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EPIGRAFE

“Algo so é impossivel até que alguém duvide e prove o contrario”

Albert Einstein.



RESUMO

O cuidado com a higiene oral atualmente é reconhecido fator de prevencdo a doencas
sistémicas, pois a microbiota oral é formada por fungos, virus e aproximadamente de 500 a 700
espécies bacterianas, sendo a maioria associada com a manutencéao da satde bucal do individuo
de forma comensal. Dentro de 48 horas de admisséo para Unidade de Terapia Intensiva (UT]I),
a contagem total de bactérias vidveis da placa bacteriana oral aumenta e a composicao das
bactérias da flora normal Gram-positivas sofrem alteragdes para cepas predominantemente
mais virulentas. Estudos tém demonstrado que esta combinagdo de bactérias e depdsitos de
componentes salivares podem formar um reservatério de patdgenos respiratorios, tais como
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa entre outros, que sdo capazes de provocar
pneumonia e abcessos pulmonares em individuos inconscientes, internados em unidades de
terapia intensiva, sob ventilagdo mecanica. Esses microrganismos possuem variados
mecanismos de defesa para os antibi6ticos empregados para o seu tratamento, entre eles
principal denomina-se beta-lactamase de espectro estendido (ESBL), que degradam
antimicrobianos das classes das penicilinas, cefalosporinas de 1% a 42 geragdo e
monobactamicos. A presenca destas espécies bacterianas impede o0 uso empirico destes
antibidticos no tratamento destes pacientes. No intuito de impedir a veiculacao de bactérias do
biofilme oral para o trato respiratorio inferior, ¢ fundamental os cuidados de saude pelo
Cirurgido-Dentista, restabelecendo a higiene oral do paciente internado com a utilizacdo de
escovas dentais comuns ou especificas, raspadores de lingua, cremes dentais, fio dental e
enxaguatorios bucais com substancias antimicrobianas tais como a clorexidina. O presente
estudo tem como objetivo caracterizar fenotipica e genotipicamente os genes relacionados a
producdo de ESBL em biofilmes orais de pacientes internados na unidade de tratamento
intensivo de um hospital publico do estado de Roraima, através da analise dos resultados
obtidos por método diagnéstico automatizado (VITEK 2 — BioMérieux®) e métodos de
biologia molecular, através de PCR convencional dos fragmentos das col6nias positivas afim
de pesquisar a presenca dos genes CTX, TEM e SHV das cepas analisadas e comparar 0s
resultados das cepas encontradas no meio oral dos pacientes, além de avaliar a higiene oral
destes, gerando protocolos para minimizar a disseminacdo de bactérias produtoras de ESBL
advindas do meio bucal, utilizando-se dos dados do perfil de resisténcia para possiveis
tratamentos empiricos. Na andlise das amostras obtidas 68,97% foram classificadas como
Gram-negativas:  K.pneumoniae (23,75%), P.aeruginosa (15%), A.baumannii (15%),
E.cloacae (11,25%). A totalidade dos genes ESBL pesquisados obtiveram identificacdo
positiva. O gene de maior prevaléncia foi CTX-M, detectado em 85,71% dos achados, o0 gene
TEM correspondeu a 64,28% e SHV em 17,85%. Em associagdo a maior ocorréncia foi CTX-
M e TEM, e a associacdo CTX e SHV ndo apresentou nenhuma ocorréncia. As espécies que
mais apresentaram os genes foram A.baumanii (17,86%), P.aeruginosa (17,86%) C.koseri
(10,71%), E.cloacae (7,14%) e B.cepacia (7,14%).

PALAVRAS CHAVE: Higiene oral, resisténcia bacteriana, pneumonia, UTI.



ABSTRACT

Oral hygiene care is currently recognized as a preventive factor for systemic diseases,
since the oral microbiota is composed of fungi, viruses and approximately 500 to 700
bacterial species, most of them associated with maintenance of the oral health of the
individual in the commensal way. Within 48 hours of admission to intensive care unit
(ICU), the total counts of viable bacteria from oral plaque increases and the
composition of Gram-positive normal flora bacteria undergo changes to
predominantly more virulent strains. Studies have shown that this combination of
bacteria and deposits of salivary components may form a reservoir of respiratory
pathogens, such as Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, among others,
which are capable of causing pneumonia and pulmonary abscesses in unconscious
individuals hospitalized in intensive care units, under mechanical ventilation. These
microorganisms have several defense mechanisms for the antibiotics used for their
treatment, among them is called extended spectrum beta-lactamase (ESBL), which
degrade antimicrobial classes of penicillins, cephalosporins from 1st to 4th
generation and monobacchaeam. The presence of these bacterial species prevents the
empirical use of these antibiotics in the treatment of these patients. In order to
restrains the transmission of bacteria from the oral biofilm to the lower respiratory
tract, health care by Dentist is essential, restoring the oral hygiene of the inpatient
with the use of common or specific toothbrushes, tongue scrapers, toothpastes, dental
floss and mouthwashes with antimicrobial substances such as chlorhexidine. The
present study aims to characterize phenotypic and genotypic genes related to the
production of ESBL in oral biofilms of patients hospitalized in the intensive care unit
of a public hospital in the state of Roraima, by comparing the result among the classic
diagnostic methods such as disk diffusion and antibiogram for ESBL and molecular
biology methods through conventional PCR and sequencing of the fragments
obtained from the positive colonies in order to investigate the presence of the CTX,
TEM and SHV genes of the strains analyzed and to compare the results of the strains
found in the mouth of the patients, as well as to evaluate the oral hygiene of these
patients, generating protocols to minimize the dissemination of ESBL-producing
bacteria from the buccal environment, using resistance profile data for possible
empirical treatments. The analysis of the samples obtained 68.97% were classified
as Gram-negative: K.pneumoniae (23.75%) P. aeruginosa (15%), A.baumannii
(15%), E.cloacae (11.25% ). All the ESBL genes studied were positively identified.
The most prevalent was CTX-M, detected in 85.71% of the findings, the TEM gene
corresponded to 64.28% and SHV in 17.85%. In association, the highest occurrence
was CTX-M and TEM, and the CTX and SHV association showed no occurrence.
The species that presented the higher genes were A.baumanii (17.86%), P.aeruginosa
(17.86%) C.koseri (10.71%), E.cloacae (7.14%) and B.cepacia (7.14%).

KEYWORDS: oral hygiene, bacterial resistence, pneumonia, ICU.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Microscopia confocal com laser de varredura de um biofilme com 24 e 72h de evolucdo...22

Figura 2 — Hidrolise do anel BetalaCtamiCO .........cccoueiiueirieinieiceeie e 26
Figura 3 — Arvore filogenética com perfis conhecidos de substratos de betalactdmicos e resisténcia

(ot ] 01 - B [T o] [0 o] (=SSOSR 30
Figura 4 — Distribui¢éo de ESBL em Enterobacteriaceae no Brasil ..............cccooeoniviiinniiiiciiee 31
Figura 5 - Unidades de Terapia Intensivado Hospital Geral de Roraima...........c.ccccoovevevvciveieincciennnn, 32
Figura 6 - Material paca coleta e transporte das amostras até o primeiro processamento (LACEN/RR)
................................................................................................................................................................ 34
Figura 7 -Agar McConkey para semeadura e selecdo de bactérias Gram-negativas.................cceevenene. 35
Figura 8 - Cartela de Identificacdo de Gram-negativos (GNI) do Sistema Vitek® 2 Compact
(BIOIMIEITEUX®) ...tttk b bbbt b bbbt bbbt bbb ettt b e b 36

Figura 9 - Sistema ViteK® 2 (BIOIMEITEUX).......ccueirieirieirieieiesiee ettt 37



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Principais classes de antimicrobianos (CONtINUA) ..........coovivririneieneieieeec e 24
Tabela 2 — Classificacdo das enzimas de Beta-lactamases de acordo com o gene e grupo funcional
(o] 41 (TN ISP URSRRS 27
Tabela 3 — Oligonucleotideos iniciadores utilizados para a pesquisa de genes de resisténcia e seu peso
molecular e condi¢fes do PCR para sua amplifiCag0...........ccerveviiiiiiiniieneeeeee e 39
Tabela 4 - Identificacdo fenotipica bacteriana nas coletas de 24 e 72h na UTl do HGR...................... 44
Tabela 5 -Bactérias produtoras de ESBL, com espécies definidas através da Identificacdo do Vitek®2
L0001 ] o= Tt PP P PP PROPPRURPRI 45

Tabela 6 - Distribuicdo dos Genes Codificantes de ESBL, isolados e em combinagdo, por espécie
([0 LS L o= Vo - OSSOSO PRSPPI 52



LISTA DE GRAFICOS

Gréfico 1 - Perfil bacteriano dos pacientes internados em UTI versus advindo dos blocos .................. 41
Grafico 2 - Evolugéo bacteriana comparativa entre 24 e 72h por paciente..........cccoeeevreieneierereniennnnens 42
Gréfico 3- Evolugdo bacteriana comparativa entre 24 e 72h por amostra coletada ............ccoccecvrverieneen. 42
Gréfico 4 - Administracdo empirica dos antimiCrobian0S..........cccccvivieieiieie e 48

Gréfico 5 - Perfil de Sensibilidade aos antimicrobianos (%) testados no painel do Vitek®2 Compact .49
Gréfico 6 - Perfil de Resisténcia (%) aos antimicrobianos testados no painel do Vitek®2 Compact.....50



LISTA DE ABREVIATURAS

HGR: Hospital Geral de Roraima

LACEN/RR: Laboratdrio Central de Satde Publica de Roraima
UTI: Unidade de Terapia Intensiva

ESBL: Beta Lactamase de Espectro Estendido

PCR: Reacdo em Cadeia da Polimerase

CID-10: Cdadigo Internacional de Doencas 10

CIM: Concentracao Inibitoria Minima



SUMARIO

1. APRESENTAGAO. ..o coieceeeee ettt ee ettt n st s st ens s ns st senen s ees s seneens 13
2. PROBLEMA ... .o bbbt bbb bbbt b e e 15
3. OBIETIVOS .ttt b e bt bttt b e bbbt e bt e ete e e enbeenbe e 17
3 L. GER AL bbbt bbb et b b e ntes 17
3.2, ESPECIFICOS: ....ooiieieeetceeee sttt st nenean 17

A JUSTIFICATIVA e et bbb bbb et bt nne e 18
5. REFERENCIAL TEORICO ......coiiiiiieeceeeeeeeeeeetesis st s s s snasses e 19
5.1. A SAUDE BUCAL E AS PARTICULARIDADES DO PACIENTE INTERNADO........... 19
5.2. O PAPEL DO CIRURGIAO-DENTISTA NA UT . ..o.ovimiiririeireieesesrssssessessessen s 20
5.3. OS ANTIMICROBIANOS E OS MECANISMOS DE RESISTENCIA BACTERIANA....22
531, OBIOfIIME OFal ...c.ocoiiiiiic e 22
5.3.2. MeCanisSmMOS de RESISTENCIA. ........ccuiiiiieriiieiiet e 23
5.4. A GENETICA DA RESISTENCIA......oosieieeeteeieteeeteeeeeississessessessessesss st sen s 28
55. PANORAMA BRASILEIRO DA RESISTENCIA ......cooiviieeeeeeceeeseeeeeee s 31

6. METODOLOGIA ...ttt h e e bt b e be e st e e sbeesnneenreebeen 32
6.1, AMOSTRA bbbt bbb bbb e 32
6.2 COLETA DOS DADOS DOS PACIENTES ......oooiiiite e 33
6.3 COLETA DAS AMOSTRAS ..ttt 33
6.3.1 BIOTIHIME Oral.......oiieie s 33
6.3.2 Identificacdo fenotipica e antibiograma para pesquisa de ESBL automatizados . 34

6.4 PESQUISA DOS GENES DE RESISTENCIA .......coiieieeeeeeeee e eeeses s 38
6.4.1 Caracterizac@o molecular das amMOSLIaS..........cccerrieieieisice e 38
6.5 TRATAMENTO DOS DADOS E LEGISLACAO DE REFERENCIA .......c..ccoooveveveiienens 40

7  RESULTADOS E DISCUSSAOQ .....cooiiveeeieieteeteieseee s eee e sessesnesssssesss s ssssss o, 40
8. CONGCLUSOES ..ottt 54
ANEXO 1: Aprovagio do Comité de Etica em PESQUISA ........cc.ccovveevrvcureereeieeeeseeseeseeseesssessennes 63

APENDICE B: Questionario aplicado aos pacientes para coleta de dados biograficos e
resultados das amostras dos participantes da PESQUISA .........ccvreeuirerierereee e 66

APENDICE C: PROTOCOLO BASICO PARA O ATENDIMENTO DO PACIENTE EM
AMBIENTE HOSPITALAR EUTI —HGR ...t 68



13

1. APRESENTACAO

O cuidado com a higiene oral é reconhecido fator de prevencéo as doengas sistémicas.
A microbiota oral é formada por fungos, virus e aproximadamente de 500 a 700 espécies
bacterianas, a maioria associada com a manutencdo da saude bucal do individuo de forma
comensal. O conhecimento das alteracGes anatomo-fisioldgicas da cavidade oral dos pacientes
é responsabilidade do Cirurgido-Dentista, bem como realizar intervengdes efetivas seja do
ponto de vista curativo, seja do preventivo e de promog¢éo da satde global do individuo para a
manutencdo de uma higiene oral satisfatoria.

