 

vírus da síndrome da imunodeficiência adquirida, com pneumonia comunitária e 

transplantados de órgãos. Também foram excluídos os participantes que tiveram alta ou 

óbito, em período inferior a 48 horas após a intubação, bem como os casos não 

autorizados pela equipe médica devido a debilidade do paciente. 

Desse modo, do total dos 217 pacientes internados durante o período da coleta do 

biofilme lingual (março a dezembro de 2019) na UTI Pediátrica do HUUFMA-UMI, foi 

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

 

Dados de estudo  

O tipo de dentição (ausente, decídua, mista e permanente), frequência de 

alterações orais (cárie dental; alterações periodontais; úlcera oral) e higiene oral 

(satisfatória= ausência de biofilme lingual visível; insatisfatória= presença de biofilme 

lingual visível) foram obtidos durante o exame clínico no tempo 1 (T1) por serem dados 

primários. Dados secundários foram obtidos nos prontuários, a especificar: idade (1 a 99 

meses; 100 a 144 meses), sexo (feminino; masculino), tempo de internação (6 a 20 dias; 

21 a 40 dias; 41 a 69 dias), tempo de Ventilação Mecânica Invasiva (2 a 10 dias; 11 a 20 

dias; 21 a 35 dias) e desfecho do período de internação (alta; óbito). 
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Coleta de biofilme lingual 

 O biofilme foi coletado (de março a dezembro de 2019) do dorso da língua das 

crianças em VMI em dois momentos: no momento da intubação (T1) e 48 horas depois 

da primeira coleta (T2). Foi utilizado swab estéril sendo este friccionado no dorso da 

língua de cada paciente e, logo em seguida, foi acondicionado em tubo do tipo Falcon de 

15ml estéril contendo 3mL de solução TNE [17 mM Tris/HCl (pH 8.0), 50 mM NaCl e 7 

mM EDTA] diluídos em etanol 66% (Aidar & Line 2007). A primeira coleta do biofilme 

lingual ocorreu no momento da intubação, antes da execução 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 -20º até a extração do DNA bacteriano do material biológico 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 Associação 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 supervisão do cirurgião dentista realizam três vezes ao dia a higiene oral 

dos paciente em VMI, utilizando solução aquosa de digluconato de clorexidina à 0,12%, 

com o auxílio de espátula de madeira (abaixador de língua) e compressas de gaze. 

 As etapas iniciais (não laboratoriais) da pesquisa estão ilustradas na Figura 1. 
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Figura 1. Fluxograma das etapas iniciais (não laboratoriais) da pesquisa. 

 

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

A extração 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 instruções do fabricante. O DNA extraído foi 

submetido a uma dosagem no espectrofotômetro Nanodrop Lite (Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, MA, USA) para avaliação da sua concentração e integridade. Todo 

o material ficou congelado em freezer -20º.  

 

Detecção e Quantificação por Reação em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (q-

PCR) 

Foi utilizado um par de primer bacteriano universal 16S (5´-

TCCTACGGGAGGCAGCAGT- 3` e GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTT) para 

detecção do DNA das bactérias totais presentes nas amostras biológicas. (Hortz et al., 

2005; Zucol et al., 2006). Os primers específicos 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 ' e 5'-CAC AGC GGC AGC AAG AAA GC-3' para Klebsiella pneumoniae (Kitchel 

et al., 2009). A qPCR (Reação em Cadeia de Polimerase) em Tempo Real permitiu a 

Amostra 

24 crianças em VMI

Momento da Intubação (T1)

Exame clínico

1ª Coleta do biofilme lingual

Obtenção dos dados primários 

Início do Protocolo de Higiene 
Bucal nas crianças em VMI

48 horas após a primeira 
coleta (T2)

2a Coleta do biofilme lingual

Obtenção dos dados 
secundários nos prontuários 
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quantificação relativa (que analisa as alterações da expressão ou abundância gênica 

bacteriana de um determinado momento em relação a outro) das bactérias detectadas e 

amplificadas em cada ciclo da reação. (Hortz et al., 2005; Zucol et al., 2006). Foram 

utilizadas placas de 48 poços com 20 µL de uma solução contendo 10 µL do reagente 

Syber Green PCR Master Mix (corante responsável por ligações altamente específica ao 

DNA dupla-fita, para detectar o produto da PCR conforme ele se acumula durante os 

ciclos da reação) (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA), 1 µL do primer F, 1 

µL do primer R, 7 µL de água  e 1 µL de DNA da amostra. Em seguida, a placa foi 

inserida no equipamento StepOne (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA) onde 

ocorreram os ciclos da reação. O ciclo consistiu em uma desnaturação inicial a 95ºC por 

3 min, seguido por 45 ciclos de desnaturação a 94ºC por 15s, anelamento a 54ºC por 15s 

e extensão a 72ºC por 30s. A curva Ct (threshold cycle) indica o número do ciclo 

fracionário em que a quantidade de alvo amplificado atinge um limiar fixo (Hortz et al., 

2005). Os níveis de Ct são inversamente proporcionais à quantidade de ácido nucleico 

alvo na amostra (ou seja, quanto mais baixo o nível Ct, maior é a quantidade de ácido 

nucleico/mais bactérias). O ∆Ct (delta Ct) consiste na diferença de expressão entre o alvo 

e o controle da amostra (média de Pseudomonas aeruginosas ou Klebsiella pneumoniae 

– média do primer bacteriano universal 16S) sendo que o ∆Ct positivo indica menos 

bactérias e o ∆Ct negativo, maior quantidade de bactérias. Os resultados foram analisados 

com base no método de quantificação dos dados da qPCR, o ∆∆Ct (delta delta Ct), que é 

a diferença entre ∆CtT2 e ∆CtT1, resultando na variação quantitativa das bactérias de 

cada amostra. (Livak, Schmittgent 2001). Todas as amostras do material biológico foram 

processadas em triplicata.  

 

Análise estatística 

A análise de dados foi realizada utilizando os recursos dos softwares GraphPad 

Prism versão 10.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, USA) e R statistical package 

versão 4 (R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria). Inicialmente, a 

estatística descritiva foi realizada utilizando medidas de frequência absoluta, relativa, 

média e desvio-padrão (±dp). A dependência da distribuição entre as variáveis categóricas 

foi avaliada com os testes Qui-quadrado ou exato de Fisher. O teste McNemar foi 
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utilizado para verificar a presença/ausente de cada patógeno nos dois tempos de estudo. 

O teste Mann-Whitney foi utilizando para comparar a quantidade do patógenos entre os 

grupos de desfecho hospitalar (alta e óbito). Além disso, um modelo de regressão logística 

foi utilizado para estimar a associação da presença dos patógenos com a ocorrência de 

óbito, ajustada para os fatores idade e tempo de sob ventilação mecânica. Este modelo 

estimou as medidas do Odds ratio ajustado (ORajustado) e respectivo intervalo de confiança 

a 95% (IC95%). O nível de significância adotado foi de 5% (P <0,05).  

 

Considerações Éticas 

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital 

Universitário da Universidade Federal do Maranhão - HUUFMA (CAAE: 

65013316.7.0000.5086). Os pais ou responsáveis legais das crianças envolvidas foram 

informados do caráter do estudo e assinaram a um “Termo de Consentimento Livre e 

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

 

A Tabela 1 apresenta a descrição geral da amostra. A maior parte das crianças 

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

ventilação mecânica foi de, respectivamente, 22,7 ±16,4 e 12,2 ±8,8 dias. 37,5% não 

apresentavam dentes erupcionados, a presença de alterações na mucosa oral foi baixa na 

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

 

Tabela 1. Distribuição das variáveis de caracterização geral dos pacientes incluídos. 

Variáveis média ±dp N (%) 

Dados demográficos     

Sexo     

Feminino   9 (37,5) 

Masculino   15 (62,5) 

Faixa etária     

Até 24 meses   14 (58,3) 

Mais que 24 meses   10 (41,7) 

Dados hospitalares     

Tempo de internação (em dias) 22,7 ±16,4   

Tempo em ventilação mecânica (em dias) 12,2 ±8,8   

Dados de saúde oral     

Tipo de dentição     

Ausente   9 (37,5) 

Decídua   7 (29,2) 

Mista   7 (29,2) 

Permanente   1 (4,1) 

Frequência de alterações orais     

Alteração periodontal     

Não   22 (91,7) 

Sim   2 (8,3) 

Cárie dental     
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Não   21 (87,5) 

Sim   3 (12,5) 

Úlcera oral     

Não   21 (87,5) 

Sim   3 (12,5) 

Avaliação de higiene oral     

Satisfatória (ausência de biofilme 

lingual visível) 

  10 (41,7) 

Insatisfatória (presença de biofilme 

lingual visível) 

  14 (58,3) 

Desfecho do período de internação     

Alta   15 (62,5) 

Óbito   9 (37,5) 

±dp = desvio-padrão. 

 

 A Tabela 2 analisa a associação entre a presença dos patógenos avaliados nos 

tempos de estudo com a presença ou ausência de sinal clínico de biofilme lingual visível. 

Não se observou associações significantes entre a presença dos patógenos nos tempos 

avaliados com a presença ou ausência de biofilme lingual visível na amostra estudada. 

 

Tabela 2. Associação entre a presença dos patógenos nos tempos de estudo com a 

presença ou ausência de biofilme lingual visível. 

Variáveis 

Biofilme lingual  

P 

Ausência de 

biofilme lingual 

visível 

Presença de 

biofilme lingual 

visível 

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 
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Ausente 3 (30,0)  6 (42,9)   

Presente 7 (70,0)  8 (57,1)   

Klebsiella pneumoniae (T1)   0,484 

Ausente 5 (50,0)  9 (64,3)   

Presente 5 (50,0)  5 (35,7)   

Klebsiella pneumoniae (T2)   0,104 

Ausente 8 (80,0)  6 (42,9)   

Presente 2 (20,0)  8 (57,1)   

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

 

Na Figura 2 observa-se a associação da presença dos patógenos Pseudomonas 

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

desfecho hospitalar alta (15 pacientes) e óbito (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 óbito foi estatisticamente mais 

elevado que nos pacientes que receberam alta hospitalar (90% versus 40%; P = 0,033). 
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Figura 2. Associação da presença da Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella 

pneumoniae no biofilme lingual das crianças sob VMI nos dois tempos da coleta T1 

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

de Fisher. 

 

Quanto analisada a quantidade dos patógenos no biofilme lingual das crianças 

sob VMI, não foram identificadas diferenças significativas entre os grupos (Figura 3), 

uma vez que não variou a quantidade de bactérias (Pseudomonas aeruginosas e Klebsiella 

pneumoniae) quanto ao desfecho alta ou óbito. 

 



39 

 

 

Figura 3. Análise comparativo da quantidade de patógenos Pseudomonas aeruginosa 

(A) e Klebsiella pneumoniae (B) entre os desfechos hospitalares alta e óbito. Teste 

Mann-Whitney. 

