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RESUMO

Pacientes internados em Unidades de Terapia Intensiva (UTI) estdo expostos a uma ampla
variedade de microrganismos patogénicos responsaveis por causar graves infeccdes.
Dentre essas infecgBes estd a Pneumonia Associada a Ventilacdo Mecéanica (PAVM). A
principal fonte de contaminagdo da PAVM é de origem aspirativa, representando um sério
problema nas UTIs, prolongando o tempo de internacdo e aumentando as chances de 6bito
do paciente. A etiologia da infec¢do é variada e ha fortes evidéncias de que a microbiota
do biofilme oral e condig&o bucal podem estar associadas ao desenvolvimento da PAVM.
Os objetivos foram o de detectar e comparar presenca de Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Streptococcus pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa entre
amostras salivares e traqueais de pacientes com indicacdo de intubacdo. Para tanto,
amostras bucais (S) e traqueais (T) foram coletadas no dia (S1 e T1) e apds 48 horas (S2
e T2) da intubacdo. O material genético foi extraido e primers especificos utilizados para
deteccdo em PCR em tempo real. Os resultados mostraram que houve uma correlagédo
positiva entre ter ou ndo deteccdo de S. aureus tanto entre as amostras e quanto nos dois
momentos de coleta (p<0.05). A correlacdo positiva da presenca ou ndo de K. pneumoniae
nas duas amostras ocorreu apenas na primeira coleta (p<0.05). Ja a deteccdo de
S.pneumoniae esteve correlacionada entre as amostras S1 e T2 (p<0.05). Ndo houve
diferencas estatistica entre médias de fluorescéncia para S. aureus, S. pneumoniae, P.
aeruginosa (p>0.05). No entanto, a intensidade de deteccdo de K.pneumoniae foram
superiores em amostras de T2 diferindo estatisticamente de S2 e T1 (p<0.05). Os
resultados permitiram concluir que embora os pacientes ndo apresentaram sinais clinicos
de infeccdo, 43% das amostras testaram positivas para 0s microrganismos analisados. Ha
um frequente intercambio de S. aureus entre boca e traqueia, tanto antes como apds a
intubacdo. A presenca de S. pneumoniae na boca parece anteceder a sua deteccdo na
traqueia apds 48 horas de intubacdo. P. aeruginosa ndo esteve relacionada entre as
amostras e coletas. JA K. pnemoniae além de ndo estar relacionada com as amostras
bucais, aumentou cerca 10 vezes mais em amostras traqueais do que nas salivares.

Palavras-chave: Aspiracdo Respiratéria; Biofilme; Intubacdo; Pneumonia; Respiracdo

artificial.
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ABSTRACT

Patients admitted to Intensive Care Units (ICU) are exposed to a wide variety of
pathogenic microorganisms responsible for causing severe infections. Among these
infections is Ventilator-Associated Pneumonia (VAP). The primary source of VAP
contamination is aspirational, representing a serious problem in ICUs by prolonging
hospitalization and increasing the likelihood of patient mortality. The etiology of the
infection is varied, and there is strong evidence that the microbiota of the oral biofilm and
oral condition may be associated with the development of VAP. The objectives were to
detect and compare the presence of Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Streptococcus pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa in saliva and tracheal samples from
patients with an indication for intubation. For this, oral (S) and tracheal (T) samples were
collected on the day of intubation (S1 and T1) and 48 hours later (S2 and T2). Genetic
material was extracted, and specific primers were used for detection in real-time PCR.
The results showed a frequent positive correlation between the presence or absence of S.
aureus in both samples and at both collection times (p<0.05). The positive correlation of
K. pneumoniae presence or absence between the two samples occurred only in the first
collection (p<0.05). The detection of S. pneumoniae was correlated between S1 and T2
samples (p<0.05). No statistical differences were found in fluorescence averages for S.
aureus, S. pneumoniae, and P. aeruginosa (p>0.05). However, the detection intensity of
K. pneumoniae was higher in T2 samples, differing statistically from S2 and T1 (p<0.05).
The results allowed the conclusion that, although patients did not present clinical signs of
infection, 43% of the samples tested positive for the analyzed microorganisms. There is
frequent exchange of S. aureus between the mouth and trachea, both before and after
intubation. The presence of S. pneumoniae in the mouth appears to precede its detection
in the trachea after 48 hours of intubation. P. aeruginosa was not related between the
samples and collections. K. pneumoniae, besides not being related to the oral samples,
increased about 10 times more in tracheal samples than in saliva.