Dentro de 48 horas de admissdo para Unidade de Terapia Intensiva (UTI), a contagem
total de bactérias vidveis da placa bacteriana oral aumenta e a composicao das bactérias da flora
normal Gram-positivas sofrem alteragdes para cepas predominantemente mais virulentas.

Esses microrganismos possuem variados mecanismos de defesa para os antibidticos
empregados para 0 seu tratamento, entre eles destaca-se a producdo enzimatica de beta-
lactamases de espectro estendido (ESBLs), que degradam antimicrobianos das classes das
penicilinas, cefalosporinas de 12 a 42 geracdo e monobactamicos. A presenca destas espécies
bacterianas impede o uso empirico destes antibidticos no tratamento de pacientes
hospitalizados.

Os primeiros genotipos relacionados a ESBL foram descobertos através de mutagdes
pontuais das enzimas de amplo espectro TEM (devido ao nome da primeira paciente que 0
apresentou Temoniera) e SHV (Sulfidrila Variavel). Os genes TEM e SHV possuem homologia
de 68% entre si e foram identificados em todo o mundo com relatos superiores a 100 mutacdes
que ofereciam resisténcia as cefalosporinas de espectro estendido.

Os genes TEM e SHV, através de sua capacidade de mover-se conjugado a plasmideos,
foram transferidos para espécies patogénicas, ocasionando o surgimento do gendtipo CTX — M,
no século XXI, sendo as mais prevalentes da atualidade. As bactérias que possuem quaisquer
desses trés genes de resisténcia citados ja sdo reconhecidas como um importante causador de
infeccOes hospitalares, e podem ser encontradas colonizando entre 1 e 6% da orofaringe de
individuos sadios, e quando hospitalizados essa proporc¢éo triplica. Acredita-se que metade dos
individuos saudaveis aspira a colonizagdo da orofaringe durante o0 sono normal e essa propor¢do
aumenta nos pacientes com nivel de consciéncia rebaixado, intubacdo endotraqueal e/ou
nasogastrica e que fazem uso de sedativos, pratica recorrente utilizada em Unidades de Terapia

Intensiva.
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No intuito de diminuir ou eliminar as bactérias produtoras de beta-lactamases de
espectro estendido (ESBL) portadoras de genes de resisténcia presentes no biofilme oral e
impedir o seu carreamento para o trato respiratorio inferior, & fundamental a higiene bucal do
paciente internado. Os cuidados de saude bucal incluem higienizacao assistida por profissional
habilitado com a utilizacdo de escovas dentais comuns ou especificas, raspadores de lingua,
cremes dentais, fio dental e enxaguatorios bucais com substancias antimicrobianas tais como a

clorexidina.
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2. PROBLEMA

Nos Ultimos anos, as bactérias orais tém sido implicadas como importantes agentes
patogénicos sistémicos. Esta hipdtese tem sido apoiada particularmente por estudos em
pacientes que recebem tratamento em Unidades de Terapia Intensiva (UTIs), que geralmente se
apresentam com estado geral de saude critico e/ou consciéncia reduzida durante sua internacéo,
logo, a maioria dos pacientes apresenta uma inadequada resposta imunologica, com reducéo na
quantidade e qualidade de saliva, além da perda da limpeza natural da boca, que é promovida
pela mastigagcdo e movimento da lingua (PACE, 2007).

Essa situacdo, em conjunto com o fato de que a higiene bucal nestas condicbes é
frequentemente negligenciada, com consequente colonizacdo bacteriana da cavidade oral, em
biofilmes abrangendo tanto as superficies duras quanto os tecidos moles do sistema
estomatognatico, que devido a sua umidade e temperatura proporcionam um ambiente
adequado para o desenvolvimento de comunidades bacterianas complexas, abrigando uma
microbiota muito diversificada, com mais de 600 espécies de diferentes graus de viruléncia (DE
MORAES, 2013) .

A higiene oral e saude bucal de pacientes doentes em estados criticos, muitas vezes se
deterioram apds a hospitalizacdo. Em individuos adultos sadios a microbiota oral € composta
em maior prevaléncia de cepas de Streptococcus viridans, e ap6s 48-72h de internacdo em
Unidades de Terapia Intensiva. Devido as condi¢des de higiene precarias, pelo estado geral e
de consciéncia do paciente passam a ser aproximadamente 70% de bactérias Gram-negativas,
de alta viruléncia e agressividade e destacam-se as espécies Klebsiella pneumoniae, Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa entre outras. Estudos tem demonstrado que esta combinacdo de
bactérias e depositos de componentes salivares podem formar um reservatorio de patdgenos
respiratrios, tais como K.pneumoniae e P. aeruginosa, que sdo capazes de provocar
pneumonia, abcessos pulmonares e sepse em individuos internados em Unidades de Terapia
Intensiva (AMARAL, 2009).

As infeccOes associadas com bactérias produtoras de beta-lactamase de espectro
estendido que hidrolisam antimicrobianos, estdo relacionadas com numero crescente de
episodios de surtos e infeccGes multirresistentes no ambiente hospitalar, elevando as taxas de
morbimortalidade além do tempo de internagdo do paciente, ocasionando efeitos a salde
publica e ao custo do tratamento dos pacientes infectados, sendo necessario seu constante

monitoramento. Desde a descoberta destes microrganismos em 1980, se tornaram uma das
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principais causas de infeccOes hospitalares, principalmente na Unidade de Terapia Intensiva
(UTI), com a maioria dos produtores de ESBL sendo isolados a partir de pacientes criticos.
Estas degradam os antimicrobianos conhecidos como betalactamicos, que correspondem a uma

classe amplamente empregada no tratamento de infeccdes graves (RIVA, 2008).

Sdo exemplos destes farmacos as cefalosporinas de amplo espectro (ceftazidima,
cefotaxina, cefepima, entre outros), penicilinas e aztreonam, sendo os Carbapenens, farmacos
potentes de ultima geracdo, a escolha para o tratamento em infeccdes relacionas a ESBL.
(CARMO et al., 2012).

Com o passar dos anos e 0 uso progressivo de antimicrobianos betalactamicos, 0s genes
responsaveis por atribuir esta caracteristica enzimética sofreram selecdo de mutagdes que
levaram ao surgimento de diferentes Beta-lactamases, sendo mais comuns as codificadas pelos
genes TEM (Temoniera, nome da paciente em que foi identificado pela primeira vez) e SHV
(Sulfidrila variavel, caracteristica quimica do gene) que possuem grande espectro de atividade,
pois induzem resisténcia a importantes antibioticos de diferentes geragdes (OVERDEVEST et
al., 2011).

Em relacdo aos genes de resisténcia, alta prevaléncia do gene CTX em Klebsiella
pneumoniae ¢ identificada na América do Sul, em torno de 45 a 60%, considerando-se um dos
mais altos niveis em compara¢do com as taxas de outros paises, onde a cada ano, as taxas
diminuem através de organizados programas de monitoramento de resisténcia. O Brasil ndo
considera os dados de resisténcia bacteriana passiveis de notificacdo. (BALI et al., 2010).

O Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) recomenda que testes de triagem
e confirmacdo sejam realizados rotineiramente para Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca
e Escherichia coli, consideradas produtoras classicas da enzima, além de Proteus mirabilis
(CLSI, 2012). Sendo necessaria sua triagem e monitoramento principalmente em Unidades de
Terapia Intensiva.

As infecgBes invasivas associadas & ESBL em UTIs podem estar relacionadas
primariamente a colonizacdo em biofilmes, especialmente os orais. Esta colonizagdo é
considerada um pré-requisito para a infecgdo. Para surtos, monitoramento ou fins de pesquisa,
esta colonizacdo deve ser investigada, pois individuos portadores (colonizados) podem se tornar

transmissores ambientais ou de pessoa para pessoa. (BROLUND et al., 2013).
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3. OBJETIVOS:

3.1. GERAL:

Caracterizar fenotipica e genotipicamente as bactérias produtoras de Beta-lactamases de
espectro estendido em biofilmes orais de pacientes internados nas Unidade de Tratamento

Intensivo do Hospital Geral de Roraima.

3.2. ESPECIFICOS:

= Descrever o perfil epidemioldgico dos pacientes presentes no estudo;

= Caracterizar fenotipicamente as cepas coletadas nos biofilmes orais;

= Identificar os perfis de sensibilidade e resisténcia entre os isolados;

= Pesquisar a presenca dos genes CTX, TEM e SHV nos isolados resistentes;

= Relacionar os genes identificados com as espécies onde foram detectados;

= Gerar protocolos para minimizar a disseminacao de bactérias produtoras de ESBL advindas
do meio bucal, bem como a inser¢do do Cirurgido-Dentista na equipe multidisciplinar das

Unidades de Terapia Intensiva do Hospital Geral de Roraima — HGR.
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4. JUSTIFICATIVA

Ap0s 48 horas do inicio da internacdo, especialmente em pacientes de unidades de
terapia intensiva, a microflora oral sofre alteracdes. Através de diagndstico laboratorial, pode-
se identificar a colonizacdo por microrganismos patogénicos e multirresistentes. Sendo assim,
os cuidados com a saude oral devem ter sua importdncia reconhecida pela equipe
multiprofissional de salde, com a manutenc¢do da higiene oral basica, com emprego de escova
dental, raspadores de lingua e fio dental, além de enxaguatdrios antissépticos (clorexidina
0,12%), minimizando a possibilidade de aspiracdo de bactérias de alta viruléncia e
consequentemente reduzindo o risco de pneumonia e a possibilidade de evolucao a sepse nestes
pacientes.

No Estado de Roraima, ndo existem dados acerca do perfil microbiologico das espécies
gue acometem a microbiota oral dos pacientes nas UTIs. De acordo com Brandéo et al., (2014),
0 nimero de amostras de secre¢des traqueais positivas advindas dos internados nas UTIs do
Hospital Geral - HGR aumentam a cada dia, com resultados relevantes quanto a resisténcia
microbiana frente aos antibidticos de ultima geracdo disponiveis, 0 que gera hipotese de
possivel carreamento de microrganismos patogénicos da microbiota oral para o trato
respiratorio inferior; sendo necessario um estudo das possiveis causas dessas disseminacdes. O
biofilme oral e os cuidados dispensados aos pacientes podem ser considerados importantes
fontes de avaliacéo.

A implementacdo de um protocolo de cuidados odontologicos frente ao risco do
paciente desenvolver pneumonia nosocomial, adquirida dentro da UTI por aspiracdo dos
patégenos da mucosa oral, € de suma importancia para a manutencdo da salde destes pacientes,
diminuir comorbidades, os custos do tratamento e da manutengdo deste paciente em uma

Unidade de Terapia Intensiva.
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5. REFERENCIAL TEORICO

5.1. A SAUDE BUCAL E AS PARTICULARIDADES DO PACIENTE INTERNADO

A precaria saude bucal é um relevante fator de risco para diversas complicacdes,
inclusive, infecciosas, devido a um desequilibrio entre o sistema imunolégico do individuo e a
viruléncia microbiana. A lingua saburrosa é uma alteracdo anatémica relativamente comum
formada basicamente por células descamadas, por restos alimentares, fungos, bactérias e
enzimas ativas que participam do processo da digestdo. Esse biofilme extremamente
diversificado de microrganismos precisa ser identificado e removido da cavidade oral através
da higiene oral adequada (SEEMANN, 2001).

As bactérias que colonizam a cavidade oral sdo altamente adaptadas aos Varios
microambientes abrigados na regido da boca e orofaringe, e se fixam através das adesinas
especializadas se direcionando para proteinas salivares e epiteliais. Através de seus glicanos
desenvolveram a capacidade de formar biofilme e utilizar-se tanto das fontes de nutrientes
fornecidas pela dieta quanto das derivadas do hospedeiro, como proteinas e glicanas de
superficie. (BENACHINMARDI, 2018)

Algumas bactérias presentes em patologias periodontais, com elevada taxa de
viruléncia, tais como Staphylococcus aureus ou Pseudomonas aeruginosa, estdo
frequentemente relacionadas as infec¢fes no trato respiratorio inferior do paciente internado
em Unidades de Terapia Intensiva. A aspiracdo direta aos pulmdes e modificacdes do epitélio
da mucosa da orofaringe podem atuar como facilitadores na fixacao destas bactérias (GOMES-
FILHO, 2010).