 

Por fim, a análise de regressão logística multivariada, ilustrada na Figura 4, da 

associação da presença dos patógenos no biofilme lingual de crianças intubadas, ajustada 

para idade e tempo de sob VMI sobre a ocorrência de óbito, reforçou que a presença de 

Pseudomonas aeruginosa no biofilme lingual em T2 foi associada com o desfecho óbito 

mesmo depois de ajustados para os demais fatores de confusão (OR ajustado = 39,2% ; 

IC95% = 1,07-1485; P = 0,048).   
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Figura 4. Regressão logística multivariada da associação da presença dos patógenos 

ajustada para idade e tempo de sob VMI sobre a ocorrência de óbito na amostra 

avaliada. 
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DISCUSSÃO 

 

Esta investigação traz contribuições para os cuidados em saúde oral, salientando 

a importância de realizar estudos abrangentes focados na presença e quantificação 

bacteriana no biofilme lingual de crianças sob VMI a fim de traçar estratégias de saúde 

pública visando seu controle em UTI Pediátrica. 

No presente estudo, as 24 crianças internadas na UTI Pediátrica, tiveram a média 

do tempo de internação e tempo sob ventilação mecânica de, respectivamente, 22,7 ±16,4 

e 12,2 ±8,8 dias mostrando resultado similar ao de pesquisas em que o tempo de 

internação foi menor ou igual a 30 dias (57,6%) e o tempo de ventilação mecânica em 

torno de 15 dias (74,6%) (Nóbrega et al., 2021; Durães et al., 2023)  

Ao testar a associação entre a presença dos patógenos avaliados nos tempos de 

estudo com a presença ou ausência de sinal clínico de biofilme lingual visível não se 

observou associações significantes na presente pesquisa, apesar de ter sido detectada a 

presença de patógenos respiratórios mesmo em casos de ausência de sinal clínico de 

biofilme lingual visível. Tal informação torna-se relevante, porque o biofilme consiste em 

uma arquitetura construída principalmente por substâncias poliméricas extracelulares 

autogênicas que funcionam como uma estrutura para envolver as bactérias em superfícies 

e protegê-las de estresses ambientais, impedindo a fagocitose e conferindo assim a 

capacidade de colonização e persistência a longo prazo (Thi et al., 2020).  

Destaca-se que nas infecções relacionadas a ambiente hospitalar com presença 

de patógenos no biofilme oral de pacientes usando tubo orotraqueal, as bactérias podem 

subsequentemente sofrer dispersão, permitindo que suas formas planctônicas causem 

potencialmente infecção disseminada (Maurice, Bedi & Sadikot, 2018) como a 

pneumonia associada a ventilação mecânica (PAV) cuja taxa de ocorrência chegou a 

33,3% dos paciente que estavam sob uso de aparelhos de ventilação mecânica orotraqueal 

(Sousa, Costa & Prado, 2023).  

A associação da presença dos patógenos Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella 

pneumoniae no biofilme lingual de crianças sob VMI com desfecho hospitalar alta (15 

pacientes) e óbito (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 
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que foram a óbito foi estatisticamente mais elevado que nos pacientes que receberam alta 

hospitalar (90% versus 40%; P = 0,033). Pseudomonas aeruginosa é um importante 

patógeno agente de infecções respitarórias em UTI Pediátrica (Rosa et al., 2021) sendo 

difícil de tratar e constitui uma ameaça desafiadora para os sistemas de saúde (Halat et 

al., 2022) com taxas de morbidade e mortalidade de até 40% (Wood et al., 2023).  

A presença de microrganismos identificados como causadores de infecção 

respiratória foi associada com a taxa de óbitos dos pacientes intubados na UTI Adulto, 

sendo que a Pseudomonas aeruginosa aumentou gradativamente sua resistência com o 

tempo (Miléo, 2019). Patógenos multirresistentes em pacientes infectados levam aos 

piores desfechos quando comparados com pacientes infectados por cepas sensíveis 

levando a ventilação mecânica prolongada, tempo prolongado de internação na UTI e 

maior mortalidade (Oliveira et al., 2023). 

No presente estudo, quando analisada a quantidade dos patógenos no biofilme 

lingual das crianças sob VMI, não foram identificadas diferenças significativas entre os 

grupos alta (15 pacientes) e óbito (9 pacientes), uma vez que não 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 óbito possui inúmeros fatores 

envolvidos e que devem ser estudados detalhadamente como a idade do paciente, doença 

de base, resistência bacteriana, condições hospitalares, dentre outros, para que possa se 

estabelecer uma relação mais detalhada do que realmente leva o paciente ao óbito (Miléo, 

2019).  

Ao se realizar a análise de regressão logística multivariada, da associação da 

presença dos patógenos no biofilme lingual de crianças intubadas, ajustada para idade e 

tempo de sob VMI sobre a ocorrência de óbito, ratificou que a presença de Pseudomonas 

aeruginosa no biofilme lingual em T2 foi associada com o desfecho óbito mesmo depois 

de ajustados para os demais fatores de confusão (OR ajustado = 39,2% ; IC95% = 1,07-

1485; P = 0,048). O estudo conduzido em três unidades de terapia intensiva (UTI) do 

Centro Médico Infantil, mostrou mortalidade hospitalar por infecção por Pseudomonas 

aeruginosa de 6,2% (Huang et al., 2023). Portanto, faz-se necessário o desenvolvimento 

de estratégias de controle e redução da presença desses patógenos a fim de prevenir 

infecções respiratórias graves (Muntaz et al. 2023). 



43 

 

No presente estudo foram realizadas duas coletas do biofilme lingual em um 

único grupo de estudo sendo que não foram identificadas diferenças significativas entre 

os grupos quanto ao desfecho alta ou óbito e a quantidade dos patógenos 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 óbito 

foi estatisticamente mais elevado que nos pacientes que receberam alta hospitalar (90% 

versus 40%; P = 0,033). Desse modo, a presença de Pseudomonas aeruginosa parece 

mais importante do que a sua quantidade para a associação com óbito, sendo um dado 

relevante, uma vez que a invasão bacteriana, especialmente por Klebsiella pneumoniae e 

Pseudomonas aeruginosa, no trato respiratório inferior é capaz de provocar infecções 

respiratórias, na maioria dos casos, por meio da aspiração do conteúdo da orofaringe, 

colaborado pela falha no sistema de defesa do organismo na eliminação de 

microrganismos infectantes (Keane & Martin-Loeches, 2019). 

O ponto forte deste estudo está na realização da técnica PCR que oferece um 

benefício importante, uma vez que permite a quantificação relativa (que analisa as 

alterações da expressão ou abundância gênica bacteriana de um determinado momento 

em relação 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 

investigação traz contribuições para os cuidados de saúde, salientando a importância de 

estudos focados na quantificação bacteriana do biofilme lingual de crianças sob VMI para 

traçar estratégias de saúde pública visando seu controle. 
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CONCLUSÃO 

Foi possível observar que a presença de Pseudomonas aeruginosa no biofilme 

lingual de crianças sob Ventilação Mecânica Invasiva parece mais importante do que a 

sua quantidade para associação com óbito em UTI Pediátrica. 
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4. CAPÍTULO II 

Quantificação relativa de bactérias totais no biofilme lingual de crianças intubadas 

em Unidade de Terapia Intensiva, higiene bucal, desfecho hospitalar, dias de 

hospitalização, dias sob ventilação mecânica invasiva e Pneumonia Associada a 

Ventilação Mecânica: existe associação? 

 

Artigo científico submetido no Journal of Child Health Care 

 

RESUMO 

Objetivo: Investigar se existe associação entre quantificação relativa de bactérias totais 

do biofilme lingual de crianças intubadas em UTI, higiene bucal, desfecho hospitalar, dias 

de hospitalização, dias sob Ventilação Mecânica Invasiva e Pneumonia Associada a 

Ventilação Mecânica. 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 intubação (T1) e 48 horas depois da primeira coleta (T2). Foi realizada extração do 

DNA das amostras e utilizado um par de primer bacteriano universal 16S para detecção 

do DNA das bactérias totais presentes nessa amostra por meio da qPCR (Reação da 

Cadeia de Polimerase) em Tempo Real. O teste T pareado foi usado para a análise 

comparativa entre os tempos de coleta do biofilme (T1 e T2) e teste T independente para 

a análise comparativa do biofilme no mesmo tempo entre as categorias de indicadores 

hospitalares (presença de PAV, dias de hospitalização e dias em VMI). O nível de 

significância a 5% foi adotado para todos os testes. Resultados: Observou-se que houve 

significativa diminuição na quantificação de patógenos do biofilme lingual (maior Ct = 

menor quantidade de bactérias) entre os dois tempos de estudo (Ct T1= 25,15±6,17 e 

CtT2=27,23±5,61), após a execução do protocolo de Higiene Bucal, utilizando solução 

aquosa de digluconato de clorexidina à 0,12%, com o auxílio de espátula de madeira 

(abaixador de língua) e compressas de gaze. Por meio da quantificação relativa através 

do método ∆∆Ct (delta delta Ct), observa-se menor expressão relativa de bactérias totais 

nas crianças que tiveram alta (73.093) que aquelas que vieram a óbito (114.380), 

revelando tendência destas últimas apresentarem maior colonização de bactérias totais no 

biofilme lingual, apesar de não haver diferença significativa entre os grupos (p>0,05, 
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Teste de Mann-Whitney). Não houve diferença significante entre ∆Ct e dias de 

hospitalização (r = -0,279; P = 0,185), porém mostrou diferença estatística na correlação 

negativa entre ∆Ct e quantidade de dias em VMI (r = -0.422 e p= 0,040), com magnitude 

moderada e coeficiente de determinação (r2) de 0,178, revelando que a maior quantidade 

dos participante (∆Ct positivo=menos bactérias) com maior controle do biofilme lingual 

ficaram menos tempo em VMI, com variância compartilhada de 17,8%. A análise 

ajustada para a idade mostrou medida estatística limítrofe (coeficiente = -0,41, P = 0,053) 

para a relação entre ∆Ct e dias em VMI, indicando que não houve evidência 

suficientemente forte para provar a associação. Conclusão: A execução de um Protocolo 

de Higiene Bucal mostrou ser um instrumento eficaz na diminuição da quantificação de 

bactérias totais do biofilme lingual de crianças intubadas em Unidade de Terapia 

Intensiva, com menor quantificação relativa de bactérias totais no biofilme lingual das 

crianças que tiveram alta e tendência, das que foram a óbito, apresentarem maior 

colonização de bactérias totais neste biofilme. Os participantes com maior controle do 

biofilme lingual, (∆Ct positivo=menos bactérias), ficaram menos tempo em Ventilação 

Mecânica Invasiva. Desse modo, esses pacientes são mais beneficiados quando realizado 

o Protocolo de Higiene Bucal. Porém no presente estudo. não foi possível observar forte 

associação com dias de hospitalização. Implicações práticas: Contribuições para 

cuidados de saúde, salientando a importância do desenvolvimento e implementação de 

um PHB em uma UTI Pediátrica a fim de reduzir a quantificação relativa de bactérias do 

biofilme lingual de crianças intubadas e reduzir dias em ventilação mecânica invasiva. 

 

Palavras chave: Biofilme, Ventilação Mecânica, Pneumonia Associada a Ventilação 

Macânica, UTI Pediátrica, PCR em tempo real, Higiene Bucal. 
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INTRODUÇÃO 

 

Nos pacientes internados em Unidade de Terapia Intensiva (UTI) sob ventilação 

mecânica invasiva (VMI), o biofilme do dorso da língua tem sido associado a infecções 

bacterianas, virais e/ou fúngicas, pois atua como um nicho considerável de patógenos 

respiratórios (Tulio et al., 2018). Desse modo, possibilitando a translocação bacteriana 

do meio oral para os pulmões via tubo orotraqueal (Sands et al., 2017), causando 

infecções sistêmicas graves como a Pneumonia Associada a Ventilação Mecânica (PAV) 

(Song et al., 2023; Otsuji et al., 2019), podendo repercutir nos dias de hospitalização e 

dias em VMI (Mota et al., 2017; Anvisa 2017). 