Key-words: Artificial respiration; Biofilm; Intubation; Pneumonia; Respiratory
Aspiration.
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1 INTRODUCAO

Pacientes internados em Unidades de Terapia Intensiva (UTI) estdo expostos a
uma ampla variedade de microrganismos patogénicos responsaveis por causar graves
infeccBes. Dentre essas infeccbes estd a pneumonia associada a ventilagdo mecénica
(PAVM) cuja incidéncia aumenta com a duracdo da Ventilagdo mecanica (Cabral et al.,
2020). A PAVM é definida como a pneumonia que se manifesta entre 48 e 72 horas apds
a intubacdo orotraqueal sendo considerada a segunda infec¢do hospitalar mais comum
(De Luca, 2019). Aproximadamente 10% a 20% dos pacientes intubados desenvolvem
esta infeccdo e consequentemente, ha um aumento do tempo de internacdo e
aproximadamente 33% dos pacientes com PAVM vem a 6bito em decorréncia direta da
infeccdo (Cabral et al., 2020). O prognostico muitas vezes nao é favoravel pelo fato da
presenca de microrganismos mais resistentes e um hospedeiro com sistema imune mais
debilitado (Gomes, 2018).

As bacteérias associadas as PAVM sdo frequentemente multirresistentes a
drogas antimicrobianas, o que torna o tratamento mais desafiador. Entre os principais
patdgenos bacterianos, Pseudomonas aeruginosa ¢ uma das principais causas de PAVM,
especialmente em pacientes com comorbidades, como doencas pulmonares crénicas, ou
em situacdes de ventilacdo mecanica prolongada (Charles et al., 2014; Sotgiu et al.,
2019). Staphylococcus aureus, incluindo cepas MRSA (Staphylococcus aureus resistente
a meticilina), sdo outra causa importante de PAVM. O MRSA tem sido associado a
formas graves de infeccdo, com altas taxas de mortalidade, especialmente quando o
paciente apresenta insuficiéncia respiratoria e sepse concomitante (Aliberty et al., 2016).
Bactérias da familia Enterobacteriaceae, como Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae
e Enterobacter spp., também sdo frequentemente isoladas em casos de PAVM. Elas sdo
mais comuns em pacientes com historia de uso prolongado de antibioticos, que favorecem

0 aparecimento de infec¢cbes por bactérias resistentes (Van Zeller et al., 2018).

A ventilagdo mecanica facilita a colonizagdo das vias aereas inferiores,
proporcionando condigdes ideais para a aspiracao de bactérias orais. O tubo endotraqueal,

embora essencial para a ventilagdo, pode permitir a passagem de secre¢des orofaringeas
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contaminadas com microrganismos para os pulmdes. Além disso, a ventilacdo
invasiva prejudica a depuragdo mucociliar normal, um mecanismo de defesa importante

para a

protecdo contra infec¢des pulmonares. A presenca do tubo endotraqueal também
aumenta o risco de aspiracdo nasogastrica e microaspiracdo de secre¢des gastricas ou
orofaringeas (Ozcaka et al., 2017). A principal fonte de contaminagdo da PAVM é de
origem aspirativa, secrecfes das vias aéreas superiores ocasionam uma resposta
inflamatdria do hospedeiro contra a multiplicacdo ndo controlada de micro-organismos
(Elias et al., 2020).