Como sdo bactérias frequentemente presentes na regido da boca e orofaringe,
desempenham importante papel nas infeccbes mistas com seus mecanismos de defesa e
transmissibilidade genética. Causam patogenicidade quando inibem drogas por mecanismos
intracelulares, transferem genes plasmidiais e disseminam resisténcia, além de liberar enzimas
no organismo neutralizando os farmacos. (ZIJNGE et al., 2010)

Os pacientes internados em UTI, além de antibioticoterapia de amplo espectro
prolongada para tratamento das patologias de base, utilizam-se entre outros farmacos, sedativos,
gue reduzem a consciéncia e consequentemente a capacidade de limpeza natural da saliva,
lingua e bochechas durante a fala e mastigacéo de alimentos fibrosos, acarretando no acumulo
bacteriano (SGRAAS, 2014).
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A pneumonia associada a ventilagdo mecénica - PAVM esta relacionada a alta taxa de
morbidade, permanéncia prolongada em UTI e mortalidade em pacientes que receberam
ventilacdo mecanica. O custo do tratamento de infec¢bes em pacientes internados impde um
encarecimento do atendimento, causa aumentos na demanda terapéutica (gastos com
antibioticos), permanéncia hospitalar e da morbimortalidade. (SANTOS,2013)

A colonizacédo do trato aerodigestivo esta principalmente envolvida na patogénese da
PAVM e representa um motivo importante para a realizacdo de acfes de prevencdo. Cuidados
de higiene bucal, com técnicas de reducdo mecanica de biofilme oral, além de antissépticos ou
antibioticos topicos, sdo reconhecidamente eficazes na reducéo da incidéncia de PAVM na UTI.
(ZJINGE, et al., 2010)

Segundo Santos (2013), o Ministério da Saude classifica esses custos como: custos
diretos (relacionados as despesas do paciente com infeccdo hospitalar); indiretos (resultantes
da morbidade, por exemplo: afastamento, sequela ou mesmo morte); e 0s custos intangiveis
(impossiveis de serem medidos economicamente, por exemplo: distrbios provocados pela dor,
mal-estar, isolamento, angustia e pelo sofrimento experimentado pelo paciente no ambiente
hospitalar). Salienta-se que a admissdo do paciente em UTI suscita questdo social que envolve
todos os familiares proximos ao paciente, gerando impacto também sobre estes que
acompanham o doente, durante o curso de sua estada na Unidade de Terapia Intensiva.

Um dos resultados da utilizacdo de antibidticos de amplo espectro tem sido o surgimento
de patogenos resistentes a estes antibidticos, um fenbmeno que constitui uma ameaca para 0
sucesso do tratamento de doencas infecciosas, além do surgimento de bactérias
multirresistentes (SOUZA, 2012).

5.2. O PAPEL DO CIRURGIAO-DENTISTA NA UTI

A prevencdo da formag&o e amadurecimento do biofilme oral, além do controle de focos
infecciosos é responsabilidade do Cirurgido-Dentista, que enfrenta certa dificuldade em integrar
as equipes multidisciplinares em UTI. A salde bucal do paciente é relevada diante dos
problemas criticos apresentados por este, porém, a influéncia da condig&o bucal na evolugéo do
quadro dos pacientes internados, é fator chave na morbimortalidade que atinge estes pacientes.
(MORAIS, 2010)
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BLUM et al., 2017, em pesquisa de influéncia da odontologia em protocolos de
assisténcia da UT]I, descrevem que a auséncia de um protocolo de assisténcia oral adequado e a
de programas de treinamento estéo correlacionadas com a incapacidade da equipe para resolver
problemas de saude bucal. A presenca do Cirurgido-Dentista na rotina da UTI e a
implementacdo de protocolos institucionais com formacdo adequada do pessoal podem
influenciar positivamente as atitudes da equipe multidisciplinar e por consequéncia no
atendimento aos pacientes internados na unidade.

Em seu trabalho, Vidal et al., 2017 compararam pacientes internados em UTI’s
submetidos a higiene oral (escovacao, clorexidina) e nestes houve uma reducdo da incidéncia
de PAVM e do tempo de permanéncia na UTI, reduzindo o custo de internacdo deste tipo de
paciente.

Atualmente existem 4 servicos de Odontologia habilitados no HGR: Pronto
Atendimento, Cirurgia e Traumatologia Buco-Maxilo-Facial, Oncologia e Odontologia
Hospitalar. Esta ultima, porém, atende aos pacientes internados nas UTIs do hospital de forma
esporadica, através de solicitacdo de pareceres e/ou intervengfes pontuais, motivadas pelos
profissionais que integram as equipes destas unidades.

Como produto desta dissertacdo, desenvolveu-se a proposta de um protocolo basico para
0 atendimento do paciente em ambiente hospitalar, em especial, os internados em UT]Is para ser
implementado nas dependéncias do HGR (Apéndice C).

Apesar do conhecimento dos inumeros beneficios aos pacientes destas unidades, desde
2008 ha um projeto de lei federal (n° 2.776/2008) que estabelece a obrigatoriedade da presenca
de profissionais de odontologia nas Unidades de Terapia Intensiva em tramitagdo no Senado
Federal, e desde entdo, aguarda apreciagéo e sancao para tornar-se lei. No estado de Roraima,
um projeto de lei foi formatado para ser apresentado na camara dos deputados pelo Conselho
Regional de Odontologia — CRO/RR e aguarda apreciacdo daquela casa para tramitacdo, bem
como concomitantemente, na Camara Municipal da cidade de Boa Vista, capital do estado que
concentra mais de 63% da populacao do estado (IBGE, 2010).
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5.3.0S ANTIMICROBIANOS E OS MECANISMOS DE RESISTENCIA
BACTERIANA

5.3.1. O biofilme oral

Os biofilmes orais (figura 1) s&o resultado da agregacao bacteriana firmemente unidas
a uma superficie utilizando a pelicula de saliva através de adesinas especializadas na superficie
celular bacteriana, que reconhecem as proteinas da pelicula via filamentos. Com o
amadurecimento desta placa bacteriana, podem refletir uma transigdo crucial a partir de uma
placa sacarolitica predominantemente Gram-positiva para uma placa proteolitica Gram-
negativa que pode ser o resultado da disponibilidade de nutrientes (por exemplo acucares ou
proteinas dietéticas de saliva e/ou fluido crevicular gengival) e podem exemplificar varias
formas de resisténcia intrinseca, esta ocorre devido a presenca de estruturas ou enzimas
bacterianas sem uma exposicdo prévia a antimicrobianos. O conhecimento da resisténcia
intrinseca das diferentes espécies pela equipe de prescritores ajuda a escolher as melhores
estratégias de tratamento empirico. (LEWIS, 2001;ZJINGE et al., 2010; RICE; BONOMO,
2011)

Figura 1 - Microscopia confocal com laser de varredura de um biofilme com 24 e 72h de

evolugéo
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Legenda: Corte Sagital de microscopia confocal com laser de varredura de um biofilme oral com 24h (a) e 72h
(b) de evolucdo. Evidenciar a diversidade de espécies bacterianas (a) e a modificagdo com emergéncia de
bactérias patogénicas (b)
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Como s&o cercados por um revestimento viscoso de DNA, proteinas e polissacarideos,
este constitui uma barreira a penetracao por antibioticos, reduzindo sua eficéacia, ja que cargas
elétricas na superficie viscosa impedem a entrada de alguns medicamentos antimicrobianos; a
complexa estrutura tridimensional dos biofilmes contém proteinas de transporte para absorcao
de nutrientes e eliminagdo de residuos, que também pode bombear drogas para fora do meio
intracelular bacteriano; devido as camadas sobrepostas de células, as mais profundas dentro de
um biofilme recebem menos oxigénio e menos nutrientes, logo, crescem lentamente e séo,

portanto, menos suscetiveis a acdo de drogas antimicrobianas. (ROBERTS; MULLANY, 2010)

5.3.2. Mecanismos de resisténcia

Para compreender os mecanismos de resisténcia, ¢ importante salientar que Davies;
Davies (2010) classificam os antibidticos com base no seu mecanismo de acdo, do seguinte
modo: Os agentes que inibem a sintese da parede celular bacteriana (penicilinas e
cefalosporinas); os agentes que interferem com a permeabilidade da membrana celular do
microrganismo (agentes antifingicos); os agentes que inibem a sintese de proteinas através das
subunidades ribossomais 30S ou 50S (tetraciclinas, macrolideos e clindamicina); os agentes
que bloqueiam as etapas metabdlicas importantes dos microrganismos (sulfonamidas e
trimetoprim); e finalmente, os agentes que interferem com a sintese de acido nucléico

(metronidazol e quinolonas). (CARMO, 2012)



24

Na Tabela 1 estdo evidenciados os principais antimicrobianos, com respectivos

mecanismo de a¢do dos antibioticos e mecanismos bacterianos de resisténcia.

Tabela 1 — Principais classes de antimicrobianos (continua)

Antimicrobianos

Mecanismo de ac¢do do antibiotico

Mecanismo bacteriano de
resistencia

Beta-lactamicos
Penicilinas
Cefalosporinas

Carbapenémicos

Glicopeptideos
Vancomicina
Teicoplamina

Quinolonas
Fluoroquinolonas
Norfloxacina

Ciprofloxacina
Levofloxacina
Gatifloxacina

Moxifloxacina

Aminoglicosideos
Gentamicina
Tobramicina

Amicacina
Netilmicina
Paramomicina

Espectinomicina

Inibicdo da parece celular bacteriana
através da adesdo as Penicilinas
ligadoras de Proteinas (PBPs)

Inibem os estagios finais de montagem
da parede celular, prevenindo as reacdes
de ligagdo cruzada

Tem como alvos a DNA girase e
topoisomerase IV das bactérias e inibem
a etapa necessaria de superenrolamento

do material genético

Tem como alvo a subunidade ribossomal
30s e se ligam & ela para causar leitura
errada do codigo genético que resulta na
inibicdo da sintese de proteinas

Destruicdo enzimatica do anel beta-
lactamico

Modificacdo do Alvo (PBP)

Acumulacdo intracelular reduzida
(transporte ativo do ATB)

Modificacdo do alvo (PBP)

Producdo de falsos alvos

Modificagdo de alvo

Acumulacéo intracelular reduzida
(transporte ativo do ATB)

Modificagdo estrutural do ATB
Modificacdo do alvo

Reducdo da absorcdo do ATB
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Tabela 1 — Principais classes de antimicrobianos (concluséo)

Mecanismo bacteriano de

Antimicrobianos Mecanismo de ag¢éo do antibidtico . .
resistencia
Macrolideos
Eritromicina . . x 5
Tem como alvo a subunidade ribossomal ~Reducao da absorgao rntracelular do
Claritromicina 50s e se ligam & ela para inibir a ATB
translocacdo e o processo de formacgéo e
Azitromicina da transpeptidase, que resulta na Modificagdo do alvo

. inibicdo da sintese de proteinas
Mutilins ¢ g

Retapamutilin

Oxazolidinonas

Exerce sua atividade por inibi¢do da Raros relatos de resisténcia por
Linezolida sintese protéica mutagéo do gene ribossomal 23S
Polipetideos Retiram calcio e magnésio da membrana

externa ocasionando dano estrutural e
falha na permeabilidade celular levando
Polimixina B a morte da célula.

Colistina (Polimixina E) Modificagao do alvo

Tem como alvo a subunidade ribossomal ~ Acumulagdo intracelular reduzida
30s e se ligam & ela para prevenir o (transporte ativo do ATB)
Tetraciclinas acoplamento do RNAt ao RNA do
Complexo Ribossomal, inibindo a
sintese de proteinas

Modificacdo do alvo

Sulfonamidas Tem como alvo as diidropteroato
sintetase (DHPS) prevenindo a adigédo de
acido para-aminobenzéico (PABA),
inibindo a sintese de acido folico

Modificagdo do alvo
Sulfametoxazol

Tem como alvo a subunidade ribossomal

Cloranfenicol s . .
50s, inibindo a sintese protéica

Interagem com a subunidade beta da Modificacao do alvo
Rifampicinas RNA-polimerase bacteriana bloqueando
a sintese do RNA

Fonte: Adaptado de Davies; Davies (2010).
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Estes farmacos agem na inibicdo da enzima transpeptidase, cuja atividade leva a
formacdo de ligacOes cruzadas entre as cadeias peptidicas da estrutura peptideoglicana que
confere resisténcia a parede celular, impedindo a formacédo integral desta. Os principais
mecanismos relacionados a resisténcia bacteriana que estdo relacionados a presenca das
enzimas beta-lactamases aos antibioticos desta classe (penicilinas, cefalosporinas e
monobactans), sdo a clivagem do anel beta-lactdmico; o mecanismo de alteracdo de sitio de
acao e a bomba de efluxo, que carrea o farmaco para fora da célula bacteriana, tornando-a sem
atividade biolégica.(MEYER; PICCOLLI, 2011; THENMOZHI et al., 2014)

A hidrdlise do anel beta-lactamico central dos antimicrobianos pertencentes a este grupo
(Figura 2) ocorre através da enzima hidrolitica beta-lactamase, que ao clivar o anel, confere o
primeiro mecanismo de resisténcia bacteriana aos antimicrobianos beta-lactdmicos. A
separacdo em duas partes leva a formacdo de um complexo &cido inerte, desprovido de
atividade bioldgica funcional. As bactérias produtoras de beta-lactamases de espectro estendido
também apresentam resisténcia as outras drogas ndo beta-lactdmicas (aminoglicosideos,
quinolonas, cloranfenicois), o que causa um verdadeiro dilema no que diz respeito a terapéutica
a ser utilizada em infec¢des relacionadas as ESBLs (AHMED et al., 2013; MEYER, 2011;
RIVA et al., 2008).