A VMI é uma das intervenções mais comuns nas UTIs (Santos et al., 2021; 

Rosário et al., 2017), sendo utilizada, na UTI Pediátrica, como estratégia principal para o 

manejo de pacientes que necessitam de “manutenção artificial da oxigenação e/ou 

ventilação nos casos de insuficiência respiratória de diversas etiologias”, sendo realizada 

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

Nos pacientes em VMI, a colonização da microbiota oral acontece a partir de 48 

horas após a intubação (Zhao et al., 2020) e podem estar relacionadas à higienização bucal 

inadequada (Simões et al., 2020; Tulio et al., 2018). Estudos tem apontado que o déficit 

de higiene bucal e o tubo orotraqueal dos pacientes em VMI, predispõem ao acúmulo de 

colônias bacterianas no biofilme oral tornando possível o surgimento da PAV (Sousa et 

al., 2023) uma vez que a falha no sistema de defesa do organismo dos pacientes em VMI 

na eliminação desses microrganismos infectantes, favorece a sua multiplicação no 

biofilme oral (Keane; Martin-Loeches, 2019), de forma que pacientes infectados por esses 

patógenos 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 à higiene bucal, é possível observar 

redução no tempo de VMI e tendência à redução da incidência de PAV e do tempo de 

internação na UTI Adulto (Lacerda Vidal et al., 2017). Enquanto em UTI Pediátrica, foi 

observado que a eficácia da higiene no controle do biofilme oral pode mitigar a 

proliferação de bactérias prevenindo o desenvolvimento de infecção respiratória em 

pacientes sob VMI (Ludovichetti,et al., 2022).  
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A hipótese deste artigo é que a multiplicação de bactérias totais do biofilme lingual 

de crianças intubadas pode variar de acordo com higiene bucal, desfecho hospitalar, dias 

de hospitalização, dias sob Ventilação Mecânica Invasiva e Pneumonia Associada a 

Ventilação Mecânica em UTI Pediátrica. 

Diante de poucas pesquisas conduzidas a respeito de quantificação relativa de 

bactérias totais do biofilme lingual de crianças intubadas em Unidade de Terapia 

Intensiva, foi proposta a realização desde estudo com o objetivo de investigar se existe 

associação entre quantificação relativa de bactérias totais do biofilme lingual de crianças 

intubadas em UTI, higiene bucal, desfecho hospitalar, dias de hospitalização, dias sob 

Ventilação Mecânica Invasiva e Pneumonia Associada a Ventilação Mecânica. 
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MATERIAL E MÉTODOS  

 

Delineamento do estudo e Tipo de amostra 

Trata-se de um estudo longitudinal de curto prazo realizado de março a dezembro 

do ano de 2019, com amostra de conveniência na Unidade de Terapia Intensiva Pediátrica 

(UTIP) do Hospital Universitário da Universidade Federal do Maranhão - Unidade 

Materno Infantil (HUUFMA-UMI), São Luís, Maranhão, Brasil.  

 

Seleção da amostra 

Foram incluídas crianças de ambos os sexos, com idade de 1 a 144 meses que 

estavam em ventilação mecânica invasiva (VMI) e que ao darem entrada na UTIP foram 

intubados. Os critérios de exclusão adotados foram: pacientes com episódio prévio de 

aspiração do conteúdo gástrico, com doença pulmonar obstrutiva crônica, portadores do 

vírus da síndrome da imunodeficiência adquirida, com pneumonia comunitária e 

transplantados de órgãos. Também foram excluídos os participantes que tiveram alta ou 

óbito, em período inferior a 48 horas após a intubação, bem como os casos não 

autorizados pela equipe médica devido a debilidade do paciente. 

 Desse modo, do total dos 217 pacientes internados durante o período da coleta do 

biofilme lingual (março a dezembro de 2019) na UTI Pediátrica do HUUFMA-UMI, foi 

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

 

Dados de estudo  

O tipo de dentição (ausente, decídua, mista e permanente), frequência de 

alterações orais (cárie dental; alterações periodontais; úlcera oral) e higiene oral 

(satisfatória= ausência de biofilme lingual visível; insatisfatória= presença de biofilme 

lingual visível) foram obtidos durante o exame clínico no tempo 1 (T1) por serem dados 

primários. Dados secundários foram obtidos nos prontuários, a especificar: idade (1 a 99 

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

dias; 21 a 35 dias) e desfecho do período de internação (alta; óbito). 

 

Coleta de biofilme lingual 

 O biofilme foi coletado (de março a dezembro de 2019) do dorso da língua das 

crianças em VMI em dois momentos: no momento da intubação (T1) e 48 horas depois 

da primeira coleta (T2). Foi utilizado swab estéril sendo este friccionado no dorso da 

língua de cada paciente e, logo em seguida, foi acondicionado em tubo do tipo Falcon de 

15ml estéril contendo 3mL de solução TNE [17 mM Tris/HCl (pH 8.0), 50 mM NaCl e 7 

mM EDTA] diluídos em etanol 66% (Aidar & Line 2007). A primeira coleta do biofilme 

lingual ocorreu no momento da intubação, antes da execução 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 -20º até a extração do DNA bacteriano do material biológico 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 Associação 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 supervisão do cirurgião dentista realizam três vezes ao dia a higiene oral 

dos paciente em VMI, utilizando solução aquosa de digluconato de clorexidina à 0,12%, 

com o auxílio de espátula de madeira (abaixador de língua) e compressas de gaze. 

 As etapas iniciais (não laboratoriais) da pesquisa estão ilustradas na Figura 1. 
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Figura 1. Fluxograma das etapas iniciais da pesquisa. 

 

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

A extração 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 instruções do fabricante. O DNA extraído foi 

submetido a uma dosagem no espectrofotômetro Nanodrop Lite (Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, MA, USA) para avaliação da concentração e integridade do DNA. 

Todo o material ficou congelado em freezer -20º.  

 

Detecção e Quantificação por Reação em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (q-

PCR) 

  Foi utilizado um par de primer bacteriano universal 16S (5´-

TCCTACGGGAGGCAGCAGT- 3` e GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTT) para 

detecção do DNA das bactérias totais presentes nas amostras biológicas. A qPCR (Reação 

em Cadeia de Polimerase) em Tempo Real permitiu a quantificação relativa (que analisa 

as alterações da expressão ou abundância gênica bacteriana de um determinado momento 

em relação a outro) das bactérias detectadas e amplificadas em cada ciclo da reação. 

(Hortz et al., 2005; Zucol et al., 2006). Foram utilizadas placas de 48 poços com 20 µL 

de uma solução contendo 10 µL do reagente Syber Green PCR Master Mix (corante 

Amostra 

24 crianças em VMI

Momento da Intubação (T1)

Exame clínico

1ª Coleta do biofilme lingual

Obtenção dos dados primários 
(variáveis de estudo)

Início do Protocolo de Higiene 
Bucal nas crianças em VMI

48 horas após a primeira 
coleta (T2)

2ª Coleta do biofilme lingual

Obtenção dos dados 
secundários nos prontuários 
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responsável por ligações altamente específica ao DNA dupla-fita, para detectar o produto 

da PCR conforme ele se acumula durante os ciclos da reação) (ThermoFisher Scientific, 

Waltham, MA, USA), 5 µL do primer 16S (10 pmol) e 5 µL de DNA da amostra. Em 

seguida, a placa foi inserida no equipamento StepOne (ThermoFisher Scientific, 

Waltham, MA, USA) onde ocorreram os ciclos da reação. O ciclo consistiu em uma 

desnaturação inicial a 95ºC por 3 min, seguido por 45 ciclos de desnaturação a 94ºC por 

15s, anelamento a 54ºC por 15s e extensão a 72ºC por 30s. Os resultados foram analisados 

com base no método de quantificação dos dados da qPCR, o método Ct (threshold cycle), 

que é uma curva que indica o número do ciclo fracionário em que a quantidade de alvo 

amplificado atinge um limiar fixo (Hortz et al., 2005). Os níveis de Ct são inversamente 

proporcionais à quantidade de ácido nucleico alvo na amostra (ou seja, quanto mais baixo 

o nível Ct, maior é a quantidade de ácido nucleico/maior quantidade de bactérias). O ∆Ct 

(delta Ct) consiste na diferença de expressão entre o alvo e o controle da amostra (Média 

CtT2 – Média CtT1), sendo que o ∆Ct positivo indica menos bactérias e o ∆Ct negativo, 

maior quantidade de bactérias. ∆∆Ct (delta delta Ct) é a diferença entre ∆CtT2 e ∆CtT1, 

resultando na variação quantitativa das bactérias de cada amostra (Livak & Schmittgent 

2001). Todas as amostras do material biológico foram processadas em triplicata.  

 

Análise Estatística 

A análise estatística foi realiza utilizando os recursos do software GraphPad Prism 

versão 9 (GraphPad Software Inc., San Diego, USA). Inicialmente, a estatística descritiva 

utilizou medidas de frequência absoluta, relativa, média e desvio-padrão (±dp). A 

normalidade da distribuição amostral foi aferida através do teste Shapiro–Wilk e as 

variáveis numéricas foram submetidas a esse teste, seguido do teste T pareado para a 

análise comparativa entre os tempos de coleta do biofilme (T1 e T2) e teste T 

independente para a análise comparativa do biofilme no mesmo tempo entre as categorias 

de indicadores hospitalares (presença de PAV, dias de hospitalização e dias em VMI).  

Para analisar a direção da relação (direta ou inversa) entre ∆Ct, dias de 

hospitalização e dias em VMI, foi calculado o coeficiente de correlação linear de Pearson. 

Modelos de regressão linear múltipla foram utilizados para estimar o efeito do Ct T2 e 
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∆Ct, ajustado para idade, sobre as variáveis dias de hospitalização e dias em VM. O nível 

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

 

Considerações éticas 

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital 

Universitário da Universidade Federal do Maranhão - HUUFMA (CAAE: 

65013316.7.0000.5086). Os pais ou responsáveis legais das crianças envolvidas foram 

informados do caráter do estudo e assinaram a um “Termo de Consentimento Livre e 

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

 

A Tabela 1 apresenta a distribuição das variáveis de caracterização das amostras. 

A maior parte das crianças (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 crianças permaneceram 

em VMI no período 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 insatisfatória. Do total da amostra 15 receberam alta e 9 evoluíram a óbito sendo 1 

deles com PAV. 

 

Tabela 1- Distribuição das variáveis sociodemográficos, tempo de hospitalização, 

tempo de ventilação mecânica, avaliação bucal e desfecho clínico na amostra de 

crianças sob VMI incluídas no estudo. 

 

Variáveis 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 hospitalização (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 ventilação mecânica 

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 dentição   

Ausente 9 (37,5) 

Decídua 7 (29,2) 

Mista 7 (29,2) 

Permanente 1 (4,1) 

Frequência de alterações orais1   

Cárie dental 4 (16,7) 

Alterações periodontais 2 (8,4) 

Úlcera oral  2 (8,4) 

Higiene oral   

Satisfatória 11 (45,8) 

Insatisfatória 13 (54,1) 

Desfecho do período de 

internação 

 

 

Alta 15 (62,5) 

Óbito 9 (37,5) 

n = frequência absoluta. % = frequência relativa. 1percentual em relação ao total da 

amostra. 