Evidéncias associam a colonizac¢do microbiana da orofaringe e do biofilme dental
a PAVM (Morais et al., 2006; Oliveira et al., 2007). O tubo orotraqueal proporciona uma
superficie ndo descamativa, na qual as bactérias provenientes da mucosa oral podem
aderir, colonizar e crescer, formando biofilmes, de onde posteriormente poderdo ser
broncoaspiradas (Raghavendran et al., 2000). Segundo TUON e colaboradores (2017) a
microbiota oral muda apés a intubacéo, de uma predominancia de bacilos gram-positivos
normais, para uma maior deteccdo de bacilos gram-negativos associados a PAVM.
Estudos sugeriram que a PAVM pode estar associada a colonizagdo microbiana dos
dentes placa e orofaringe; no entanto, essas avalia¢bes foram conduzidas com diferentes
metodologias e ndo obteve resultados conclusivos (Scannapieco et al., 2003; Oliveira et
al., 2007; Amaral et al., 2009).

2 REVISAO DA LITERATURA

A pneumonia é uma doenca de acometimento global com amplas taxas de
morbidade e mortalidade, caraterizada pela infec¢do pulmonar, na qual microrganismos,
atravessam as vias areas e chegam aos pulmdes, ambiente esse que deve estar limpo para
que a hematose possa ocorrer, entretanto quando infectado, € colonizado por agentes
patégenos provocando alteraces pulmonares, que vao se multiplicando e causando uma
resposta imune no hospedeiro (Mandell, 2015).

Embora alguns casos se manifestem como uma infecgdo comum e que muitas
vezes passa com sintomas brandos e despercebidos pelos pacientes, existem casos graves
e que levam muitos pacientes a 6bito. Essa doencga, pode ser causada por varios agentes

infecciosos, como virus, fungos e bactérias sendo a forma bacteriana a forma mais comum
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dessa doenca. Essa infeccdo faz com os alvéolos fiqguem cheios de liquido ou pus,
dificultando a respiracéo e as trocas gasosas (Rodrigues et al., 2016).

Pacientes com leves sintomas e bom estado de salde muito possivelmente ndo
procuram atendimento por se tratar de sintomas leves. Ja pacientes hospitalizados ou com
o0 sistema imune debilitado, muitas vezes ao adquirirem a doenga tem uma piora em seu
quadro de saude e quando esse diagnostico ndo é feito em tempo habil muitos pacientes
vem a falecer. Além de muitas vezes a pneumonia ser diagnosticada de forma incorreta,
nem sempre sendo uma doenca notificavel o que justifica muitas vezes a dificuldade de
se obter dados exatos sobre essa doenca (Lanks; Musani; Hsia, 2019).

A transmissdo ocorre pelas vias aéreas por goticulas de saliva, secrecdo
respiratoria, inalacdo de aerossois infectados, disseminacdo de sangue, ou através de areas
contiguas, infectadas com o microrganismo (Anvisa, 2004).

O agente causador mais comum dessa doenca geralmente é o Streptococcus
pneumoniae, um dos patdégenos mais comumente encontrado nos individuos com a
doenga. ApresentacOes mais graves da doenca podem envolvem outros microrganismos
como Sthaphylococcus aureus, e Influenzae, Pseudomonas aeruginosas, Kleibsiella
pneumoniaie (Atlas da Saude, 2014).

A pneumonia é uma preocupagcdo significativa no Brasil. De acordo com dados da
Organizacdo Mundial de Saiude (OMS), essa doenca afeta aproximadamente 2,1 milhdes
de brasileiros, com uma média de 960 mil novos casos por ano. Sendo uma das principais
causa de internacdes hospitalares e ocupa a posicdo de quinta maior causa de morte no
Brasil. Esses numeros refletem a importancia de cuidados basicos com a salde e a
necessidade de rapido diagndstico e intervencédo (Coelho et al., 2009; Lima et al., 2022).

Dentre esses elevados numeros de Obitos causados por essa doenca devemos
observar que muitas vezes 0s pacientes, que vem a falecer, apresentam caracteristicas em
comum, por terem fatores de risco, como idade avangada ou reduzida, etilismo,
tabagismo, problemas respiratorios pré-existentes, doencas pulmonares obstrutivas,
cardiopatas, doencas autoimunes (Hespanhol; Barbara, 2020).