Figura 2 — Hidrdlise do anel Betalactamico
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Fonte: ZARFEL et al., (2013).

O método original de categorizacdo destas enzimas, baseia-se na Classificacdo de
Ambler, que organiza estas em 4 classes (A, B, C e D) baseado na estrutura molecular
(DHILLON, 2011). A maioria das ESBL pertencem a classe A, sendo caracterizada pela adi¢cao
do aminoacido serina no local ativo da enzima, uma massa molecular de aproximadamente
29.000 Daltons, e a hidrolise preferencial de penicilinas. Esta classe inclui enzimas tais como

TEM-1, SHV-1, e a penicilinase encontrada em S. aureus.



27

Atualmente, cerca de 300 genes de ESBL foram descritos, todos codificantes de beta-
lactamases dos grupos A e D de Ambler e agrupados em diferentes familias de genes de ESBL
(ZARFEL et al., 2013).

Um outro sistema de classificacdo foi concebido por Bush e Jacoby (2010), que utiliza
as propriedades bioquimicas da enzima mais a estrutura molecular e a sequéncia de

nucleotideos dos genes relacionados e os classifica em grupos funcionais (Tabela 2).

Tabela 2 — Classificacdo das enzimas de Beta-lactamases de acordo com 0 gene e grupo
funcional (continua)

Familia Grupo ou subgrupo  Numero Enzimas representativas
Enzimatica funcional de
enzimas
CMY 1, le 50 CMY-1a CMY-50
2b, 2be, 2br, 2ber 172
2b 12 TEM-1, TEM-2, TEM-13
2be 79 TEM-3, TEM-10, TEM-26
TEM
TEM-30 (IRT-2), TEM-31 (IRT-1), TEM-
2br 36
163
2ber 9 TEM-50 (CMT-1), TEM-158 (CMT-9)
SME 2f 3 SME-1, SME-2, SME-3
2b, 2be, 2br 127
SHV 2b 30 SHV-1, SHV-11, SHV-89
2be 37 SHV-2, SHV-3, SHV-115

2br 5 SHV-10, SHV-72
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Tabela 2 — Classificacdo das enzimas de Beta-lactamases de acordo com 0 gene e grupo
funcional (conclusao)

Familia Grupo ou subgrupo  Numero Enzimas representativas
Enzimatica funcional de
enzimas
CTXM obe 90 CTX-M-1, CTX-M-44 (Toho-1) a CTX-
M-92
PER 2be 5 PER-1 a PER-5
VEB 2be 7 VEB-1 a VEB-7
GES 2f 15 GES-2 a GES-7 (IBC-1) a GES-15
KPC 2f 9 KPC-2 a KPC-10
OXA 2d, 2de, 2df 158
2d 5 OXA-1, OXA-2, OXA-10
2de 9 OXA-11, OXA-14, OXA-15
2df 48 OXA-23 (ARI-1), OXA-51, OXA-58
IMP 3 26 IMP-1 a IMP-26
VIM 3 23 VIM-1aVIM-23
IND 3 8 IND-1, IND-2, IND-2a, IND-3 a IND-7

Fonte: adaptado de Bush; Jacoby (2010)

5.4. A GENETICA DA RESISTENCIA

Até o inicio do século XX, a maioria dos relatos da presenca de ESBL eram decorrentes
das mutacdes localizadas nos genes das enzimas TEM e SHV e eram descritos como infecc¢des

cruzadas em pacientes hospitalares (LEISTNER et al., 2013). Compartilham 68% das
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sequéncias de aminoéacidos em homologia, sendo penicilinases e cefalosporinases usualmente
encontradas em plasmideos ou transposons, porém apresentam atividade insignificante contra
0s antimicrobianos cefotaxima, ceftazidima, ceftriaxona ou aztreonam. (BRADFORD, 2001).

Nos ultimos 15 anos, os genes TEM e SHV tem sido substituidos em predominancia
pelos genes CTX-M e deixaram de ser exclusivamente hospitalares e passaram a ser
encontrados também em infec¢cdes comunitérias. (LIVERMORE et al., 2012; OVERDEVEST
etal., 2011; PATTARACHAI et al., 2008).

As enzimas CTX sdo caracterizadas pela hidrolise seletiva de cefotaxima em vez de
ceftazidima, embora alguns tipos de CTX-M), como o CTX-M-15, podem hidrolisar a
ceftazidima. (FOURNIER et al., 2013; PARTRIDGE, S.R, 2015; SILVA et al., 2014).

Descoberta quase que simultaneamente na América do Sul e Europa no ano de 1989,
atingiu o apice sobre outras enzimas no ano 2000. Devido ao uso indiscriminado de
antimicrobianos, diversas mutac6es pontuais foram intensificadas, ocasionando o surgimento
de pelo menos cinco gendtipos diferenciados entre si pelas suas sequéncias de aminoacidos:
CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9, CTX-M-25. (FOURNIER et al., 2013,
PARTRIDGE, S.R, 2015). As mais de 130 enzimas CTX, apresentam a identidade de cerca de
40% com as enzimas TEM e SHV (figura 3) e excetuando-se a variante CTX-M-15m
geralmente ndo hidrolisam a ceftazidima (CHAVES et al., 2001) .
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Figura 3 — Arvore filogenética com perfis conhecidos de substratos de betalactdmicos e

resisténcia contra inibidores.
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Fonte: Adaptado de Brandt, et al., (2017)

Legenda: Os genes SHV e TEM (circulo laranja) compartilham aproximadamente 68% de seu contetido
genético, j& CTX-M (circulo azul) ndo tem relagdo direta com estes fenétipos

Muitos dos genes de resisténcia a antimicrobianos séo transportados em plasmideos,
transposons ou integrons (NORMAN et al., 2009). Esta transferéncia pode ocorrer através de
trés mecanismos principais: transformacdo, transdugdo ou conjugacdo. A transformagdo
envolve a captacdo de pequenos fragmentos de DNA dispersos e que sdo incorporados ao DNA
bacteriano, essas bactérias ficam geneticamente modificadas e sdo chamadas transformadas. A
transducdo envolve a transferéncia do DNA de uma bactéria para outra por meio de virus
bacteridfagos. A conjugacdo envolve a transferéncia de DNA via pilus sexual e requer contato

célula-célula. Genes que contém fragmentos de DNA de doadores resistentes a antimicrobianos
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podem fazer bactérias anteriormente sensiveis a determinados farmacos, expressar resisténcia
codificada por esses genes recém-adquiridos (VAIDYA et al., 2011).
A transferéncia horizontal do gene, ou o processo de troca de material genético entre

cepas, € um mecanismo pelo qual a resisténcia pode ser adquirida (NORMAN et al., 2009).

5.5. PANORAMA BRASILEIRO DA RESISTENCIA

No Brasil, ainda ndo existem programas de monitoramento relativos a distribuicao de
ESBL para o controle da resisténcia antimicrobiana e analise da frequéncia destas enzimas em
cada Estado. O Mapa de resisténcia a ESBL no Brasil apresenta vérias lacunas em diferentes
Estados, demonstrando a insuficiéncia dos dados em varias regides, principalmente na regido
Norte (Figura 4).

O diagndstico clinico de ESBL em Roraima é baseado em resultados liberados por testes
fenotipicos, estes sdo considerados apenas como presuntivos para a presenca de ESBL. A
identificacdo dos genes de resisténcia e os subtipos relacionados sdo fundamentais para

determinar o perfil das beta-lactamases prevalentes no Estado.

Figura 4 — Distribuicdo de ESBL em Enterobacteriaceae no Brasil
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Fonte: Adaptado de SILVA; LINCOPAN, 2012, atualizado com BRANDAO, 2017

Para o tratamento de infeccBes relacionadas as bactérias produtoras de ESBL,
recomenda-se 0 uso de antimicrobianos carbapenémicos. Esta pratica gera controvérsias e
varios autores descrevem que outros farmacos com eficacia similar também podem ser

administrados. Uma pratica simples de controle e prevencdo a infecgdo cruzada por estas
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bactérias no ambiente hospitalar seria a adogdo efetiva da higiene das maos antes e ap6s o
contato com o paciente. (NORDBERG et al., 2013; CHANDRAMOHAN; REVELL, 2012)

6. METODOLOGIA

6.1. AMOSTRA

Este estudo de coorte € de natureza observacional, prospectivo e experimental. Os dados
foram coletados dos prontuarios e pacientes internados nas duas UTI’s do Hospital Geral de
Roraima com capacidade de atendimento de 10 leitos cada uma, e com taxa média de
atendimento estimada em 500 pacientes/ano, referéncia para o atendimento de urgéncia de
média e alta complexidade no estado e retaguarda para o tratamento de elevada complexidade
no Sistema Unico de Satde — SUS, os pacientes foram alocados no estudo a medida de sua
admissdo, diretamente a UTI ou advindas dos blocos (terminologia utilizada nesta unidade de
saude, compativel com enfermarias) no periodo compreendido entre os meses de fevereiro e
marco de 2017.

Figura 5 - Unidades de Terapia Intensiva do Hospital Geral de Roraima

Legenda: Pacientes em UTI no HGR A) Intubado com profissional iniciando fisioterapia respiratdria; B)
Assepsia do paciente no leito em paciente com restricdo de contato (placa amarela no leito); e C) Paciente
apos procedimentos de higiene.

Os participantes do estudo (sujeitos da pesquisa) foram pacientes criticos hospitalizados
nas UTIs do HGR, independentemente do género, etnia, com idade superior a 18 anos com
nivel de consciéncia reduzido ou inconscientes, impossibilitados do auto-cuidado, com
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respiracdo mecanica (intubagéo orotraqueal) e sem comprometimento da abertura bucal. Foram
coletadas 116 amostras, de 51 pacientes. Nao foram alocados no estudo o0s pacientes cujos
responsaveis nao concordaram com sua participacdo e/ou ndo assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE (Apéndice A).

Para verificar se houve alteracdo do perfil microbiano, o estudo foi realizado em dois
momentos, com um intervalo de 72h entre as coletas, e para protecdo a confidencialidade, os
dados obtidos dos prontuarios e questionario, analise laboratorial, diagnosticos e analise do
material genético bacteriano além da imagem dos participantes da pesquisa foram utilizados
como proposto no projeto de pesquisa proposto para analise no Comité de Etica em Pesquisa
e obtendo a aprovacdo do registro sob o nimero 58466116.2.0000.5302 (Anexo 1).

6.2 COLETA DOS DADOS DOS PACIENTES

Através do preenchimento pelo autor da ficha de estudo (Apéndice B) com as
informacBes contidas nos prontuérios dos pacientes, as seguintes variaveis foram avaliadas:
caracteristicas socio-demograficas: idade e sexo; varidveis clinicas como: tempo de
permanéncia na UTI; diagndstico médico principal (conforme a CID-10), motivo de internacéo
na UTI, co-morbidades, presenca de dispositivos invasivos (tubo endotraqueal, cateter venoso
central, sonda vesical de demora, gastrica, enteral, drenos), uso de antimicrobianos ou

imunossupressores durante a internacéo e resultados prévio de culturas microbioldgicas.

6.3 COLETA DAS AMOSTRAS

6.3.1 Biofilme oral

As coletas de biofilme oral foram realizadas em pacientes das duas UTIs do Hospital
Geral de Roraima em duas etapas: a primeira em até 24 horas da admissao do paciente na UTI
para identificacdo das bactérias iniciais a entrada deste. A segunda coleta foi realizada 72 horas
apos o inicio do periodo de internacéo para a verificacdo de possivel colonizacdo via ambiente
hospitalar.

O procedimento da coleta foi realizado somente pelo autor, através do raspado do
biofilme lingual com swab estéril, maledvel e descartavel, e incubadas em meio de transporte
Stuart Gel sem carvéo (Transystem™ ) com identificagdo nominal dos pacientes. Todos os Kits

de coleta sdo embalados individualmente para impedir qualquer tipo de contaminagé&o.
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Os tubos foram enviados ao LACEN/RR — Laboratorio Central de Saide Publica do

estado de Roraima, em caixa térmica, e preenchido os dados de identificacdo do paciente.