 

No biofilme coletado e analisado foi detectado que a média de Ct (inversamente 

proporcional, ou seja, quanto mais baixo o nível Ct, maior é a quantidade de ácido 

nucleico/maior quantidade de bactérias, e vice-versa) para quantificação 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 diminuição na 

quantificação de patógenos do biofilme lingual (maior Ct = menor quantidade de 

bactérias) após a execução do protocolo de Higiene Bucal , utilizando solução aquosa de 

digluconato de clorexidina à 0,12%, com o auxílio de espátula de madeira (abaixador de 

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

amostra de criança sob VMI. T1 = no momento da intubação. 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 internação hospitalar 

(alta e óbito), por meio da quantificação relativa através do método ∆∆Ct (delta delta Ct). 

Observa-se menor expressão relativa de bactérias totais nas crianças que tiveram alta 

(73.093) que aquelas que vieram a óbito (114.380), revelando tendência destas últimas 

apresentarem maior colonização de bactérias totais no biofilme lingual, apesar de não 

haver diferença significativa entre os grupos (p>0,05, Teste de Mann-Whitney). 
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Os resultados mostraram correlação negativa (inversa) entre ∆Ct e quantidade de 

dias de hospitalização (r = -0,279; P = 0,185), porém sem diferença estatística. Bem como 

diferença estatística na correlação negativa entre ∆Ct e quantidade de dias em VMI (r = -

0.422 e p= 0,040), com magnitude moderada e coeficiente de determinação (r2) de 0,178, 

revelando que a maior quantidade dos participante (∆Ct positivo=menos bactérias) com 

maior controle do biofilme lingual ficaram menos tempo em VMI, com variância 

compartilhada de 17,8% (Figura 4). 

73.09336051

114.3807377
y = 41,287x + 31,806

R² = 1
p>0,05
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Figura 3 - Média 2^-∆∆Ct de bactérias totais do biofilme 
lingual de crianças em VMI, conforme o desfecho alta ou 

óbito



63 

 

 

Figura 4.  Análise de correlação linear de Pearson entre ∆Ct e tempo de 

hospitalização (a) e tempo em ventilação mecânica (b). IH = internação hospitalar. 

VMI = ventilação mecânica invasiva. 

 

A análise de regressão múltipla foi realizada para estimar o efeito do ∆Ct, ajustada 

para idade, sobre dias de hospitalização e dias em VMI. Não houve diferença significante 

entre ∆Ct e dias de hospitalização e a análise ajustada para a idade mostrou medida 

estatística limítrofe (coeficiente = -0,41, P = 0,053) para a relação entre ∆Ct e dias em 

VMI, indicando que não houve evidência suficientemente forte para provar a associação 

(Tabela 2). 
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Tabela 2. Análise de regressão das medidas do biofilme em ∆Ct ajustados para idade 

da criança sobre dias de hospitalização e dias em VMI. 

Fatores 
Coeficiente 

padronizado 

IC 95% 

P Limite 

inferior 

Limite 

superior 

Dias de hospitalização     

∆Ct -0,25 -0,69 0,18 0,245 

Dias em VMI     

∆Ct -0,41 -0,83 0,01 0,053 

IC 95% = intervalo de confiança a 95%. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



65 

 

DISCUSSÃO 

 

Os achados principais deste estudo sugerem que o Protocolo de Higiene Bucal 

adotado reduziu a quantidade do biofilme lingual das crianças que estavam em VMI no 

período de 48 horas após a intubação. Destaca-se que das 24 crianças internadas na UTI 

Pediátrica, 91,6% ficaram internadas de 6 a 40 dias e 79,2% permaneceram em VMI de 

2 a 20 dias período em que todas as crianças permaneceram sob cuidados de higiene bucal. 

Este período de hospitalização corrobora com outros estudos em que a média de 

permanência dos pacientes na UTI foi de 11 dias com tempo máximo de 28 dias (Tulio et 

al., 2018) e com maior frequência de tempo de ventilação mecânica acima de 15 dias 

(Nóbrega et al., 2021). 

Estudos que afirmam que a quantidade de biofilme em pacientes de UTIs pode 

aumentar com o tempo de internação, ocorrendo também a proliferação de patógenos 

respiratórios no biofilme lingual (Tulio et al., 2018), os quais ficam mais difíceis de serem 

debelados por estarem protegidos pelo próprio biofilme, o que os torna mais resistentes a 

antibióticos (Baidya et al., 2021), podendo levar ao surgimento de infecções respiratórias 

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 (27,23±5,61) revelando que houve significativa 

diminuição na quantificação dos patógenos do biofilme lingual (maior Ct = menor 

quantidade de bactérias)  uma vez que foi executado o Protocolo de Higiene Bucal, 

utilizando solução aquosa de digluconato de clorexidina à 0,12%, com o auxílio de 

espátula de madeira (abaixador de língua) e compressas de gaze. 

Os resultados desta pesquisa respalda que a eficácia do pacote de cuidados de 

Higiene Bucal em UTI Pediátrica na prevenção de infecções respiratórias utilizando-se o 

digluconato de clorexidina 0,12% (de Neef et al., 2019), bem como no controle do 

biofilme sendo considerado padrão ouro na limpeza bucal por se tratar de um antisséptico 

com amplo espectro (Barros, 2019; Melo et al., 2019). A descontaminação da cavidade 

oral dos pacientes em UTI após a adoção do Protocolo de Higiene Bucal, tem sido a chave 

para a redução da colonização pulmonar por patógenos provenientes do biofilme lingual 

e, consequentemente, redução da incidência de PAV (Soares et al., 2021). Por outro lado, 
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outras pesquisas realizadas em hospitais de cuidados intensivos têm recomendado apenas 

remoção mecânica do biofilme oral em adultos, crianças, e recém-nascidos, mas sem a 

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

Com relação à média da quantidade de bactérias totais no biofilme lingual da 

amostra total do estudo, dividida de acordo com o desfecho da internação hospitalar (alta 

e óbito), por meio da quantificação relativa através do método ∆∆Ct (delta delta Ct),  

observa-se menor expressão relativa de bactérias totais nas crianças que tiveram alta 

(73.093) que aquelas que vieram a óbito (114.380), revelando tendência destas últimas 

apresentarem maior colonização de bactérias totais no biofilme lingual, apesar de não 

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

O  biofilme  do  dorso  de  língua  de  pacientes em  UTI  pode  representar  um  

nicho  considerável  de patógenos   respiratórios   potenciais,   uma   vez   que 

microorganismos gran-negativos relacionados à PAV podem ser isolados já no primeiro 

dia de internação (Tulio et al., 2018) resultando em internações 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 acúmulo do biofilme lingual favorece a 

colonização de patógenos respiratórios identificados como causadores de PAV em 

pacientes intubados (Mileó, 2019) levando inclusive ao aumento da prevalência de mortes 

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

No presente estudo, os resultados mostraram correlação negativa (inversa) entre 

∆Ct e quantidade de dias de hospitalização (r = -0,279; P = 0,185), porém sem diferença 

estatística. A correlação negativa entre ∆Ct e quantidade de dias de VMI, mostrou 

diferença estatística (r = -0.422 e p= 0,040), com magnitude moderada e coeficiente de 

determinação (r2) de 0,178, revelando que os participante com maior controle do biofilme 

lingual (∆Ct positivo=menos bactérias) ficaram menos tempo em VMI, com variância 

compartilhada de 17,8%. Desse modo, esses pacientes são mais beneficiados quando 

realizado o Protocolo de Higiene Bucal. 

A redução significativa no tempo de VMI e tendência à redução da incidência de 

PAV e do tempo de internação na UTI, tem sido observado em estudos nos quais os 

pacientes são submetidos à higiene bucal com controle do biofilme oral, embora sem 
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significância estatística (Lacerda Vidal et al. 2017). A literatura vem mostrando a 

importância de um bom conjunto de cuidados orais para mitigar a proliferação de 

bactérias na cavidade oral, especialmente em crianças, e para e prevenir o 

desenvolvimento de infecção respiratória em pacientes sob VMI em UTI (Ludovichetti,et 

al., 2022) levando a menos tempo de intubação (Sousa et al., 2023). 

A análise de regressão múltipla foi realizada para estimar o efeito do ∆Ct, ajustada 

para idade, sobre dias de hospitalização e dias em VMI. Não houve diferença significante 

entre ∆Ct e dias de hospitalização e a análise ajustada para a idade mostrou medida 

estatística limítrofe (coeficiente = -0,41, P = 0,053) para a relação entre ∆Ct e dias em 

VMI, indicando que não houve evidência suficientemente forte para provar a associação  

No presente estudo foram realizadas duas coletas do biofilme lingual em um único 

grupo de estudo, A primeira coleta ocorreu no momento da intubação antes da execução 

do Protocolo de Higiene Bucal. Na segunda coleta do biofilme (48 horas depois da 

primeira), os participantes já estavam inseridos na rotina de cuidados por meio do 

Protocolo de Higiene Bucal adotado na UMI- HUUFMA. Foi possível ainda verificar o 

desfecho clínico dos participantes (alta, óbito) bem como foram registrados presença de 

PAV, dias de internação e em VMI. 

O ponto forte deste estudo está na realização da técnica PCR que oferece um 

benefício importante, uma vez que permite a quantificação relativa (que analisa as 

alterações da expressão ou abundância gênica bacteriana de um determinado momento 

em relação a outro) de qualquer tipo de DNA bacteriano presente numa amostra (Hortz 

et al., 2005; Zucol et al., 2006). Além disso, este estudo utiliza o gene 16S rRNA como 

foi relatado na maioria dos ensaios para detecção do DNA das bactérias totais presentes 

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

 Pesquisas que utilizam resultados da cultura podem estar disponíveis apenas após 

24 a 72 horas, além de apresentar resultados falso negativos ou bactérias resistentes à 

cultura (Drancourt et al., 2000; Wilson et al., 1990), enquanto a sequência gerada pela 

reação em cadeia da polimerase (PCR) permite a quantificação relativa da bactéria por 

PCR universal, aumentando o impacto nos ensaios microbiológicos, tal como é feito neste 

presente estudo. Por conseguinte, esta investigação traz contribuições para os cuidados 

de saúde, salientando a importância do desenvolvimento e implementação de um 
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Protocolo de Higiene Bucal em uma UTI Pediátrica a fim de reduzir a quantificação 

relativa de bactérias do biofilme lingual de crianças intubadas e reduzir dias em ventilação 

mecânica invasiva. 
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CONCLUSÃO 

 

  A execução de um Protocolo de Higiene Bucal mostrou ser um instrumento eficaz 

na diminuição da quantificação de bactérias totais do biofilme lingual de crianças 

intubadas em Unidade de Terapia Intensiva, com menor quantificação relativa de 

bactérias totais no biofilme lingual das crianças que tiveram alta e tendência, das que 

foram a óbito, apresentarem maior colonização de bactérias totais neste biofilme.  