De acordo com a Diretriz Nacional Brasileira de 2007, a pneumonia se divide
entre: Adquirida Na comunidade, Aquiridas no Hospital e Associadas a ventilacdo
Mecanica (Amaral; Cortés; Pires, 2009). A pneumonia adquirida na comunidade é aquela
em que o individuo adquire a doenca fora do ambiente hospitalar, constituindo um dos
maiores fatores causadores de morte no mundo e tendo como principal patégeno o

Streptococcus pneumoniae (Corréa et al., 2018).
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A pneumonia adquirida no ambiente hospitalar geralmente € aquela na
qual o paciente ndo apresentava a infecgdo no momento da internacéo, geralmente vindo
aocorrer em até 48 horas ap6s a hospitalizagdo e € causada por patégenos mais virulentos
e mais resistentes a antibioticos, como bacilos gram negativos, 0 que € uma preocupacgao
guando se visa um tratamento para a doenca. O progndstico muitas vezes nédo é favoravel
pelo fato da presenga de microrganismos mais resistentes e um hospedeiro com sistema
imune mais debilitado (Gomes, 2018). J4 a PAVM, se assemelha a pneumonia aquirida
no hospital, sendo considerada um subconjunto dela, envolvendo normalmente,
patdgenos resistentes provenientes do tubo orotraqueal. Acontece em pacientes
debilitados, que estdo intubados, e ocorre, geralmente apos 48 a 72 horas da intubacéao
(Kalil et al., 2016).

Na ventilagdo mecéanica um respirador é conectado ao paciente por meio de um
tubo que se estende da traqueia até bem préximo aos pulmdes. Esse aparelho é
responsavel por fornecer oxigénio e eliminar o gas carbonico, realizando as trocas gasosas
necessarias para o organismo do individuo (Fontela et al., 2017). Servindo de suporte
para pacientes com insuficiéncias respiratorias, essa ventilacdo artificial insufla as vias
respiratorias com volumes de ar, se assemelhando a respiracdo normal do paciente, por
meio de um tubo ou uma cénula de traqueostomia ou na forma menos invasiva uma
mascara como interface entre o ventilador artificial e o paciente (Carvalho; Toufen Junior;
Franca, 2007). O respirador contém um balonete, que evita a aspiracdo de grandes
volumes de secrecdes (De Souza; Santana, 2012). Entretanto, ndo é totalmente hermético
e existem alguns microrganismos capazes de chegar ao balonete e colonizar o seu interior
(Oliveira; Zagalo; Cavaco-silva, 2014).

A PAVM aumenta sua incidéncia de acordo com duracdo da Ventilacdo
mecanica (Oliveira et al., 2007). Uma porcentagem significativa dos pacientes intubados
desenvolve essas infeccdes, o que leva ao prolongamento do tempo de internacéo,
gerando mais custos com salde, aumento direto das chances de Obito devido as
complicacdes relacionadas a infeccdo (Fourrier et al., 1998). Uma vez que esses pacientes
se encontram num estado mais critico, devido a doenca base e o tubo endotraqueal
utilizado na ventilagdo mecanica, diversos dos mecanismos de defesa como o reflexo da
tosse, producdo de muco, a depuracdo mucociliar, a lactoferrina, a membrana basal e o
sistema imunitario podem estar comprometidos o que facilita ainda mais a colonizacgéo

por parte dos agentes patogénicos (Oliveira; Zagalo; Cavaco-silva, 2014).



17

O trato respiratério inferior € protegido por um extenso sistema de defesa, e, para
que a doenca ocorra, microrganismos altamente virulentos, devem se instalar em
quantidade suficiente, enquanto os mecanismos de defesa do hospedeiro geralmente estéo
comprometidos (Mceachern; Campbell, 1998).

Os microrganismos conseguem alcancar o trato respiratério inferior de duas
formas, por difusdo hematogénica e ou aspiragdo. Levando em consideracdo a aspiracao,
esses patdgenos podem chegar ao trato respiratorio inferior, através do conteudo da
orofaringe, inalacdo de aerossois infectados, e por meio da disseminacéo da infeccdo por
vias aéreas contiguas (Johnson; Hirsch, 2003).