Figura 6 - Material para coleta e transporte das amostras até o primeiro processamento
(LACEN/RR)

6.3.2 ldentificacdo fenotipica e antibiograma para pesquisa de ESBL
automatizados

A cultura bacteriana para a determinacao do género e espécie e prova de sensibilidade
aos antimicrobianos foram desenvolvidas de acordo com o protocolo da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2007). Os testes de triagem e confirmacdo de ESBL seguiram
metodologia proposta pelo CLSI no documento M100-S22 (CLSI, 2012) e os procedimentos

de identificacdo e antibiograma foram realizados em colaboracdo com o LACEN/RR.

Todas as amostras foram semeadas em agar McConkey, seletivo para o crescimento de
espécies Gram-negativas, alvo do estudo, e incubadas por 24h a 37°C em aerobiose. As coldnias
positivas foram preparadas em uma suspensao bacteriana por meio de diluigdes em 2,8 ml de
solucéo salina estéril a 4,5%, e entdo comparadas a escala de McFarland (0,5) com turbidimetro,
a qual mede o grau de turbidez da solucdo, entdo inoculada em cartelas GNI (Gram negative

identification) contendo testes bioquimicos fluorescentes, incluindo testes enzimaticos e de
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fermentacdo (FUNKE et al., 1998). Os cartdes possuem po¢os com um substrato de teste
individual que medem varias atividades metabolicas, como acidificacdo, alcalinizacéo,

hidrolise enzimaética e crescimento na presenca de substancias inibitorias (PINCUS, 2006).

Figura 7 -Agar McConkey para semeadura e selecio de bactérias Gram-negativas.

Na cartela GNI (Biomeriéux) ha possibilidade de identificacdo de 143 microsganismos,
69 enterobactérias e 74 ndo-enterobactérias, através de 47 testes bioquimicos e um controle
negativo: Ala-Fe-Pro Arilamidase, Adonitol, L-Pirrolidonil-Arilamidase, L-Arabitol, D-
Celobiose, Beta-galactosidase, Producdo de H2S, Beta-N-acetil-glucosaminidase, Glutamil
Arilamidase pNA, D-Glucose, Gama-glutamil-transferase, Fermentagdo/glucose, 36 Beta-
Glucosidase, D-Maltose, D-Manitol, D-Manose, Beta-Xilosidase, Beta-Alanina arilamidase
pNA, L-Prolina Arilamidase, Lipase, Palatinose, Tirosina Arilamidase, Urease, D-Sorbitol,
Sacarose, D-Tagatose, D-Trealose, Citrato (Sédio), Malonato, 5- ceto-D-Gluconato,
Alcalinizagdo L-Lactato, Alfa-Glucosidase, Alcalinizagdo Succinato, Beta-N-Acetil-
Galactosaminidase, Alfa-Galactosidase, Fosfatase, Assimilacdo Glicina Arilamidase, Ornitina

Descarboxilase, Lisina Descarboxilase, Assimilagdo L-Histidina, Cumarato, Beta-
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Glucoronidase, Resisténcia O/129, Glu-GliArg-Arilamidase, Assimilacdo L-Malato, ELLMAN
e Assimilagéo L-Lactato (PINCUS, 2006).

Figura 8 - Cartela de Identificacio de Gram-negativos (GNI) do Sistema Vitek® 2 Compact
(BioMérieux)
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Paralelamente ao teste de identificacdo, o antibiograma foi preparado com um inéculo
bacteriano de menor densidade a partir da diluicdo padronizada utilizada para identificacdo, em
tubo separado deste e inoculado em cartdes contendo pogos com concentracdes especificas de
antimicrobianos liofilizados, sendo estes as penicilinas (amoxicilina), penicilinas associadas a
inibidores de beta-lactamase (amoxicilina com clavulanato, sulbactam e tazobactam),
cefalosporinas (cefuroxima, cefoxitina, ceftazidima, ceftriaxona e cefepima), carbapenémicos
(ertapenem e imipenem, meropenem), aminoglicosideos (amicacina e gentamicina), quinolonas

(ciprofloxacina), glicilciclinas (tigeciclina) e polimixinas (colistina).

Os tubos sdo dispostos em um cassete em conjunto com as cartelas de identificacéo e
antibiograma e inseridos no aparelho VITEK®2 Compact, que utiliza uma camara a vacuo
integrada, que aspira o preparado bacteriano para as cartelas e logo em seguida sdo seladas, e
entdo sdo incubadas a 35,5 + 1,0°C sob niveis adequados de oxigenagdo, mantidos pelo proprio

equipamento por até 18 horas.
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Figura 9 - Sistema Vitek® 2 (BioMérieux)

Os resultados sdo obtidos por meio de avaliagdes das atividades metabdlicas desses
microrganismos em interacdes com diversos substratos, sendo lido pelo método de turvacéao e
colorimetria através de um sistema 6tico utilizando trés comprimentos de onda diferentes a cada

15 minutos e entdo comparados a um extenso banco de dados do VITEK®.

Esses bancos de dados sdo constituidos por um grande conjunto de informacdes
provenientes de microrganismos bem caracterizados e testados em varias condi¢des de cultura,
ao qual apresentara a CIM (concentracdo inibitéria minima) de cada farmaco, categorizando as
cepas de acordo com os resultados de CIM em sensiveis, intermediarias ou resistentes.

As amostras com resultados de identificacdo fenotipica de Gram-negativos foram
selecionadas para analise do antibiograma com perfil de resisténcia aos antimicrobianos
testados, e das cepas resistentes a classe de penicilinas e cefalosporinas (perfil de produtoras de
ESBL), foram realizadas aliquotas em microtubos tipo Eppendorf de 1,5 ml e mantidos em

freezer a -80°C até 0 momento do processamento.
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6.4 PESQUISA DOS GENES DE RESISTENCIA

6.4.1 Caracterizacdo molecular das amostras

A extracdo do DNA seguiu metodologia de choque térmico, desenvolvida por Chapman

et. al., (2001), apresentando algumas modificacdes propostas por Brandao et al., (2017).

As coldnias positivas para producdo de ESBL previamente isoladas em agar McConkey
foram inoculadas em 5 ml de caldo Luria a 35°C por 18 horas. Depois de centrifugado a 6.000
RPM por 10 minutos, o sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspendido em 400ul de
agua ultrapura e aquecido a temperatura de fervura (100°C) por 10 minutos. Os tubos foram
imediatamente congelados a -20°C e descongelados posteriormente a necessidade, para 0 uso

na técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase — PCR.

As amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose a 0,8% para

determinacdo da quantidade do DNA extraido.

A amplificacdo de blaSHV, blaCTX-M, blaTEM por PCR foi realizada utilizando-se
os iniciadores descritos previamente por Ferreira et al., (2011) e metodologia modificada por
Branddo et al., (2017), utilizando-se termociclador ProFlex™ PCR System (Applied
Biosystems). A técnica foi realizada no Laboratério de Biologia Molecular do Centro de Estudos
da Biodiversidade da Universidade Federal de Roraima - LaBMol/CBio/UFRR.

Para reacdo de PCR os seguintes volumes de reagentes foram utilizados por amostra:
0,5 pl/microtubo dNTPs a 25 pM, 0,5 pl/microtubo dos iniciadores CTX-M-F/TEM-F/SHV-F
a 25 uM e 0,5 pl/microtubo do iniciador CTX-M-R/TEM-R/SHV-R a 25 uM, 2,5 ul/microtubo
tampdo a 10x, 0,75 ul/microtubo cloreto de magnésio (MgCl.) a 25 uM, 0,5 pl/microtubo Taq
DNA polimerase (ThermoScientifics), 1 pl/microtubo de amostra e agua ultra pura livre de
nucleases suficiente para 25 pl/microtubo de volume final para a reagdo. Os oligonucleotideos
iniciadores com seus respectivos pesos moleculares utilizados e a técnica de PCR empregada

para a deteccdo dos genes de resisténcia estdo listados na tabela 3.
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Tabela 3 — Oligonucleotideos iniciadores utilizados para a pesquisa de genes de
resisténcia e seu peso molecular e condi¢des do PCR para sua amplificacdo

Condic¢oes do PCR Produto

Gene Iniciadores (5°-3’) (o)
P

1 ciclo de 7min. a 94°C

50seg a 94°C;
F ATGTGCAGYACCAGTAARGT .
BlaCTX-M 35 ciclos 1 40seg a 50°C; 593
R CTGACAGTTACCAATGCTTA

1min a 72°C;
1 ciclo de 5min a 72°C
F ATGAGTATTCAACATTTCCG 1 ciclo de 5min. a 96°C
BlaTEM 867
R CTGACAGTTACCAATGCTTA Imin a 96°C;

35ciclos { 1min a 60°C;
F GGTTATGCGTTATATTCGCC
BlaSHV Imin a 72°C; 867
R TTAGCGTTGCCAGTGCTC
1 ciclo de 10min a 72°C

Fonte: Ferreira et al., (2011); Brand&o, (2017). F= Foward (Senso) R= Reverse (Anti-Senso).

Os produtos amplificados foram entdo submetidos a reacdo de eletroforese em gel de
agarose (SERVA) em concentracdo de 1,5% do volume do tampéo TBE (Tris Borato de EDTA)
a 0,5x. Apos a total polimerizacdo do gel foram utilizados 5 pl do produto da PCR e
homogeneizados com 2 pl de azul de bromofenol a uma concentracdo de 10% e utilizamos
como corante para visualizacdo 10% do total dos volumes (0,7 ul) a ser aplicado no gel do
corante fluorescente de alta sensibilidade Blue Green Loading Dye (LGC) e posteriormente
submetidas ao campo elétrico por 30 minutos a 100 V. Para a analise do tamanho do produtos
amplificados, foi utilizado um marcador de peso molecular de 100pb (Ludwig Biotecnologia).
Apbs o término da reacdo, o gel foi visualizado no transiluminador (DNR MiniBis Pro) para a

verificacdo da presenca dos produtos de PCR obtidos e fotodocumentagéo das imagens.

Como controles positivos para analise foram utilizadas cepas previamente identificadas
para os 3 genes (blaTEM, blaSHV blaCTX-M) da American Type Culture Colection (ATCC).
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6.5 TRATAMENTO DOS DADOS

Os resultados obtidos foram submetidos aos testes estatisticos de hipdteses Qui-
Quadrado de independéncia e Risco Relativo utilizando-se o programa BioEstat versédo 5.3
(AYRES et. al, 2007). A utilizag&o do presente teste objetiva verificar se as distribuicdes de
duas ou mais amostras ndo relacionadas diferem significativamente em relacdo a determinada

variavel. O nivel de significancia adotado foi p<0.05 (95% de confianca).

7 RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1 DADOS BIOGRAFICOS E EVOLUCAO BACTERIANA NAS COLETAS DE 24 e
72 HORAS

Neste estudo, todos os responsaveis legais aos quais foram abordados aceitaram serem
alocados, e com 100% de participacdo, foram obtidas 116 amostras através de 102 coletas, de
51 pacientes internados nas UTIs 1 e 2 do Hospital Geral de Roraima — HGR, no periodo de
fevereiro e marco de 2017. Quanto ao género dos pacientes, 53% pertenciam ao sexo feminino
e 47% ao sexo masculino.

Quanto a localizacdo dos pacientes, 69% estavam na UTI 1 e 31% na UTI 2. Esta
diferenca em numero de pacientes coletados explica-se devido a UTI 1 ter apresentado maior
rotatividade de internacGes no periodo de coleta.

Analisados 0os motivos de internacdo através dos prontudrios, verificou-se que os pacientes
foram admitidos devido a pds operatorios (35,3%), seguidos de trauma (15,7%), neurologico
(13,7%), cardiovascular (7,8%), sepse (5,9%), renal (2%), outros (7,8%), e 11,8% dos pacientes
ndo constavam ao momento das duas coletas com estes dados preenchidos nos prontuarios
(n=51, ¥?=29.784, p=0.0001).

Dos pacientes avaliados, seis (11,75%) vieram a obito, dois (3,93%) por causas externas

(PAF e sindrome HELLP) e quatro (7,85%) por complicagdes no quadro geral do paciente.
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Ao analisar a proveniéncia dos pacientes, 19,6% destes obtiveram internacdes diretas
na UTI e 80,4% foram provenientes dos blocos (enfermarias). Dados estes que suscitam a
hipdtese de os pacientes ja apresentarem infeccdes iniciadas em ambiente hospitalar diferente
da Unidade de Terapia Intensiva.

A afirmacdo anterior pode ser percebida através da comparacdo da frequéncia bacteriana
entre 0s pacientes internados diretamente na UTI e aqueles provenientes dos blocos
(enfermarias). A coleta inicial em 24 horas versus coleta em 72 horas a entrada na UTI
demonstrou evolucao de 69,6% para 75,7% em pacientes que ja apresentavam internacao prévia
no hospital e reducédo de 30,4% para 24,3% entre os primariamente na unidade intensiva.

A andlise do perfil minimo encontrado (30,4%) com a maior deteccdo (75,7%)
representa um aumento em mais de 149% no namero de espécimes bacterianos entre as coletas

de 24 e 72h nestes pacientes, como representado no grafico 1.