Os participantes com maior controle do biofilme lingual, (∆Ct positivo=menos 

bactérias), ficaram menos tempo em Ventilação Mecânica Invasiva. Desse modo, esses 

pacientes são mais beneficiados quando realizado o Protocolo de Higiene Bucal. Porém 

no presente estudo. não foi possível observar forte associação com dias de hospitalização. 
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5. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Os achados principais deste estudo sugerem que a presença de patógenos 

respiratórios no biofilme lingual mostrou associação com óbito de pacientes sob 

Ventilação Mecânica Invasiva em UTI Pediátrica e que o protocolo de higiene bucal 

adotado reduziu a quantidade de bactérias do biofilme lingual de crianças intubadas e dias 

em Ventilação Mecânica Invasiva.  

No Capítulo I foi possível observar que a presença de Pseudomonas aeruginosa 

no biofilme lingual de crianças sob Ventilação Mecânica Invasiva parece mais importante 

do que a sua quantidade para associação com óbito em UTI Pediátrica. 

 No Capítulo II, foi possível observar que a execução de um Protocolo de Higiene 

Bucal mostrou ser um instrumento eficaz na diminuição da quantificação de bactérias 

totais do biofilme lingual de crianças intubadas em Unidade de Terapia Intensiva, com 

menor quantificação relativa de bactérias totais no biofilme lingual das crianças que 

tiveram alta e tendência, das que foram a óbito, apresentarem maior colonização de 

bactérias totais neste biofilme.  

Os participantes com maior controle do biofilme lingual, (∆Ct positivo=menos 

bactérias), ficaram menos tempo em Ventilação Mecânica Invasiva. Desse modo, esses 

pacientes são mais beneficiados quando realizado o Protocolo de Higiene Bucal. Porém 

no presente estudo. não foi possível observar forte associação com dias de hospitalização. 
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ANEXO A-  

Parecer Consubstanciado do Comitê de Ética em Pesquisa 
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ANEXO B-  

Diretrizes para publicação de trabalhos na Brazilian Oral Research (Artigo 1) 

 

 

Instruções aos autores 

 A Brazilian Oral Research - BOR (versão online ISSN 1807-3107) é a publicação 

oficial da Sociedade Brasileira de Pesquisa Odontológica - SBPqO (Divisão brasileira 

da International Association for Dental Research - IADR). A revista tem classificação 

A2 Qualis Capes (Odontologia), Fator de Impacto™/2018/2019 1,508 (Institute for 

Scientific Information - ISI), é revisada por pares (sistema duplo-cego) e tem como 

missão disseminar e promover o intercâmbio de informações sobre as diversas áreas da 

pesquisa odontológica e com acesso aberto, modalidade dourada, sem embargo. 

 A BOR aceita submissão dos seguintes tipos de artigos originais e de revisão, nas 

seguintes tipologias: Pesquisa Original (artigo completo ou Short Communication), 

Revisão Sistemática (e Meta-Análise), além de Cartas ao Editor. Todas as submissões 

deverão ser exclusivas à BOR. 
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 As revisões críticas de literatura são artigos escritos à convite do editor. A 

submissão dos manuscritos, e de toda documentação relacionada, deve ser realizada 

exclusivamente pelo ScholarOne Manuscripts™, através do link de submissão online. 

 

 O processo de avaliação do conteúdo científico do manuscrito será iniciado somente 

após o atendimento dos requisitos descritos nestas Instruções aos Autores. O manuscrito 

em desacordo com estes requisitos será devolvido ao autor de correspondência para 

adequações. 

Importante: Após ser aceito por seu mérito científico, todo manuscrito deverá ser 

submetido a uma revisão gramatical e estilística do idioma inglês. Para conhecer as 

empresas recomendas, entre em contado com bor@sbpqo.org.br. Os autores deverão 

encaminhar o texto revisado juntamente com o certificado de revisão fornecido pela 

empresa de edição escolhida. Não serão aceitas revisões linguísticas realizadas por 

empresas que não estejam entre as indicadas pela BOR  

 

Apresentação do manuscrito 

O texto do manuscrito deverá estar redigido em inglês e fornecido em arquivo 

digital compatível com o programa "Microsoft Word" (em formato DOC, DOCX ou 

RTF). 

Cada uma das figuras (inclusive as que compõem esquemas/combos) deverá ser 

fornecida em arquivo individual e separado, conforme as recomendações descritas em 

tópico específico. 

Fotografias, micrografias e radiografias deverão ser fornecidas em formato TIFF, 

conforme as recomendações descritas em tópico específico. 

Gráficos, desenhos, esquemas e demais ilustrações vetoriais deverão ser 

fornecidos em formato PDF, em arquivo individual e separado, conforme as 

recomendações descritas em tópico específico. 

Arquivos de vídeo poderão ser submetidos, respeitando as demais especificidades, 

inclusive o anonimato dos autores (para fins de avaliação) e respeito aos direitos dos 

pacientes. 

 

Importante: o ScholarOne™ permite que o conjunto dos arquivos somem no máximo 10 

MB. No caso de a inclusão do arquivo de vídeo acarretar em tamanho superior, é possível 

informar o link de acesso ao vídeo. Na reprodução de documentação clínica, o uso de 

iniciais, nomes e/ou números de registro de pacientes são proibidos. A identificação de 

pacientes não é permitida. Um termo de consentimento esclarecido, assinado pelo 

paciente, quanto ao uso de sua imagem deverá ser fornecido pelo(s) autor(es) quando 

solicitado pela BOR. Ao reproduzir no manuscrito algum material previamente publicado 

(incluindo textos, gráficos, tabelas, figuras ou quaisquer outros materiais), a legislação 

cabível de Direitos Autorais deverá ser respeitada e a fonte citada. 

http://mc04.manuscriptcentral.com/bor-scielo
mailto:bor@sbpqo.org.br
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As seções do manuscrito devem ser apresentadas observando-se as características 

específicas de cada tipo de manuscrito: folha de rosto (Title Page), introdução, 

metodologia, resultados, discussão, conclusão, agradecimentos e referências. 

Folha de rosto (Title Page; dados obrigatórios) 

Indicação da área temática da pesquisa enfocada no manuscrito. 

Áreas Temáticas: Anatomia; Biologia Craniofacial; Biologia Pulpar; Bioquímica; 

Cariologia; Ciências do Comportamento; Cirurgia Bucomaxilo; Controle de Infecção; 

Dentística; Disfunção Temporomandibular; Estomatologia; Farmacologia; Fisiologia; 

Imaginologia; Implantodontia - Clínica Cirúrgica; Implantodontia - Clínica Protética; 

Implantodontia Básica e Biomateriais; Imunologia; Materiais Dentários; Microbiologia; 

Oclusão; Odontogeriatria; Odontologia Legal; Odontologia Social; Odontopediatria; 

Ortodontia; Ortopedia; Patologia Oral; Periodontia; Prótese; Saúde Coletiva; Terapia 

Endodôntica. 

Título informativo e conciso, limitado a um máximo de 110 caracteres incluindo 

espaços. 

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 afiliação institucional/profissional de todos os autores, incluindo universidade 

(ou outra instituição), faculdade/curso em inglês, departamento em inglês, cidade, estado 

e país. Só é aceita uma afiliação por autor. Verificar se as afiliações foram inseridas 

corretamente no ScholarOne™.   

Resumo: deve ser apresentado na forma de um parágrafo único estruturado (sem sub-

divisões em seções), contendo objetivo, metodologia, resultados e conclusões. No 

Sistema, utilizar a ferramenta Special characters para caracteres especiais, se aplicável. 

Descritores: devem ser fornecidos de 3 (três) a 5 (cinco) descritores principais, 

escolhidos dentre os descritores cadastrados em  https://meshb.nlm.nih.gov/search (não 

serão aceitos sinônimos). 

 

Introdução: deve apresentar o estado da arte do assunto pesquisado, a relevância do 

estudo e sua relação com outros trabalhos publicados na mesma linha de pesquisa ou área, 

identificando suas limitações e possíveis vieses. O objetivo do estudo deve ser 

apresentado concisamente ao final dessa seção. 

Metodologia: devem ser fornecidas todas as características do material pertinente ao 

assunto da pesquisa (ex.: amostras de tecido, sujeitos da pesquisa). Os métodos 

experimentais, analíticos e estatísticos 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 menção feita nesta seção, como segue: nome do fabricante, 

cidade e país. Os programas de computador e métodos estatísticos também devem ser 

especificados. A menos que o objetivo do trabalho seja comparar produtos ou sistemas 

específicos, os nomes comerciais de técnicas, bem como de produtos ou equipamentos 

científicos ou clínicos só devem ser citados nas seções de "Metodologia" e 

"Agradecimentos", de acordo com o caso. No restante do manuscrito, inclusive no título, 

devem ser utilizados os nomes genéricos. Nos manuscritos que envolvam radiografias, 

microrradiografias ou imagens de MEV, devem ser incluídas as seguintes informações: 

fonte de radiação, filtros e níveis de kV utilizados. Os manuscritos que relatem estudos 

em humanos devem incluir comprovação de que a pesquisa foi conduzida eticamente de 

acordo com a Declaração de Helsinki (World Medical Association). O número de 

protocolo de aprovação emitido por um Comitê Institucional de Ética deve ser citado. 

Estudos observacionais devem seguir as diretrizes STROBE e o check list deve ser 

submetido. Ensaios clínicos devem ser relatados de acordo com o protocolo padronizado 

da CONSORT Statement, revisões sistemáticas e meta-análises devem seguir o PRISMA, 

ou Cochrane. 

 

Ensaios Clínicos  
 

Os ensaios clínicos segundo as diretrizes CONSORT. O número de registro do 

ensaio clínico e o nome do registro da pesquisa serão publicados com o artigo. 

Manuscritos que relatem a realização de estudos em animais devem também 

incluir comprovação de que a pesquisa foi conduzida de maneira ética, e o número de 

protocolo de aprovação emitido por um Comitê Institucional de Ética deve ser citado. 

Caso a pesquisa envolva um registro gênico, antes da submissão, as novas sequências 

genéticas devem ser incluídas num banco de dados público, e o número de acesso deve 

ser fornecido à BOR. Os autores poderão utilizar as seguintes bases de dados: 

GenBank 

EMBL 

DDBJ 

As submissões de manuscritos que incluam dados de microarray devem incluir a 

informação 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 disponíveis, tais 

como: 

ArrayExpress 

GEO 

Resultados: devem ser apresentados na mesma ordem em que o experimento foi 

realizado, conforme descrito na seção "Metodologia". Os resultados mais significativos 

devem serdescritos. Texto, tabelas e figuras não 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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significância estatística devem vir acompanhados dos respectivos valores de p. 

 

Tabelas: devem ser numeradas e citadas consecutivamente no texto principal, em 

algarismos arábicos. As tabelas devem ser submetidas separadamente do texto em 

formato DOC, DOCX ou XLS (podem estar reunidas em um único arquivo). 

 

Discussão: deve discutir os resultados do estudo em relação à hipótese de trabalho e à 

literatura pertinente. Deve descrever as semelhanças e as diferenças do estudo em relação 

aos outros estudos correlatos encontrados na literatura, e fornecer explicações para as 

possíveis diferenças encontradas. Deve também identificar as limitações do estudo e fazer 

sugestões para pesquisas futuras. 

 

Conclusões: devem ser apresentadas concisamente e estar estritamente fundamentadas 

nos resultados obtidos na pesquisa. O detalhamento dos resultados, incluindo valores 

numéricos etc., não deve ser repetido. 