A PAVM de inicio precoce, que ocorre nos primeiros quatro dias da ventilagdo
mecanica (VM), geralmente € causada por bactérias sensiveis a antibidticos, como
Haemophilus e Streptococcus. A PAVM que se desenvolve mais de 5 dias ap6s o inicio
da ventilacdo mecénica, geralmente é causada por bactérias resistentes a multiplos
medicamentos, como Pseudomonas aeruginosa (Charles et al., 2014).

Estudos mostram que o tudo orotraqueal, pode ser colonizado por
microrganismos, que conseguem formar uma camada de biofilme, uma vez que a
superficie desse tubo ndo é descamativa e esses mesmos microrganismos podem ser
bronco aspirado (Tuon et al.,, 2017). Evidéncias correlacionam a colonizacdo da
orofaringe com a colonizagédo bucal, sendo que o tubo tem uma conex&o direta da boca
aos pulmdes (Scannapieco et al., 2003, EI-Solh et al., 2004, Oliveira et al., 2007;
Raghavendran et al., 2007; Amaral et al., 2009).

Amostras orais coletadas de pacientes internados na UTI mostraram a presenca
de bactérias fortemente associadas a infecgdes respiratdrias em essas bactérias puderam
sem identificadas no biofilme lingua respirador simultaneamente (Dung et al., 2024).

A higiene oral tem o objetivo de prevenir infeccbes e promover o conforto do
paciente, ela é imprescindivel para remoc¢do e, principalmente, para prevencdo da
formacédo do biofilme (Rabello; Araudjo; Magalhdes 2018). A condicdo de saude bucal
estd diretamente ligada a condicdo de saude geral do paciente; focos de infeccdo ativos
orais, como raizes residuais dentarias, gengivites podem exacerbar patologias de base
comprometendo o prognoéstico do paciente além de ocasionar bacteremia transitéria e
sepse em pacientes imunossuprimidos ou debilitados (Vilela et al., 2015).

Os cuidados bucais tém demonstrado resultados positivos quanto a reducgédo na

taxa de incidéncia de PAVM, principalmente em relacdo ao uso de Clorexidina 0,12%
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durante o processo de higienizacdo oral (Beraldo; Andrade, 2008). Diante disso,
torna-se essencial avaliar a condigédo oral de pacientes intubados, investigando a relagéo
entre as bactérias da cavidade oral e as bactérias presentes no aspirado traqueal. Espera-
se que este estudo contribua significativamente no que muito ainda pode ser estudado
para 0 avanco no entendimento da pneumonia, tanto com relagdo aos microrganismos
presentes, quanto na relacdo bucal e traqueal, auxiliando no desenvolvimento de métodos

mais rapidos e eficazes de diagnostico, tratamento e prevencao.
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3. HIPOTESE

Hipdtese:
A colonizacdo traqueal por Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Streptococcus pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa em pacientes intubados pode ter

origem da cavidade bucal.
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4. JUSTIFICATIVA

O presente trabalho traz uma contribuigdo importante para o entendimento da
colonizacdo oral e traqueal pelas bactérias Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Streptococcus pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, antes e apds as
primeiras 48/72 horas de intubagdo. E permite correlacionar a presenga destes micro-
organismos causadores de pneumonia em amostras de saliva e traqueais. Sabendo-se que
a pneumonia associada a ventilacdo mecanica (PAVM) acomete uma grande porcentagem
dos pacientes intubados, medidas de prevencdo, como cuidados de higiene bucal e
procedimentos de antissepsia podem ser eficazes se aplicadas de forma precoce, evitando
assim, a transferéncia das bactérias orais para o tubo do respirador.



21

5. OBJETIVOS

5.1 Geral:

Detectar e comparar a presenca de Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Streptococcus pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa em amostras de saliva e traqueia

de pacientes intubados na UTI do Hospital Regional de Uberaba.

5.2 Objetivos especificos incluiram:
-Avaliacdo e comparacdo da presenca dos patdgenos nas amostras;
-Comparacdo locais de presenca desses patdgenos entre cada bactéria.