Gréfico 1 - Perfil bacteriano dos pacientes internados em UT]I versus advindo dos blocos
(enfermarias)
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Em relacdo a deteccdo de cepas bacterianas e a evolucdo em 24 e 72 horas: Dos 51
pacientes internados nas UTIs, nas primeiras 24h, 22 (43,13%) apresentavam microrganismos
Gram-negativos, e ap6s 72 horas, 0 nimero elevou-se para 37 (84,1%), como demonstrado no

gréfico 2.
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Gréfico 2 - Evolucdo bacteriana comparativa entre 24 e 72h por paciente
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Nesta mesma analise, as amostras coletadas, na primeira coleta (58 amostras), eram
espécies Gram-negativas e Gram-positivas na mesma proporcao, ambas com 50%. Ap6s 72h
ocorreu uma evolugdo, das 58 amostras coletadas, com 87,9% sendo espécies bacterianas

Gram-negativas, como demonstrado no Gréfico 3.

Gréfico 3- Evolucdo bacteriana comparativa entre 24 e 72h por amostra coletada
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A evolugdo em nimero dos espécimes identificados no biofilme nos intervalos entre as
duas coletas, pode ser evidenciado por Douglas et al., (2014), em pesquisa de revisdo sobre as
“chaves” de adaptagdo oral bacteriana. Os autores determinam que a capacidade de utilizar as
fontes de nutrientes fornecidas pela dieta quanto as derivadas do hospedeiro, como proteinas e

glicanos de superficie proporcionam a multiplicacdo destas cepas.
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A transicdo em numero de microrganismos também é explanada por Garrouste-
Orgeas et al., (1997) ao relatar que a colonizacgao bacteriana adquirida durante a internacéo na
UTI (desde a admissdo), independentemente do tipo de cepa, possui tempo medio para

colonizacdo orofaringea de 7 dias, e 30 dias para colonizacao gastrica.

A involucéo dos espécimes Gram-positivos em 72 horas, observada no grafico 3 pode
ser explicada através da pesquisa de Pereira et al., (2012), ao referir que os colonizadores
iniciais do biofilme dental constituem uma parte altamente seletiva da microbiota oral,
especialmente S. sanguis, S. oralis e S. mitis, bactérias Gram positivas, que juntas representam
95% do género Streptococcus e 56% da microbiota inicial total. A sucessdo microbiana que
segue é uma consequéncia da alteracdo que os colonizadores iniciais geram no microambiente,
tornando-o suscetivel a colonizadores secundarios. Os autores complementam que isso pode
ser observado em biofilmes ap6s o desenvolvimento de 9 dias. O presente estudo evidenciou
esta alteracdo nas 72 horas entre as coletas.

7.2 ANALISE FENOTIPICA DAS CEPAS

Entre as 116 amostras de cepas isoladas, houve deteccdo de 36 (31,03%) Gram-
positivas, e 80 (68,97%) foram classificadas como Gram-negativas, nas duas UTIs do HGR.

A ocorréncia de espécies Gram-positivas na flora normal pode ser evidenciada no
conceito de biofilmes orais citados por Zjinge et al., (2010) como sistemas tridimensionais de
comunidades bacterianas ligadas as estruturas bucais e modelo para adesdo bacteriana,
desenvolvimento e resisténcia aos antibioticos, devido a sua ampla presenca e acessibilidade na
boca, com a pelicula inicial formada pela saliva e a colonizac¢do por microrganismos aerébios
e Gram-positivos em sua maioria.

Benachinmardi et al., (2018) em estudo da microbiota extraida de periodonto de
pacientes internados, encontrou 26% de bactérias produtoras de ESBL. Os referidos autores
afirmaram a importancia do cuidado aos focos infecciosos que possam estar presentes na
cavidade oral no momento da entrada ou devido a duracdo prolongada da internacéo do paciente
em unidade hospitalar.

Na analise total das espécies bacterianas, as espécies mais prevalentes foram: Klebsiella
pneumoniae (19), seguidas de Pseudomonas aeruginosa (12), Acinetobacter baumannii (12),
Enterobacter cloacae (9), Escherichia coli (5), outras cepas em menor frequéncia, como
demonstrado na tabela 4.



44

Tabela 4 - Identificacdo fenotipica bacteriana nas coletas de 24 e 72h na UTI do HGR.

Microorganismo 1a COLETA 2a TOTAL
(ATE 24H) COLETA
(72H)
N % N % N %
Klebsiella pneumoniae 8 29.63 11 21.15 19 23,75
Pseudomonas aeruginosa 5 18.51 7 13.46 12 15
Acinetobacter baumannii 3 11.11 9 1731 12 15
Enterobacter cloacae 3 11.11 6 1154 9 11,25
Escherichia coli 3 11.11 2 3.85 5 6,25
Burkholderia cepacia 1 3.70 3 5.77 4 5
Citrobacter koseri 1 3.70 2 3.85 3 3,75
Moraxella group 0 0.00 3 5.77 3 3,75
Pantoea agglomerans 1 3.70 0 0.00 1 1,25
Enterobacter aerogenes 1 3.70 1 1.92 2 2,5
Morganela morganii 0 0.00 2 3.85 2 2,5
Sphingomonas paucimobilis 2 7.41 0 0.00 2 2,5
Acinetobacter lwoffii 0 0.00 1 1.92 1 1,25
Serratia liquefaciens 1 3.70 0 0.00 1 1,25
Stenotrophomonas maltophilia 0 0.00 1 1.92 1 1,25
Shigella group 0 0.00 1 1.92 1 1,25
Klebsiella oxytoca 0 0.00 1 1.92 1 1,25
Serratia marcescens 0 0.00 1 1.92 1 1,25
TOTAL 29 100 51 100 80 100

n= 80, x*=27.209, p=0.0003

O padrdo de prevaléncia se repete quando comparadas a primeira e segunda coletas,
com Klebsiella pneumoniae (8/11), seguidas de Pseudomonas aeruginosa (5/7), Acinetobacter
baumannii (3/9), Enterobacter cloacae (3/6), Escherichia coli (3/2).

Padrdo equivalente foi encontrado por Nepomuceno et al., (2014) em pesquisa sobre
pacientes internados em UTI com intubacdo endotraqueal, e justificam que a colonizacdo da
cavidade oral é um importante fator causador de pneumonia associada a ventilagdo mecanica,
pois em pacientes criticos, a microbiota oral € predominantemente ocupada por microrganismos
Gram-negativos.

As cepas de Klebsiella pneumoniae, a maior prevaléncia dentre as identificadas
fenotipicamente, estdo relacionadas as ocorréncias de surtos hospitalares, como os descritos por

Lima, etal., (2014) e Haller, S. et al., (2015), que relatam sua ocorréncia em unidades de Terapia
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Intensiva neonatais no Brasil e na Alemanha, demonstrando a disseminagdo mundial desta
espécie como produtor de ESBL. Lago et al., (2010) em pesquisa de ESBL em um hospital no
sul do Brasil, relatam que além de cepas de E. colie Klebsiella sp, ocorre em toda a
familia Enterobacteriaceae a ampla disseminacao desse mecanismo de resisténcia.

Dentre as 80 cepas identificadas, 60 amostras (75%) foram positivas para o perfil
produtor de ESBL e passaram a pesquisa dos genes de resisténcia atraves da técnica de biologia
molecular de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Dentre as espécies com maior frequéncia
destacaram-se Pseudomonas aeruginosa (12), Acinetobacter baumannii(12), seguidas de
Enterobacter cloacae (9), Klebsiella pneumoniae (6) e outras cepas de menor frequéncia, como
demonstrado na tabela 5.

Tabela 5 -Bactérias produtoras de ESBL, com espécies definidas através da Identificacdo do
Vitek®2 Compact

Microrganismos Cepas ldentificadas %
Fenotipicamente

Pseudomonas aeruginosa 12 20
Acinetobacter baumannii 12 20
Enterobacter cloacae 9 15
Klebsiella pneumoniae 6 10
Burkholderia cepacia 4 6.67

Citrobacter koseri 3 5
Morganela morganii 2 3.33
Enterobacter aerogenes 2 3.33
Escherichia coli 2 3.33
Shigella group 1 1.67
Pantoea agglomerans 1 1.67
Sphingomonas paucimobilis 1 1.67
Acinetobacter lwoffii 1 1.67
Serratia liquefaciens 1 1.67
Stenotrophomonas maltophilia 1 1.67
Moraxella group 1 1.67
Serratia marcescens 1 1.67
TOTAL 60 100

n= 60, x?=14.80, p=0.0113

Interessante ressaltar a modificacdo da prevaléncia fenotipica inicial nas cepas de K.
pneumoniae (tabela 4) entre as bactérias Gram-negativas selecionadas, e frequéncia destas
quando o perfil produtor de ESBL ¢ testado (tabela 5). Inicialmente como a mais frequente,
torna-se o quarto lugar em ocorréncias, indicando a reducdo na deteccdo de 52,6% desta
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espécie. Outras espécies, como P.aeruginosa, A.baumanii e E.cloacae, permaneceram com
100% de sua ocorréncia inicial e apds anélise do perfil de bactérias produtoras de ESBL.

Os fatores de viruléncia em microrganismos que se aderem em biofilme de amostras
clinicas, foi explanada por Gharrah, et al., 2017. Os autores relatam a aderéncia em superficies
é muito significativa nos produtores ESBL em comparagdo com o0s ndo-ESBLs e que as
fimbrias, instrumento de adesdo microbiana, sdo os fatores de viruléncia responsaveis pela
adesdo de K. pneumoniae, aumentando sua capacidade de crescer na comunidade de biofilme.

A deteccdo de cepas ndo pertencentes a familia das enterobactérias, como as frequéncias
de Pseudomonas aeruginosa, Sphingomonas paucimobilis, Stenotrophomonas maltophilia,
Bhurkoldeira cepacia, Moraxella spp e Acinetobacter spp (38,9%) apresenta cepas nao-
enterobactérias, como os Bacilos Gram-negativos nao fermentadores da glicose (BGN), sendo
a causa comum de infec¢Bes nosocomiais.

Os principais patdgenos oportunistas deste grupo compreendem: A.baumannii, B.
cepacia, P. aeruginosa, S. paucimobilis e S. maltophilia. Estes microrganismos aproveitam as
condicdes e doencas subjacentes para causar infec¢do e emergir como patdgenos oportunistas,
apesar de S. paucimobilis ndo ser relatado entre os principais causadores de infeccdes
nosocomiais, é importante a investigacdo ndo so deste como todos os patdgenos pela equipe da
Comissédo e Controle de Infecgdes Hospitalares - CCIH para conhecimento do percentil e papel
de cada bactéria envolvida e/ou detectada em infec¢des nosocomiais, como afirmado por Ryan
e Adley (2010).

Badave e Kulkarni (2015), em seu estudo afirmam a correlacdo entre a espécie de
A.baumanii e a multirresisténcia a antimicrobianos por infec¢do de sitios diversos em ambiente
hospitalar é possivel causa de infec¢do cruzada devido a caracteristicas de sobrevivéncia em
superficies e/ou ambientes hostis por longo periodo. Os autores explanam na mesma pesquisa
que cepas de Acinetobacter aderem-se a biofilmes e possuem excepcional resisténcia
antibidtica.

Entre os isolados, 20% foram identificadas como cepas de P. aeruginosa. Possiveis
medidas de reducdo deste patdgeno no ambiente hospitalar, foram sugeridas pelos estudos
realizados por Galetti (2014), que detectou 5,46% de frequéncia desta espécie em UTI. O autor
relata, que nas unidades testadas em seu estudo, ocorreu efetivo controle e utilizagdo racional
dos antimicrobianos, mediante iniciativa da comissdo de controle de infecgdo hospitalar —
CCIH.

Apesar de baixa, a ocorréncia de B. cepacia em 6,67% dos pacientes deste estudo, este

dado possui relevancia, como proposto por Tseng et al., (2017) que caracterizam a mesma como
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um microrganismo de dificil tratamento por sua resisténcia intrinseca a diversos
antimicrobianos e desinfetantes, além de encontrar em 94,4% dos espécimes estudados diversas
mutacdes especificas no gene regulador da bomba de efluxo, importante mecanismo de
resisténcia bacteriana.

A frequéncia diminuida de B. cepacia pode ser explicada devido a esta ser caracterizada
como uma Pseudomonas até meados de 1992, ocorrendo a err6nea interpretacdo técnica de
considerar estas cepas no lugar de Bhurkolderia, que é conhecido patégeno causador de
“sindrome cepacia” - Quadro séptico em pacientes com fibrose cistica e doenca granulomatosa
cronica pulmonar com evolucéo de bacteremia e 6bito (FEHLBERG et al., 2013; TSENG et
al., 2017).

Como trata-se de uma espécie pertencente a um complexo de 17 bactérias Gram-
negativas nao fermentadoras da glicose encontrada amplamente no meio ambiente, Marconatto
et al., (2017) em seu estudo a correlacionou como fitopatdgeno com 47% de ocorréncia média
em apodrecimento de escamas de cebolas armazenadas para venda na entressafra no vale do
Itajai/SC.