 

Agradecimentos: as contribuições de colegas (por assistência técnica, comentários 

críticos etc.) devem ser informadas, e qualquer vinculação de autores com firmas 

comerciais deve ser revelada. Esta seção deve descrever a(s) fonte(s) de financiamento 

da pesquisa, incluindo os respectivos números de processo. 

 

Referências: só serão aceitas como referências as publicações em periódicos revisados 

por pares. 

As citações de referências devem ser identificadas no texto por meio de números 

arábicos sobrescritos. A lista completa de referências deve vir após a seção de 

"Agradecimentos", e as referências devem ser numeradas e apresentadas de acordo com 

o 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 títulos de periódicos 

devem ser abreviados de acordo com o List of Journals Indexed in Index Medicus. A 

correta apresentação das referências é de responsabilidade exclusiva dos autores. 

 

Grafia de termos científicos: nomes científicos (binômios de nomenclatura 

microbiológica, zoológica e botânica) devem ser escritos por extenso, bem como os 

nomes de compostos e elementos químicos, na primeira menção 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 mínimo indispensável. 

Figuras: fotografias, micrografias e radiografias devem ter uma largura mínima de 10 

cm, resolução mínima de 500 dpi, e devem ser fornecidas em formato TIFF. Gráficos, 

desenhos, esquemas e demais ilustrações 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 arquivos separados 

(Figure 1a, Figure 1b, Figure 2...) e não inseridas no arquivo de texto. As figuras devem 

ser numeradas e citadas consecutivamente no corpo do texto, em algarismos arábicos. As 

legendas das figuras devem ser inseridas todas juntas no final do texto, após as 

referências. 

Características e formatação dos tipos de manuscritos 

Pesquisa Original 

Devem ser limitados a 30.000 caracteres incluindo espaços (considerando-se 

introdução, metodologia, resultados, discussão, conclusão, agradecimentos, tabelas, 

referências e legendas de figuras). Será aceito um máximo de 8 (oito) figuras e 40 

(quarenta) referências. O resumo deve conter, no máximo, 250 palavras. 

 

 

Resumo de Pesquisa Original (Short Communication) 

Devem ser limitados a 10.000 caracteres incluindo espaços (considerando-se, 

introdução, metodologia, resultados, discussão, conclusão, agradecimentos, tabelas, 

referências e legendas de figuras). É permitido um máximo de 2 (duas) figuras e 12 (doze) 

referências. O resumo deve conter, no máximo, 100 palavras. 

 

Formatação 

  Folha de rosto 

 Resumo - máximo de 250 palavras 

  Descritores - de 3 (três) a 5 (cinco) descritores principais 

 Texto principal (30.000 caracteres incluindo espaços) 

  Introdução 

  Metodologia 

  Resultados 

  Discussão 

  Conclusão 

  Agradecimentos 

  Referências - máximo de 40 referências 

  Legendas de figuras 

  Figuras - máximo de 8 figuras, conforme descrito acima 

  Tabelas. 

 

Revisão Crítica de Literatura 



98 

 

A submissão desse tipo de manuscrito será realizada apenas a convite da Comissão 

de Publicação da BOR. Todos os manuscritos serão submetidos à revisão por pares. Esse 

tipo de manuscrito deve ter um conteúdo descritivo-discursivo, com foco numa 

apresentação e discussão abrangente de questões científicas importantes e inovadoras, e 

ser limitado a 30.000 caracteres incluindo espaços (considerando-se, introdução, 

metodologia, resultados, discussão, conclusão, agradecimentos, tabelas, referências e 

legendas de figuras). Incluir uma apresentação clara do objeto científico de interesse, 

argumentação lógica, uma análise crítica metodológica e teórica dos estudos e uma 

conclusão resumida. É permitido um máximo de 6 (seis) figuras e 50 (cinquenta) 

referências. O resumo deve conter, no máximo, 250 palavras. 

 

Formatação 

  Folha de rosto 

  Texto principal (30.000 caracteres incluindo espaços) 

  Resumo - máximo de 250 palavras 

  Descritores - de 3 (três) a 5 (cinco) descritores principais 

  Introdução 

  Metodologia 

  Resultados 

  Discussão 

  Conclusão 

  Agradecimentos 

  Referências - máximo de 50 referências 

  Legendas de figuras 

  Figuras - máximo de 6 (seis) figuras, conforme descrito acima 

  Tabelas. 

 

Revisão Sistemática e Meta-Análise 

Ao resumir os resultados de estudos originais, sejam eles quantitativos ou 

qualitativos, esse tipo de manuscrito deve responder a uma questão específica, ser 

limitado a 30.000 caracteres, incluindo espaços, e seguir o estilo e formato Cochrane. O 

manuscrito deve informar detalhadamente como se deu o processo de busca e recuperação 

dos trabalhos originais, o critério de seleção dos estudos incluídos na revisão e fornecer 

um resumo dos resultados obtidos nos estudos revisados (com ou sem uma abordagem de 

meta-análise). Não há limite para a quantidade de referências e figuras. Tabelas e figuras, 

caso sejam incluídas, devem apresentar as características dos estudos revisados, as 

intervenções que foram comparadas e respectivos resultados, além dos estudos excluídos 

da revisão. Demais tabelas e figuras pertinentes à revisão devem ser apresentadas como 

descrito anteriormente. O resumo deve conter, no máximo, 250 palavras. 

 

Formatação 

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

  Texto principal (30.000 caracteres incluindo espaços) 

  Resumo - máximo de 250 palavras 

  Formulação da pergunta 

  Localização dos estudos 

  Avaliação crítica Coleta de dados 

  Análise e apresentação dos dados 

  Aprimoramento 

  Atualização da revisão 

  Referências - não há limite para a quantidade de referências 

  Figuras - não há limite para a quantidade de figuras 

  Tabelas. 

 

Carta ao Editor 

Cartas devem incluir evidências que sustentem a opinião do(s) autor(es) sobre o 

conteúdo científico ou editorial da BOR, e ser limitadas a 500 palavras. Figuras ou tabelas 

não são permitidas 

 

"Checklist" para Submissão 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 mínima de 10 cm e resolução 

mínima de 500 DPI) em formato TIFF. (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/pub/filespec-

images).  

 Gráficos, desenhos, esquemas e demais ilustrações vetoriais em formato PDF.  

Cada uma das figuras deve ser submetida em arquivos separados e individuais (não 

inseridas no arquivo de texto). 

Declaração de interesses e de financiamento, submetida em um documento separado e em 

formato PDF. 

  

Termo de transferência de direitos autorais e declarações 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 publicação deve ser acompanhado do Termo de 

Transferência de Direitos Autorais e Declarações de Responsabilidade, disponível no 

sistema online e de preenchimento obrigatório. 

Plágio 

A BOR emprega um sistema de detecção de plágio. Ao enviar o seu manuscrito 

para a Revista, este manuscrito poderá ser rastreado. Isto não tem relação com a simples 

repetição de nomes / filiações, mas envolve frases ou textos utilizados. 

Custo para publicação 

A Brazilian Oral Research (BOR) cobrará uma taxa de R$ 150,00 (reais) (para 

autor correspondente brasileiro) e US$ 35,00 (dólares americanos) (para autor 

correspondente estrangeiro) por página adicional superior a 10 páginas 

publicadas/impressas (incluindo figuras e tabelas). Tal taxa será aplicada aos artigos 

submetidos ao BOR após 1º de outubro de 2023 e aceitos para publicação. Artigos com 

até 10 páginas publicadas/impressas não serão cobrados. 

Exemplos de referências 

 

Periódicos 

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 Título e Texto em Idioma Diferente do Inglês 

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 Edições 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 Estatística [homepage]. Brasília (DF): Instituto 

Brasileiro de Geografia e Estatística; 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/ 
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ANEXO C- Diretrizes para publicação de trabalhos na Journal of Child Health Care. 

(Artigo 2) 

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

 

https://journals.sagepub.com/metrics/chc
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SEÇÕES DO MANUSCRITO 

O Journal of Child Health Care publica artigos originais teóricos, empíricos e 

de revisão sistemática sobre questões de saúde infantil. 

Os artigos geralmente têm entre 3.000 e 5.000 palavras (excluindo referências, 

figuras e tabelas). O limite máximo de palavras (5000 palavras) será rigorosamente 

respeitado e os trabalhos que ultrapassarem o limite de palavras serão devolvidos aos 

autores para revisão. É permitido um máximo de 50 referências. 

A seguir estão os requisitos gerais para relatórios nas seções de todos os desenhos 

de estudo e formatos de manuscritos. 
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a. Folha de rosto 

As informações gerais sobre um artigo e seus autores são apresentadas na página 

de título do manuscrito e geralmente incluem o título do artigo, informações do autor, 

quaisquer isenções de responsabilidade, fontes de apoio, contagem de palavras e, às 

vezes, o número de tabelas e figuras. 

Título do artigo. O título fornece uma descrição resumida do artigo completo e 

deve incluir informações que, juntamente com o resumo, tornarão a recuperação 

eletrônica do artigo sensível e específica. As diretrizes para relatórios recomendam e 

alguns periódicos exigem que as informações sobre o desenho do estudo façam parte do 

título (particularmente importante para ensaios randomizados e revisões sistemáticas e 

meta-análises). Alguns periódicos exigem um título curto, geralmente com no máximo 

40 caracteres (incluindo letras e espaços) na página de título ou como uma entrada 

separada em um sistema eletrônico de submissão. Os sistemas de submissão eletrônica 

podem restringir o número de caracteres do título. 

Informações do autor. Os títulos acadêmicos mais elevados de cada autor devem 

ser listados, embora alguns periódicos não os publiquem. Deverá ser especificado o nome 

do(s) departamento(s) e instituição(ões) ou organizações onde o trabalho deverá ser 

atribuído. A maioria dos sistemas de submissão eletrônica exige que os autores forneçam 

informações completas de contato, incluindo correspondência e endereços de e-mail, mas 

a página de título deve listar o número de telefone e endereço de e-mail do autor 

correspondente. O ICMJE incentiva a listagem da Identificação Aberta de Pesquisador e 

Contribuidor (ORCID) dos autores. 

Isenções de responsabilidade. Um exemplo de isenção de responsabilidade é a 

declaração do autor de que as opiniões expressas no artigo submetido são suas e não uma 

posição oficial da instituição ou financiador. 

Fonte(s) de apoio. Estes incluem subsídios, equipamentos, medicamentos e/ou 

outros apoios que facilitaram a condução do trabalho descrito no artigo ou a redação do 

próprio artigo. A atribuição inadequada de fontes de financiamento e afiliações 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 referências, permite que 

editores e revisores avaliem se as informações contidas no artigo garantem a extensão do 

artigo e se o manuscrito submetido se enquadra nos formatos da revista. e limites de 

palavras. Uma contagem de palavras separada para o resumo é útil pelo mesmo motivo. 

Número de figuras e tabelas. Alguns sistemas de submissão exigem a 

especificação do número de figuras e tabelas antes de carregar os arquivos 

relevantes. Esses números permitem que a equipe editorial e os revisores confirmem se 

todas as figuras e tabelas foram realmente incluídas no manuscrito e, como as tabelas e 

figuras ocupam espaço, avaliem se as informações fornecidas pelas figuras e tabelas 
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justificam o tamanho do artigo e se o manuscrito se enquadra dentro limites de espaço da 

revista. 