- Da deteccéo das bactérias de acordo com o dia da coleta;
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6. CAPITULO 1-ARTIGO CIENTIFICO REVISTA DE CIENCIAS MEDICAS
E BIOLOGICAS- (ANEXO A)

DETECCAO DE MICRO-ORGANISMOS ASSOCIADOS A PNEUMONIAS EM
AMOSTRAS ORAIS E TRAQUEAIS DE PACIENTES SUBMETIDOS A
VENTILACAO MECANICA.
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VENTILATION.
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RESUMO

Objetivos: Detectar e comparar presenca de Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Streptococcus pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa entre amostras
salivares e traqueais de pacientes com indicacgdo de intubagé&o.

Métodos: Amostras bucais (S) e traqueais (T) foram coletadas no dia (S1 e T1) e apos 48
horas (S2 e T2) da intubacdo. O material genético foi extraido e primers especificos
utilizados para deteccdo em PCR em tempo real.

Resultados: Houve uma frequente correlacdo positiva entre ter ou ndo detecgédo de S.
aureus tanto entre as amostras e quanto nos dois momentos de coleta (p<0.05). A
correlacdo positiva da presenca ou ndo de K. pneumoniae nas duas amostras ocorreu
apenas na primeira coleta (p<0.05). Ja a deteccdo de S.pneumoniae esteve correlacionada
entre as amostras S1 e T2 (p<0.05). Ndo houve diferencas estatistica entre médias de
fluorescéncia para S. aureus, S. pneumoniae, P. aeruginosa (p>0.05). No entanto, a
intensidade de deteccdo de K.pneumoniae foram superiores em amostras de T2 diferindo
estatisticamente de S2 e T1 (p<0.05).

Conclusdes: Embora os pacientes ndo apresentaram sinais clinicos de infeccao, 43% das
amostras testaram positivas para 0s microrganismos analisados. H& um frequente
intercdmbio de S. aureus entre boca e traqueia, tanto antes como ap6s a entubacdo. A
presenca de S. pneumoniae na boca parece anteceder a sua detec¢do na traqueia apos 48
horas de entubacdo. P. aeruginosa ndo esteve relacionada entre as amostras e coletas. Ja
K. pnemoniae além de ndo estar relacionada com as amostras bucais, aumentou cerca 10

vezes em amostras traqueais do que nas salivares.

Palavras-chave: Aspiracdo Respiratéria; Biofilme; Intubacdo; Pneumonia; Respiracdo

artificial.
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INTRODUCAO

Pacientes internados em Unidades de Terapia Intensiva (UTI) estdo expostos a
uma ampla variedade de microrganismos patogénicos responsaveis por causar graves
infeccBes. Dentre essas infeccbes estd a pneumonia associada a ventilagdo mecénica
(PAVM) cuja incidéncia aumenta com a duracéo da Ventilagdo mecanica ®. A PAVM é
definida como a pneumonia que se manifesta entre 48 e 72 horas ap6s a intubagédo
orotraqueal sendo considerada a segunda infeccdo hospitalar mais comum @,
Aproximadamente 10% a 20% dos pacientes intubados desenvolvem esta infeccdo e
consequentemente, ha um aumento do tempo de internacdo e aproximadamente 33% dos
pacientes com PAVM vem a 6bito em decorréncia direta da infeccdo . O prognéstico
muitas vezes ndo é favoravel pelo fato da presenca de microrganismos mais resistentes e

um hospedeiro com sistema imune mais debilitado ©

As bactérias associadas as PAVM séo frequentemente multirresistentes a drogas
antimicrobianas, o que torna o tratamento mais desafiador. Entre os principais patdgenos
bacterianos, Pseudomonas aeruginosa é uma das principais causas de PAVM,
especialmente em pacientes com comorbidades, como doengas pulmonares crénicas, ou
em situacBes de ventilacio mecanica prolongada . Staphylococcus aureus, incluindo
cepas MRSA (Staphylococcus aureus resistente a meticilina), é outra causa importante
de PAVM. O MRSA tem sido associado a formas graves de infeccdo, com altas taxas de
mortalidade, especialmente quando o paciente apresenta insuficiéncia respiratéria e sepse
concomitante ®. Bactérias da familia Enterobacteriaceae, como Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae e Enterobacter spp., também sdo frequentemente isoladas em
casos de PAVM. Elas sdo mais comuns em pacientes com histéria de uso prolongado de
antibidticos, que favorecem o aparecimento de infecgdes por bactérias resistentes ).