7.3 TERAPEUTICA ANTIMICROBIANA EMPIRICA EM UTI

Quando analisados os farmacos prescritos nos dados dos prontuarios médicos, verificou-
se que a maioria dos pacientes (42,1%) nao estavam submetidos a terapéutica antimicrobiana,
ou realizavam terapéutica incorreta (ndo condizente com perfil de suscetibilidade do
microrganismo posteriormente detectado) (36,8%). Somente em 21,2% dos pacientes 0s
antimicrobianos administrados eram os indicados no painel de sensibilidade disponibilizado
pelo Vitek® (Grafico 4)
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Grafico 4 - Administracdo empirica dos antimicrobianos

211
42.1
B Recebendo tratamento eficaz B Recebendo tratamento ineficaz

Sem terpéutica antimicrobiana

A terapéutica antimicrobiana empirica é recomendada como um tratamento prescrito
baseado no quadro de sinais e sintomas sugestivos de infec¢cdo bacteriana no paciente, onde nao
héa identificacdo prévia do agente etioldgico causador da infeccdo (RAMAN et al., 2015).

A antibioticoterapia empirica da pneumonia adquirida no hospital é predominantemente
com base em uma anélise de tempo (maior ou menor que 5 dias) entre o inicio da admissdo nas
enfermarias do hospital ou na UTI. Baseia-se em observagdes de substituicdo da flora
nasofaringea por bactérias Gram-negativas resistentes intrinsecamente, que podem ter acesso
ao trato respiratorio inferior durante a hospitalizacdo (SOMMERSTEIN, et al., 2018)

Esta modalidade terapéutica € necessaria devido ao quadro grave em que 0 paciente
apresenta, e ndo ha como aguardar o tempo necessario a liberacdo dos exames de identificacdo
(acima de 48h), este por outro lado possui indice de falha elevados, como evidenciados em
nosso estudo (36,8%), pois muitas vezes a resisténcia potencial do microrganismo ndo é
considerada na selecdo de medicamentos iniciais para a terapéutica empirica, esta terapéutica
deve ser revista assim que os dados diagndsticos do paciente forem obtidos, optando-se pela
substituicdo ou associacgdo de farmacos (BOYD; NAILOR, 2011).

A partir dos resultados apresentados de discordancia no tratamento empirico e
crescimento microbiano, pode-se evidenciar como uma das causas da resisténcia a
administracdo empirica inapropriada de antimicrobianos e/ou a sua ndo administracdo no

ambiente hospitalar em questao.
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7.4 SENSIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS

A analise do teste de sensibilidade a antimicrobianos revelou os farmacos Piperacilina
associado ao Tazobactam, Ceftazidima, Cefepime, Imipenem, Meropenem Amicacina
Gentamicina, Ciprofloxacina, Tigecilina e Colistina como mais sensiveis para as bactérias

produtoras de ESBL, o perfil completo de sensibilidade esta apresentado no Gréafico 5.

Grafico 5 - Perfil de Sensibilidade aos antimicrobianos (%) testados no painel do Vitek®2
Compact
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Legenda: AMP: Ampicilina; ASB: Amoxicilina + Sulbactam; PPT: Piperacilina + tazobactam; CRX:
Cefuroxima; CRX AX: Cefuroxima Axetil(oral); CFO: Cefoxitina CAZ: Ceftazidima CRO: Ceftriaxona; CPM:
Cefepime; ETP: Ertapenem; IPM: Imipenem; MER: Meropenem AMI: Amicacina; GEN: Gentamicina; CIP:
Ciprofloxacina; TIG: Tigecilina; COL.: Colistina; AMC: Amoxicilina + Clavulanato; CFL: Cefalotina; NAL.:
Acido Nalidixo; NOR: Norfloxacina NIT: Nitrofurantoina; SUT: Trimetopima + Sulfametoxazol

Em relacdo ao perfil de resisténcia, os antimicrobianos da classe das cefalosporinas
apresentaram indices acima de 90%, o que corresponde ao comportamento hidrolitico da
enzima para esta classe de farmacos. A mesma faixa de frequéncia foi encontrada para
ampicilina, amoxicilina com sulbactam, amoxicilina com clavulanato, cloranfenicol, acido
nalidixico, norfloxacina, nitrofurantoina e sulfatrimetropima. Os farmacos e 0s seus respectivos

valores de resisténcia encontram-se listados no Gréafico 6
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Grafico 6 - Perfil de Resisténcia (%) aos antimicrobianos testados no painel do Vitek®2
Compact
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Legenda: AMP: Ampicilina; ASB: Amoxicilina + Sulbactam; PPT: Piperacilina + tazobactam; CRX:
Cefuroxima; CRX AX: Cefuroxima Axetil(oral); CFO: Cefoxitina CAZ: Ceftazidima CRO: Ceftriaxona; CPM:
Cefepime; ETP: Ertapenem; IPM: Imipenem; MER: Meropenem AMI: Amicacina; GEN: Gentamicina; CIP:
Ciprofloxacina; T1G: Tigecilina; COL: Colistina; AMC: Amoxicilina + Clavulanato; CFL: Cefalotina; NAL:
Acido Nalidixo; NOR: Norfloxacina NIT: Nitrofurantoina; SUT: Trimetopima + Sulfametoxazol

Os antimicrobianos da classe dos carbapenémicos, perfil de sensibilidade mais frequente
nesta pesquisa, sdo considerados por diversos autores, como tratamento mais confiavel para
infeccBes causadas por bactérias produtoras de ESBL e que a emergéncia da resisténcia a esta
classe, é fator de preocupagdo (SALVATORE; RESMAN-TARGOFF, 2015). O baixo indice
de resisténcia aos carbapenémicos detectado neste estudo (média de 24,6%), reforca a adogdo
desta classe de antimicrobiano como primeira escolha no tratamento dos pacientes internados
em UTls

A Colistina, assim como os carbapenémicos, é considerada terapia de escolha em
infecgBes por bactérias multirresistentes, no entanto, Pogue et al., 2015 cita que os isolados
bacterianos tem apresentado Pan-resisténcia, que € definida como a hidrélise dos
antimicrobianos de todas as classes disponiveis (BASAK et al., 2016).

O perfil de sensibilidade para o farmaco piperacilina associada a tazobactam - PPT
(66,7%), que é uma associacdo de antimicrobianos da classe das penicilinas e um inibidor de
belactamase (tazobactam) indica este antimicrobiano como tratamento para 0s pacientes

internados. Ng et al., (2016) em pesquisa de tratamento empirico com PPT, detalha que os
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individuos que receberam a administracdo deste, em um periodo de 30 dias, tiveram menores
indices de infeccfes fungicas e bacterianas. Apesar do conhecimento estabelecido acerca deste,
nenhum dos pacientes durante o periodo analisado, estava utilizando este farmaco durante esta
pesquisa.

Antimicrobianos séo utilizados em associagéo para o tratamento de infec¢des por ESBL.
Como o desenvolvimento de um novo antimicrobiano: Ceftolozano. Cefalosporina de quarta
geracdo que associada ao tazobactam, apresenta 86% de suscetibilidade as pseudomonas e que
obteve registro aprovado pelo FDA em 2014 (Registrado na ANVISA em janeiro de 2018), sob
0 nome de ZERBAXA®, produzido pela Merck® (SADER et al., 2014,).

Em estudo recente, D"Angelo et al., (2016) afirmam que a terapéutica utilizando o
farmaco cefepime, também cefalosporina de quarta geracao, € a alternativa mais recomendada
em associacdo com carbapenémicos, apresentando boa eficicia de tratamento. Em nosso estudo
este farmaco apresentou percentual mediano de sensibilidade (66,7%).

Os antimicrobianos da classe das penicilinas apresentaram indices préximos de 100%
de resisténcia. A mesma faixa de frequéncia (80 a 97%) foi encontrada para cloranfenicol, acido
nalidixico, norfloxacina, nitrofurantoina e sulfatrimetropima.

Fortaleza et al., (2017) afirmam que devido a prevaléncia dos microrganismos
causadores de infecgdes multirresistentes e as altas taxas de resisténcia aos antimicrobianos,
estas infeccdes relacionadas a assisténcia a saude, principalmente em pacientes hospitalizados
em UTlIs deve ser uma prioridade de satde publica nos paises em desenvolvimento, como é o

caso do Brasil, em toda sua singularidade e extensdo geografica.

7.5 ANALISE MOLECULAR DAS AMOSTRAS DE BACTERIAS GRAM-
NEGATIVAS PRODUTORAS DE ESBL

Todos os genes de ESBL propostos nos objetivos deste trabalho obtiveram identificacdo
positiva (Tabela 6). A amplificacdo por PCR evidenciou a presenca destes em isolado e em
combinacéo nas cepas caracterizadas fenotipicamente como produtoras de beta-lactamases. O
gene de maior prevaléncia foi CTX-M, detectado em 14 espécies, representando 85,71% dos
achados, o gene TEM correspondeu a 64,28% e 0 gene SHV em 17,85% (Tabela 6).

Jalilian, et al., 2017 ao avaliar a presenca de Escherichia coli em biofilmes, detectaram
gue em 68,3% das amostras analisadas em seu estudo apresentaram o gene CTX e 46,6% o gene
TEM, enquanto nenhuma amostra contendo o gene SHV foi detectado. Os autores

fundamentam que a capacidade de formar biofilmes desempenha um papel fundamental na
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viruléncia dessas bactérias e que os isolados com a capacidade de formar biofilmes devem ser

rapidamente detectados para auxiliar em apropriadas decisfes terapéuticas.

Tabela 6 - Distribuicdo dos Genes Codificantes de ESBL, isolados e em combinagéo, por

espécie identificada.

Genes
CTX-M
; ; TX-M  TEM TX-M +
Microrganismo N % ; E % c A + ¢ + TEM
(@) TEM SHV SHV +
SHV
Acinetobacter baumannii 5 17.86 1 1
Pseudomonas aeruginosa 5 17.86 2 2
Citrobacter koseri 3 10.71 1 1 1
Enterobacter cloacae 3 10.71 1 2
Escherichia coli 2 7.14 1 1
Burkholderia cepacia 2 7.14 2
Klebsiella pneumoniae 1 3.57 1
Serratia marcescens 1 3.57 1
Shigella group 1 3.57 1
Sphingomonas paucimobilis 1 3.57
Acinetobacter Iwoffii 1 3.57
Enterobacter aerogenes 1 3.57 1
Serratia liquefaciens 1 3.57
Morganela morganii 1 3.57
TOTAL 28 100 12 8 2 3 1 0 2

A anélise individual em um paciente nesta pesquisa, em que ndo havia prescricdo de
terapéutica antimicrobiana, apenas utilizacdo de corticoide (dexametasona), mostrou uma
evolucdo nos genes de resisténcia. Na primeira coleta foi detectada a espécie K.pneumoniae spp
com um gene de resisténcia (CTX-M), ap06s 72h, ocorreu o surgimento de A.baumanii com trés
genes de resisténcia. Da Silva et al., (2017), em pesquisa avaliativa da incidéncia de PAVM
em 190 pacientes de Unidade de Terapia Intensiva estabelecem intima relacdo entre os
microrganismos, ao exercer importante papel em infeccbes multirresistentes em pacientes
imunossuprimidos em UTIs.

A imunossupressdo e sua relagdo com cepas produtoras de ESBL também foram
compreendidas por Laheij et al.,(2012) ao citar que cepas de Pseudomonas spp. podem
representar um importante perigo para a saude, particularmente para pacientes imuno

comprometidos. Por estar associada a varios tipos de infeccéo, incluindo a pneumonia adquirida
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no hospital. Em nosso estudo, a espécie Pseudomonas aeruginosa apresentou a segunda maior
frequencia para os genes de ESBL.

A frequéncia de CTX identificada como mais prevalente nesta pesquisa, torna-se fator
de grande relevancia por serem consideradas como maior grupo de enzimas ESBL adquiridas
na comunidade e em infeccBes nosocomiais em VAarios paises ao redor do mundo
(HAZIROLAN, et al., 2018).

Na avaliacdo de determinantes de resisténcia a antibidticos em biofilmes orais, Kim
et al., (2011), identificaram o gene TEM presente em todas as amostras de sua pesquisa € 0
SHYV apresentou zero deteccdo. Os autores evidenciam que os fatores de resisténcia séo mais
diversificados e abundantes em pacientes com periodontite do que em individuos saudaveis,
sugerindo que ha uma diferenca na distribuicdo de resisténcia antibidtica em biofilmes orais
associados a salde e doenca.

Através da andlise dos referidos autores, pode-se sugerir que 0s pacientes
pertencentes a esta pesquisa, podem ter carreado infeccbes bacterianas anteriores a internacéo
na UTI, com periontopatias ou infeccoes odontogénicas.