Divulgação de relacionamentos e atividades. As informações de divulgação de 

cada autor precisam fazer parte do manuscrito; cada periódico deve desenvolver padrões 

com relação à forma que a informação deve assumir e onde será publicada. O ICMJE 

desenvolveu um Formulário de Divulgação uniforme para uso pelos periódicos membros 

do ICMJE, e o ICMJE incentiva outros periódicos a adotá-lo. Apesar da disponibilidade 

do formulário, os editores podem exigir a divulgação de relacionamentos e atividades na 

página de título do manuscrito ou em outra seção de Divulgação do manuscrito para 

poupar o trabalho de coleta de formulários de cada autor antes de tomar uma decisão 

editorial ou para salvar o trabalho dos revisores e leitores. de ler o formulário de cada 

autor. 

b. Resumo 

Pesquisas originais, revisões sistemáticas e meta-análises requerem resumos 

estruturados. O resumo deve fornecer o contexto ou antecedentes do estudo e indicar o 

objetivo do estudo, procedimentos básicos (seleção dos participantes do estudo, 

configurações, medições, métodos analíticos), principais conclusões (fornecendo 

tamanhos de efeito específicos e seu significado estatístico e clínico, se possível). Deve 

enfatizar aspectos novos e importantes do estudo ou das observações, observar limitações 

importantes e não interpretar excessivamente os resultados. Os resumos de ensaios 

clínicos devem incluir itens que o grupo CONSORT tenha identificado 

como essenciais . As fontes de financiamento devem ser listadas separadamente após o 

resumo para facilitar a exibição e indexação adequadas para recuperação de pesquisa pelo 

MEDLINE. 

Como os resumos são a única parte substantiva do artigo indexada em muitas 

bases de dados eletrônicas e a única parte lida por muitos leitores, os autores precisam 

garantir que eles reflitam com precisão o conteúdo do artigo. Infelizmente, as 

informações contidas nos resumos muitas vezes diferem daquelas contidas no 

texto. Autores e editores devem trabalhar no processo de revisão e revisão para garantir 

que as informações sejam consistentes em ambos os locais. O formato exigido para 

resumos estruturados difere de periódico para periódico, e alguns periódicos utilizam 

mais de um formato; os autores precisam preparar seus resumos no formato especificado 

pela revista escolhida. 

O ICMJE recomenda que os periódicos publiquem o número de registro do ensaio 

clínico ao final do resumo. O ICMJE também recomenda que, quando um número de 

registro estiver disponível, os autores listem esse número na primeira vez que usarem um 

acrônimo de ensaio para se referir ao ensaio que estão relatando ou a outros ensaios que 

mencionam no manuscrito. Caso os dados tenham sido depositados em repositório 

público e/ou estejam sendo utilizados em análise secundária, os autores deverão indicar 

no final do resumo o identificador único e persistente do conjunto de dados, o nome e o 

número do repositório. 

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. Introdução 

Forneça um contexto ou antecedentes para o estudo (ou seja, a natureza do 

problema e seu significado). Declare o propósito específico ou objetivo de pesquisa ou 

hipótese testada pelo estudo ou observação. Cite apenas referências diretamente 

pertinentes e não inclua dados ou conclusões do trabalho relatado. 

d. Métodos 

O princípio orientador da seção Métodos deve ser a clareza sobre como e por que 

um estudo foi realizado de uma determinada maneira. A seção Métodos deve ter como 

objetivo ser suficientemente detalhada para que outras pessoas com acesso aos dados 

possam reproduzir os resultados. Em geral, a seção deve incluir apenas informações que 

estavam disponíveis no momento em que o plano ou protocolo do estudo foi escrito; todas 

as informações obtidas durante o estudo pertencem à seção Resultados. Se uma 

organização foi paga ou contratada de outra forma para ajudar a conduzir a investigação 

(os exemplos incluem a recolha e gestão de dados), então isto deve ser detalhado nos 

métodos. 

A seção Métodos deve incluir uma declaração indicando que a pesquisa foi 

aprovada por um órgão independente de revisão local, regional ou nacional (por exemplo, 

comitê de ética, conselho de revisão institucional). Se existir dúvida se a investigação foi 

conduzida de acordo com a Declaração de Helsínquia, os autores devem explicar a 

fundamentação da sua abordagem e demonstrar que o órgão de revisão local, regional ou 

nacional aprovou explicitamente os aspectos duvidosos do estudo. (Ver seção II.E.) 

Seleção e Descrição dos Participantes 

Descreva claramente a seleção de participantes observacionais ou experimentais 

(indivíduos saudáveis ou pacientes, incluindo controles), incluindo critérios de 

elegibilidade e exclusão e uma descrição da população de origem. Como a relevância de 

variáveis como idade, sexo ou etnia nem sempre é conhecida no momento do desenho do 

estudo, os investigadores devem procurar a inclusão de populações representativas em 

todos os tipos de estudo e, no mínimo, fornecer dados descritivos para estas e outras 

variáveis demográficas relevantes. . Comente sobre quão representativa é a amostra do 

estudo em relação à maior população de interesse. 

Garantir o uso correto dos termos sexo (ao relatar fatores biológicos) e gênero 

(fatores de identidade, psicossociais ou culturais) e, a menos que seja inadequado, relatar 

o sexo e/ou gênero dos participantes do estudo, o sexo dos animais ou células, e descrever 

o métodos usados para determinar sexo e gênero. Se o estudo foi realizado envolvendo 

uma população exclusiva, por exemplo, em apenas um sexo, os autores deveriam 

justificar o porquê. Os autores devem definir como determinaram raça ou etnia e justificar 

sua relevância. Caso não tenha sido coletada raça ou etnia, explique por que não foi 

coletada. Raça e etnia são construções sociais e não biológicas; os autores devem 

interpretar os resultados associados à raça 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. 

 Informação técnica 

Especifique os objetivos principais e secundários do estudo – geralmente 

identificados como resultados primários e secundários. Identifique métodos, 

equipamentos (forneça o nome e endereço do fabricante entre parênteses) e 

procedimentos com detalhes suficientes para permitir que outros reproduzam os 

resultados. Forneça referências a métodos estabelecidos, incluindo métodos estatísticos 

(ver abaixo); fornecer referências e breves descrições de métodos que foram publicados, 

mas não são bem conhecidos; descrever métodos novos ou substancialmente 

modificados, apresentar as razões para utilizá-los e avaliar suas limitações. Identifique 

com precisão todos os medicamentos e produtos químicos utilizados, incluindo nome(s) 

genérico(s), dose(s) e via(s) de administração. Identifique nomes científicos e nomes de 

genes apropriados. 

Estatísticas 

Descrever métodos estatísticos com detalhes suficientes para permitir que um 

leitor experiente com acesso aos dados originais possa julgar sua adequação para o estudo 

e verificar os resultados relatados. Quando possível, quantificar os resultados e apresentá-

los com indicadores apropriados de erro de medição ou incerteza (tais como intervalos de 

confiança). Evite confiar apenas em testes estatísticos de hipóteses, como valores P , que 

não transmitem informações importantes sobre o tamanho do efeito e a precisão das 

estimativas. As referências para o desenho do estudo e métodos estatísticos devem ser 

referências a trabalhos padrão, quando possível (com páginas indicadas). Defina termos 

estatísticos, abreviações e a maioria dos símbolos. Especifique o(s) pacote(s) de software 

estatístico e as versões utilizadas. Distinguir análises pré-especificadas de análises 

exploratórias, incluindo análises de subgrupos. 

e. Resultados 

Apresente seus resultados em sequência lógica no texto, tabelas e figuras, 

apresentando primeiro as descobertas principais ou mais importantes. Não repita todos os 

dados das tabelas ou figuras do texto; enfatize ou resuma apenas as observações mais 

importantes. Forneça dados sobre todos os resultados primários e secundários 

identificados na Seção de Métodos. Materiais extras ou suplementares e detalhes técnicos 

poderão ser colocados em apêndice onde serão acessíveis, mas não interromperão o fluxo 

do texto, ou poderão ser publicados exclusivamente na versão eletrônica da revista. 

Forneça resultados numéricos não apenas como derivadas (por exemplo, 

porcentagens), mas também como números absolutos a partir dos quais as derivadas 

foram calculadas. Restrinja as tabelas e figuras às necessárias para explicar o argumento 

do artigo e para avaliar os dados de apoio. Utilize gráficos como alternativa a tabelas com 

muitas entradas; não duplique dados em gráficos e tabelas. Evite usos não técnicos de 
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termos técnicos em estatística, como “aleatório” (que implica um dispositivo de 

randomização), “normal”, “significativo”, “correlações” e “amostra”. 

A notificação separada de dados por variáveis demográficas, como idade e sexo, 

facilita o agrupamento de dados para subgrupos entre estudos e deve ser rotina, a menos 

que haja razões imperiosas para não estratificar a notificação, o que deve ser explicado. 

f. Discussão 

É útil começar a discussão resumindo brevemente as principais conclusões e 

explorando possíveis mecanismos ou explicações para essas descobertas. Enfatize os 

aspectos novos e importantes do seu estudo e coloque as suas descobertas no contexto da 

totalidade das evidências relevantes. Declare as limitações do seu estudo e explore as 

implicações das suas descobertas para pesquisas futuras e para a prática clínica ou 

política. Discuta a influência ou associação de variáveis, como sexo e/ou género, nas suas 

conclusões, quando apropriado, e as limitações dos dados. Não repita detalhadamente 

dados ou outras informações fornecidas em outras partes do manuscrito, como na 

introdução ou na seção de resultados. 

Vincule as conclusões aos objetivos do estudo, mas evite declarações não 

qualificadas e conclusões que não sejam adequadamente apoiadas pelos dados. Em 

particular, distinguir entre significância clínica e estatística e evitar fazer declarações 

sobre benefícios e custos económicos, a menos que o manuscrito inclua dados e análises 

económicas apropriadas. Evite reivindicar prioridade ou fazer alusão a trabalhos que não 

foram concluídos. Estabeleça novas hipóteses quando justificado, mas rotule-as 

claramente. 

g. Referências 

Considerações gerais 

Os autores devem fornecer referências diretas às fontes originais da pesquisa 

sempre que possível. As referências não devem ser usadas por autores, editores ou 

revisores para promover interesses próprios. Os autores devem evitar citar artigos em 

periódicos predatórios ou pseudo-revistas. Quando preprints são citados, a citação deve 

indicar claramente que a referência é um preprint (ver também Seção III.D.3). Embora as 

referências a artigos de revisão possam ser uma forma eficiente de orientar os leitores 

para um corpo de literatura, os artigos de revisão nem sempre refletem com precisão o 

trabalho original. Por outro lado, listas extensas de referências a trabalhos originais sobre 

um tópico podem ocupar espaço excessivo. Menos referências a artigos originais 

importantes muitas vezes servem tão bem como listas mais exaustivas, particularmente 

porque as referências podem agora ser adicionadas à versão electrónica de artigos 

publicados, e porque a pesquisa electrónica de literatura permite aos leitores recuperar a 

literatura publicada de forma eficiente. 

As referências a artigos aceitos, mas ainda não publicados, devem ser designadas 

como “no prelo” ou “em breve”. Informações de manuscritos submetidos, mas não 
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aceitos devem ser citadas no texto como “observações não publicadas” com permissão 

por escrito da fonte. 

Os artigos publicados devem fazer referência aos identificadores únicos e 

persistentes dos conjuntos de dados utilizados. Evite citar uma “comunicação pessoal”, a 

menos que forneça informações essenciais não disponíveis em fonte pública; nesse caso, 

o nome da pessoa e a data da comunicação devem ser citados entre parênteses no 

texto. Para artigos científicos, obtenha permissão por escrito e confirmação de precisão 

da fonte da comunicação pessoal. 

Alguns periódicos, mas não todos, verificam a precisão de todas as citações de 

referência; assim, erros de citação às vezes aparecem na versão publicada dos 

artigos. Para minimizar tais erros, as referências devem ser verificadas utilizando uma 

fonte bibliográfica eletrônica, como PubMed, ou cópias impressas de fontes originais. Os 

autores são responsáveis por verificar se nenhuma das referências cita artigos retratados, 

exceto no contexto de referência à retratação. Para artigos publicados em periódicos 

indexados no MEDLINE, o ICMJE considera o PubMed a fonte oficial de informações 

sobre retratações. Os autores podem identificar artigos retratados no MEDLINE 

pesquisando no PubMed por "Publicação retratada [pt]", onde o termo "pt" entre colchetes 

significa tipo de publicação, ou acessando diretamente a lista de publicações retratadas 

do PubMed . 

As referências devem ser numeradas consecutivamente na ordem em que são 

mencionadas pela primeira vez no texto. Identifique referências em textos, tabelas e 

legendas por algarismos arábicos entre parênteses. 

As referências citadas apenas em tabelas ou legendas de figuras deverão ser 

numeradas de acordo com a seqüência estabelecida pela primeira identificação no texto 

da tabela ou figura específica. Os títulos dos periódicos deverão ser abreviados de acordo 

com o estilo utilizado para o MEDLINE 

( www.ncbi.nlm.nih.gov/nlmcatalog/journals ). Os periódicos variam quanto a pedir aos 

autores que citem referências eletrônicas entre parênteses no texto ou em referências 

numeradas após o texto. Os autores devem consultar a revista para a qual pretendem 

submeter o seu trabalho. 

Estilo e Formato 

As referências devem seguir os padrões resumidos na página Sample References 

do NLM e detalhados no Citing Medicine do NLM , 2ª edição . Esses recursos são 

atualizados regularmente à medida que novas mídias se desenvolvem e atualmente 

incluem orientações para documentos impressos; material inédito; meios de comunicação 

audiovisuais; material em CD-ROM, DVD ou disco; e materiais na Internet. 

h. Tabelas 

As tabelas capturam informações de forma concisa e as exibem de forma 

eficiente; eles também fornecem informações em qualquer nível 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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precisão. A inclusão frequente de dados em tabelas em vez de texto permite reduzir o 

comprimento do texto. 

Preparar tabelas de acordo com as exigências específicas da revista; para evitar 

erros é melhor que as tabelas possam ser importadas diretamente para o software de 

publicação da revista. Numere as tabelas consecutivamente na ordem de sua primeira 

citação no texto e forneça um título para cada uma delas. Os títulos das tabelas devem ser 

curtos, mas autoexplicativos, contendo informações que permitam ao leitor compreender 

o conteúdo da tabela sem a necessidade de voltar ao texto. Certifique-se de que cada 

tabela seja citada no texto. 

Dê a cada coluna um título curto ou abreviado. Os autores devem colocar matéria 

explicativa em notas de rodapé e não no título. Explique todas as abreviações fora do 

padrão nas notas de rodapé e use símbolos para explicar as informações, se necessário. Os 

símbolos podem variar de periódico para periódico (letra do alfabeto ou símbolos como 

*, †, ‡, §), portanto, verifique as instruções de cada periódico para autores para a prática 

necessária. Identifique medidas estatísticas de variações, como desvio padrão e erro 

padrão da média. 

Se você usar dados de outra fonte publicada ou não publicada, obtenha permissão 

e reconheça totalmente essa fonte. 

Tabelas adicionais contendo dados de backup muito extensos para publicação 

impressa podem ser apropriadas para publicação na versão eletrônica da revista, 

depositadas em um serviço de arquivo ou disponibilizadas aos leitores diretamente pelos 

autores. Uma declaração apropriada deve ser adicionada ao texto para informar aos 

leitores que esta informação adicional está disponível e onde está localizada. Envie essas 

tabelas para consideração com o artigo, para que fiquem disponíveis aos revisores. 

i.Ilustrações (Figuras) 

As imagens digitais das ilustrações do manuscrito devem ser submetidas em 

formato adequado para publicação impressa. A maioria dos sistemas de submissão possui 

instruções detalhadas sobre a qualidade das imagens e as verifica após o upload do 

manuscrito. Para envios impressos, as figuras devem ser desenhadas e fotografadas 

profissionalmente ou enviadas como impressões digitais com qualidade fotográfica. 

Para imagens radiológicas e outras imagens clínicas e diagnósticas, bem como 

fotos de espécimes patológicos ou fotomicrografias, enviar arquivos de imagens 

fotográficas de alta resolução. As imagens de antes e depois devem ser tiradas com a 

mesma intensidade, direção e cor de luz. Como os borrões são usados como evidência 

primária em muitos artigos científicos, os editores podem exigir o depósito das fotografias 

originais dos borrões no site da revista. 

Embora alguns periódicos redesenhem os números, muitos não o fazem. As letras, 

números e símbolos nas figuras devem, portanto, ser claros e consistentes, e grandes o 

suficiente para permanecerem legíveis quando a figura for reduzida para publicação. As 
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figuras devem ser tão autoexplicativas quanto possível, pois muitas serão usadas 

diretamente em apresentações de slides. Os títulos e as explicações detalhadas pertencem 

às legendas – e não às ilustrações em si. 

As fotomicrografias deverão ter marcadores internos de escala. Os símbolos, setas 

ou letras utilizadas nas fotomicrografias devem contrastar com o fundo. Explique a escala 

interna e identifique o método de coloração nas fotomicrografias. 

As figuras deverão ser numeradas consecutivamente de acordo com a ordem em 

que foram citadas no texto. Se uma figura tiver sido publicada anteriormente, reconheça 

a fonte original e envie permissão por escrito do detentor dos direitos autorais para 

reproduzi-la. A permissão é necessária independentemente da autoria ou editora, exceto 

para documentos de domínio público. 

No manuscrito, as legendas das ilustrações deverão estar em página separada, com 

algarismos arábicos correspondentes às ilustrações. Quando símbolos, setas, números ou 

letras forem usados para identificar partes das ilustrações, identifique e explique cada um 

deles claramente na legenda. 

Artigos em periódicos 

1. Artigo de periódico padrão 

Halpern SD, Ubel PA, Caplan AL. Transplante de órgãos sólidos 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 os 

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. Regulação 

das concentrações de aminoácidos excitatórios intersticiais após lesão por contusão 

cortical. Cérebro Res. 2002;935(1-2):40-6. 

Opcional: Se uma revista tiver paginação contínua ao longo de um volume (como fazem 

muitas revistas médicas), omita o mês e o número da edição. 

Halpern SD, Ubel PA, Caplan AL. Transplante de órgãos sólidos em pacientes infectados 

pelo HIV. N Engl J Med. 2002;347:284-7. 

Opcional: adição de identificadores exclusivos de um banco de dados, como o PubMed 

PMID, para a citação: 

Forooghian F, Yeh S, Faia LJ, Nussenblatt RB. Atrofia foveal uveítica: características 

clínicas e associações. Arco Oftalmol. Fevereiro de 2009;127(2):179-86. PubMedPMID: 

19204236; PubMed Central PMCID: PMC2653214. 

Opcional: Adição de número de registro de ensaio clínico: 
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Trachtenberg F, Maserejian NN, Soncini JA, Hayes C, Tavares M. O flúor em 

compômeros previne futuras cáries em crianças? J Dent Res. Março de 2009;88(3):276-

9. PubMed PMID: 19329464. Número de registro ClinicalTrials.gov: NCT00065988. 

2. Organização como autor 

Grupo de Pesquisa do Programa de Prevenção de Diabetes. Hipertensão, insulina e pró-

insulina em participantes com tolerância diminuída à 

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

3. Autores pessoais e organização como autor (liste todos conforme aparecem na 

assinatura). 

Vallancien G, Emberton M, Harving N, van Moorselaar RJ; Grupo de Estudos Alf-

One. Disfunção sexual em 1.274 homens europeus que sofrem de sintomas do trato 

urinário inferior. J Urol. 2003;169(6):2257-61. 

4. Volume com suplemento 

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

uso de curto e longo prazo para tratamento de enxaqueca e em comparação com 

sumatriptano. Dor de cabeça. 2002;42 Suplemento 2:S93-9. 

 

Livros e outras monografias 

5. Autor(es) pessoal(eis) 

Murray PR, Rosenthal KS, Kobayashi GS, Pfaller MA. Microbiologia médica. 4ª 

edição. São Luís: Mosby; 2002. 

6. Capítulo de um livro 

Meltzer PS, Kallioniemi A, Trent JM. Alterações cromossômicas em tumores sólidos 

humanos. In: Vogelstein B, Kinzler KW, editores. A base genética do câncer 

humano. Nova York: McGraw-Hill; 2002. pág. 93-113. 

7. Dissertação 

Borkowski, MM. Sono e alimentação infantil: uma pesquisa telefônica com hispano-

americanos [dissertação]. Mount Pleasant (MI): Universidade Central de 

Michigan; 2002. 
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Material eletrônico 

8. CD ROM 

Anderson SC, Poulsen KB. Atlas eletrônico 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.]. Disponível 

em: https://journals.lww.com/ajnonline/Fulltext/2002/06000/Quality_Improvement_Init

iative_in_Nursing_Homes.31.aspx É necessária assinatura. 

Apresentação opcional (omite a frase entre colchetes que qualifica a abreviatura do 

título do periódico): 

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.]. Disponível 

em: https://journals.lww.com/ajnonline/Fulltext/2002/06000/Quality_Improvement_Init

iative_in_Nursing_Homes.31.aspx É necessária assinatura. 

Artigo publicado na Internet antes da versão impressa: 

Ver nº 18 . 

Formatos opcionais usados pelo NLM no MEDLINE/PubMed: 

Artigo com número de documento no lugar da paginação tradicional: 

Williams JS, Brown SM, Conlin PR. Vídeos em medicina clínica. Medição da pressão 

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, Preço SD, Sanfilippo FM, Preen DB, Bulsara MK. Comorbidade 

e repetição de internação hospitalar por reações 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 paginação 

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. Introdução da vacinação contra o papilomavírus humano 

(HPV) na Suécia. Fiscalização 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 câncer 

[Internet]. Washington: Imprensa da Academia Nacional; 2001 [citado em 9 de julho de 

2002]. Disponível em: https://www.nap.edu/catalog/10149/improving-palliative-care-

for-cancer . 

11. Página inicial/site 

eatright.org [Internet]. Chicago: Academia de Nutrição e Dietética; c2016 [consultado em 

27 de dezembro de 2016]. Disponível em: https://www.eatright.org/ . 

12. Parte de uma página inicial/site 

Associação Médica Americana [Internet]. Chicago: A Associação; c1995-2016 

[consultado em 27 de dezembro de 2016]. Escritório de Medicina Internacional; [cerca 

de 2 telas]. Disponível em: https://www.ama-assn.org/about/office-international-

medicine 
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