Esta afirmacéo é reforcada pelos estudos realizados por Récas e Siqueira, 2013 na
deteccdo de genes de resisténcia a antibidticos em amostras de infec¢Ges endoddnticas agudas
e cronicas. Os resultados destes autores apresentaram todos 0s abscessos positivos para
bactérias produtoras de ESBL. A maior prevaléncia foi para os genes TEM (24% das
deteccdes). O artigo cita este gene como amplamente distribuido entre as amostras de biofilme
periodontal, independentemente do estado da doenca.

A higiene bucal insuficiente, a possibilidade de periodontopatias no paciente de UTI
ou patologias prévias a internagdo, constituem-se fatores de favorecimento de infeccGes por
cepas multirresistentes, que apresentam genes capazes de produzir enzimas que hidrolisam
diversas ou todas as classes de antimicrobianos, como comprovado nesta pesquisa.

O biofilme bucal em pacientes da UTI abriga cepas com resisténcia intrinseca e este
sendo aspirado, pode ser provavel causa das pneumonias nosocomiais. A atuacao do Cirurgido-
Dentista, como fator de prevencéo, diagnostico, manutencdo da higiene oral e tratamento dos
focos infecciosos para obtencdo da salde bucal, em integracdo com a equipe de saude, é

fundamental na promocdao da satde do paciente.



54

8. CONCLUSOES

Com este estudo, foi possivel concluir que quanto ao género dos pacientes, 53%
pertenciam ao sexo feminino e 47% ao sexo masculino, seis (11,75%) vieram a Obito. Quanto
a localizag&o dos pacientes, 69% estavam na UT1 1 sendo admitida nas duas UTIs devido a pos-
operatdrios (35,3%), Quanto a origem, 80,4% foram provenientes dos blocos (enfermarias).

Entre as 116 amostras de cepas, houve 68,97% classificadas como Gram-negativas e
espécies mais prevalentes foram: Klebsiella pneumoniae (23,75%), seguidas de Pseudomonas
aeruginosa (15%), Acinetobacter baumannii (15%), Enterobacter cloacae (11,25%).

Dentre as 80 cepas identificadas, 60 amostras (75%) foram positivas para o perfil
produtor de ESBL. As espécies com maior frequéncia destacaram-se Pseudomonas aeruginosa
(20%), Acinetobacter baumannii(20%), seguidas de Enterobacter cloacae (15%), Klebsiella
pneumoniae (10%) .

A analise do teste de sensibilidade a antimicrobianos revelou os farmacos Meropenem
(83%), Gentamicina (82%), Imipenem (77%), Colistina (75%), Piperacilina associado ao
Tazobactam (73%), Ciprofloxacina (72%), Ceftazidima (60%), Cefepime (60%), Amicacina

(70%) e Tigecilina (58%) como mais sensiveis para as bactérias produtoras de ESBL.

Em relacdo ao perfil de resisténcia, os antimicrobianos Cefalotina (98%),
nitrofurantoina (98%), ampicilina (97%), amoxicilina com clavulanato (97%), cefuroxima
(95%), sulfatrimetropima (95%), acido nalidixico (93%), norfloxacina (90%), e amoxicilina
com sulbactam(80%), apresentaram menor efetividade para tratamento de bactérias produtoras
de ESBL.

A totalidade dos genes ESBL pesquisados obtiveram identificacdo positiva. O gene de
maior prevaléncia foi CTX-M, detectado em 85,71% dos achados, o gene TEM correspondeu
a 64,28% e SHV em 17,85%. Foram detectadas associagdes entre eles, e a maior ocorréncia foi
envolvendo os genes CTX-M e TEM, e a associacdo CTX e SHV ndo apresentou nenhuma
ocorréncia.

As espécies que mais apresentaram os genes foram A.baumanii (17,86%), P.aeruginosa
(17,86%) C.koseri (10,71%), E.cloacae (7,14%) e B.cepacia (7,14%).

E importante salientar situagio ocorrida em um paciente ulizando somente corticoides,
onde este apresentou a espécie K.pneumoniae spp com um gene de resisténcia CTX-M e apds

72h ocorreu o surgimento de A.baumanii com os trés genes de resisténcia pesquisados.
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Para diminuir a colonizacdo do meio oral, desenvolveu-se um protocolo bésico de
higiene oral para os pacientes internados no ambiente hospitalar e UTI do Hospital Geral de

Roraima apresentado como Apéndice C ao final do trabalho.

PRODUTOS GERADQOS

e Atrtigo:

BRANDAO, Marcia Brazdo e Silva, CAPUCHO, Derlano Bentes, AGUIAR, Edimilla Carneiro
da Cunha, ASSIS, Rafael Nascimento de, GRANJA, Fabiana. et al., Isolation of Extended-
Spectrum Beta-Lactamases producing strains on effluent of state hospital from Boa Vista-
RR. Electronic Journal of Management, Education and Environmental Technology
(REGET), v. 21, n. 3, p. 248-258, 2017.

e Patente:

BRANDAO, Mércia Brazdo e Silva; CAPUCHO, Derlano Bentes; GRANJA, Fabiana. Coletor
de Efluente em Profundidade. 2018, Brasil. Patente: Modelo de Utilidade. NUmero do registro:
BR20201800944, titulo: "Coletor de Efluente em Profundidade”, Instituicdo de registro: INPI
- Instituto Nacional da Propriedade Industrial, Depositante(s): Universidade Federal de
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que o resultado da genotipagem bacteriana além dos resultados de resisténcia e sensibilidade aos
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ndo sera disponibilizado para outras pessoas e meu nome também n&o serd revelado. Estou ciente e
autorizo a realizacdo dos procedimentos acima citados e a utilizacdo dos dados originados destes
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Assinatura (do pesquisado ou responsavel) ou impressao datiloscopica

Nome Legivel:
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Para maiores esclarecimentos, entrar em contato com o0s pesquisadores nos enderegos abaixo
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Unidades de Terapia Intensiva.

66

DADQOS DE | Nome completo: Data de Nascimento:
IDENTIFIC
ACAO Sexo: Prontuario:
Contato Familiar:
o Data da admissao no Hospital Dias
L <
- Data da entrada na UTI Dias
o=z
Qi [Leito: UTL:
==
< Motivo da internacéo na UTI
Historia da Moléstia Atual
Diagnostico
Comorbidades
presentes:
" Diabetes HAS Cardiopatias Nefropati | Cancer Cirurgias
=) as
2 DoencaPulmonar Outra:
%) Actico:
i Prognostico:
[a)
8 Historico de patologia pregressa:
)
<
o
Acesso/Local/Dias: Superficial Profundo
FC: FR: Temp.: PA.:
Nivel de Escala de Ramsay 1 2 3 14 |5 |6
sedacéo
© Escala de Coma de Glasgow:
§ % Abertura Ocular: 1 2 3 |4
5 2
- 2 Resposta Verbal: 3[4 |5
8 Resposta motora: 2 3 |4 |5 |6
Estado geral
EEG | BEG | REG | MEG
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S Avaliagdo das Secrecdes Traqueais: Tosse:

i Cor: Eficaz | Ineficaz
Quantidade: Produtiva| Seca | Ladrante
Viscosidade: Duracéo
Odor:

Febre: S N Quanto:
Intubacéo S N Data da intubacéo:




67

Tipo de Intubacio

| Nasogéstrica |

Endotraqueal | Outra:

Dias de Intubacao

Dispositivos/Sondas

S|N |

Sonda Vesical de demora

Acesso Venoso Central

Drenos

MedicacGes
Administradas

Antimicrobiano(s)

Posologia

Tempo de tratamento

Imunossupressores

Posologia

Tempo de tratamento

Ocorréncias
de Infeccdes

Sitio

Data

Agente Isolado

Anamnese Odontoldgica

Denticéo

Presente

Parcial Ausente

Sitios infecciosos

Mucosa

Lingua Dente

Origem

Periodontal

Apical

Lesdes

Tipo:

Localizago:

Esta em acompanhamento do setor (OH)

Faz uso de medicacéo para controle Salivar

niwm

Qual?

Apresenta Xerostomia

Coletas de Amostras do Paciente

Coleta de mucosa oral realizada em

Caracteristicas Fenotipicas

Perfil de Resisténcia

Perfil de Sensibilidade

Gene(s) encontrado(s)

TEM CTX-M |

SHV

OBS:

Coleta de mucosa oral realizada em

Caracteristicas Fenotipicas

Perfil de Resisténcia

Perfil de Sensibilidade

Gene(s) encontrado(s)

TEM | CTX-M |

SHV

OBS:

Coleta de secrecdo traqueal realizada em

Caracteristicas Fenotipicas

Perfil de Resisténcia

Perfil de Sensibilidade

Gene(s) encontrado(s)

TEM | CTX-M |

SHV

OBS:
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APENDICE C: PROTOCOLO BASICO PARA O ATENDIMENTO DO PACIENTE EM AMBIENTE
HOSPITALAR E UTI-HGR

Paramentacéao para consulta/atendimento:

Pacientes internados em UTI ou impossibilitados do deslocamento ao consultério odontoldgico de apoio:

Gorro.

Luva para procedimento (consulta).

Luva estéril (intervencéo).

Jaleco descartavel.

Mascara tripla descartavel.

Mascara N95 (isolamento e casos especificos).

Palitos de madeira descartaveis autoclavados para abertura e/ou estabilizacdo bucal (pacote com 10) ou inspegdo clinica
(individual).

Luz de cabeca.

Kit clinico de consulta e correlatos ao procedimento a ser executado, embalados e autoclavados individualmente.
Kit de higiene oral — Escova dental, raspador de lingua, sugador descartavel e digluconato de clorexidina 0,12%

Consulta Odontolégica inicial

A consulta odontoldgica inicial realizada nos pacientes de UTI compreende os seguintes procedimentos:

Verificagio OBRIGATORIA do prontuério do paciente com a finalidade de identificar a Doenca primaria, condigbes ou
caracteristicas criticas especificas e verificar o estado geral do paciente, para determinar o protocolo adequado para higiene oral
Determinar a condicéo de satide bucal: Exame extra-oral, avaliar o nivel de doenca periodontal presentes e obter o ICPO-D, bem
como preenchimento de odontograma com os dados clinicos disponiveis ao momento do exame clinico inicial em ficha
apropriada.

Controlar a quantidade de placa bacteriana através do protocolo de higiene oral (abaixo), instruindo a equipe ou realizando-o na
verificagdo de insucesso neste controle.

Realizar diagndstico e tratamento de infecges odontogénicas e ndo odontogénicas a medida do possivel.

Awvaliar a necessidade de remocgéo de aparatologia ortoddntica fixa, proteses parafusadas ou restauracdes metalicas, bem como de
outras situagBes que possam interferir em exames de imagem ou causar lesdes em tecidos moles, incluindo os dentes higidos ou
ndo, com autorizagdo prévia do(s) responsavel(is) pelo paciente, em consonancia com o quadro geral e liberagdo da equipe
assistente (definicdo de melhor momento para atuagéo).

Awvaliar a necessidade de instalagdo de aparelhos protetores bucais para prevenir ou tratar lesdes traumaticas em tecidos moles.
Avaliar a necessidade da hidratacdo labial diaria.

Protocolo de Higiene Oral

Pacientes intubados e/ou sedados:

5.
6.
7.

Verificar a angulagdo da posicéo de dectbito do paciente. Para evitar o risco de pneumonia aspirativa, recomenda-se pelo menos
30° a 40° na angulacdo da cabega do paciente, bem como solicitar informagdes da situacdo do cuff do tubo oro/endotraqueal do
ventilador mecanico prévio a higienizagdo/procedimento (deve ser suficiente para permitir a perfusdo da mucosa, prevenir o
vazamento de ar e impedir a aspiragdo de secregdes).

LAVAR CORRETAMENTE AS MAOS E APLICAR ALCOOL 70°.

Calcar luvas de procedimento: na ocorréncia de qualquer contato com superficies proximas (cama, tubo, suporte) ao paciente
previamente ao procedimento, as luvas devem ser trocadas.

Aspirar na regido da orofaringe antes do procedimento e permanecer com a aspira¢do durante o procedimento.

Embeber escova de dentes e/ou boneca de gaze (menor eficécia) e/ou swab (menor eficacia) em solugéo ndo alcodlica de digluconato
de clorexidina 0,12% e realizar os seguintes movimentos SEMPRE NO SENTIDO POSTERO-ANTERIOR:

e  Friccionar os vestibulos e a mucosa jugal

. Friccionar o palato

e  Friccionar as superficies vestibulares, linguais e oclusais dos dentes

. Friccionar o tubo orotraqueal

Passar raspador no dorso lingual em sentido postero anterior

Aspirar na regido da orofaringe durante todo o procedimento

Lavar as maos ou aplicar alcool 70 apds a remogao das luvas

Pacientes ndo intubados

Caso o paciente esteja recebendo alimentagao por via oral, deve-se escovar os dentes com escova dental 3 vezes ao dia apds as principais
refeicdes. Caso o paciente ndo esteja se alimentando por via oral, os procedimentos de higiene oral devem ser realizados 2 vezes ao dia.