A ventilacdo mecanica facilita a colonizacdo das vias aéreas inferiores,
proporcionando condigdes ideais para a aspiracao de bactérias orais. O tubo endotraqueal,
embora essencial para a ventilagdo, pode permitir a passagem de secre¢des orofaringeas
contaminadas com microrganismos para os pulmdes. Além disso, a ventilagdo invasiva
prejudica a depuragdo mucociliar normal, um mecanismo de defesa importante para a
protecdo contra infec¢Bes pulmonares. A presenca do tubo endotraqueal também aumenta
0 risco de aspiracdo nasogastrica e microaspiracdo de secrec¢des gastricas ou orofaringeas

®_A principal fonte de contaminagéo da PAVM ¢é de origem aspirativa, secre¢des das vias
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aéreas superiores ocasionam uma resposta inflamatéria do hospedeiro contra a

multiplicacdo no controlada de micro-organismos

Evidéncias associam a colonizacdo microbiana da orofaringe e do biofilme dental
a PAVM (%190 tubo orotraqueal proporciona uma superficie nio descamativa, na qual
as bactérias provenientes da mucosa oral podem aderir, colonizar e crescer, formando
biofilmes, de onde posteriormente poderdo ser bronco aspiradas ?- Segundo Tuon e
colaboradores (2017) 3 a microbiota oral muda ap6s a intubacéo, de uma predominancia
de bacilos gram-positivos normais, para uma maior deteccéo de bacilos gram-negativos
associados a PAVM. Estudos sugeriram que a PAVM pode estar associada a colonizacao
microbiana dos dentes placa e orofaringe; no entanto, essas avaliagdes foram conduzidas

com diferentes metodologias e ndo obteve resultados conclusivos %1419

OBJETIVOS

Detectar e comparar a presenca de Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Streptococcus pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa em amostras bucais
e traqueais de pacientes internados na UTI do Hospital Regional de Uberaba, no dia da

intubac&o e apos 48 horas.

METODOS

Delineamento do Estudo e coletas amostrais

O presente estudo caracteriza-se como um estudo analitico observacional, trata-se
de uma investigacdo cuja originalidade € primaria. Este protocolo de pesquisa foi
submetido para apreciacdo e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
de Uberaba — UNIUBE (76451423.0.0000.5145) (Anexo B). Envolveu a participagdo de
voluntarios atendidos pela Unidade de Terapia Intensiva do Hospital Regional de
Uberaba (UTI). Os voluntarios ou responsaveis tomaram conhecimento do estudo, deram
concordancia em participar e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) (Anexo C), foi garantido o direito de interrupcdo e esclarecimentos sobre o

estudo a qualquer momento, 0 acesso aos resultados dos exames clinicos e
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complementares, o sigilo sobre os mesmos, garantindo integridade, privacidade dos
envolvidos.

Foram realizadas as coletas amostrais, exames clinicos intra-orais e informacgoes
socioeconémicas e de salde através do prontuario do paciente e questionario (Anexo D).
Apenas pacientes intubados com secrec¢do traqueal foram incluidos. Foram excluidos os
pacientes que apresentaram: episodios prévios de aspiracdo de conteudo gastrico, aqueles
que se submeteram a cirurgia tordxica recente, tinham doenca pulmonar obstrutiva,
infeccbes pulmonares ou estavam em uso de antibidticos. Um total de 21 pacientes
elegiveis foram submetidos as coletas na admissao (coleta 1) e apds 48 horas da intubagéo
(coleta 2).

As coletas orais foram realizadas com swab estéril que foi esfregado na boca do
paciente e embebido na saliva por 1 minuto, obtendo-se duas amostras: S1 — swab oral da
coleta 1 e S2 — swab oral da coleta 2. As amostras de secrecdo traqueal (T1 — swab
traqueal da coleta 1 e T2 — swab traqueal da coleta 2) foram obtidas com swab estéril que
foi esfregado na extremidade do cateter de succdo do conteludo traqueal. Esses swabs
foram imersos em tubos com 1ml de solugdo tampéo de PBS, devidamente identificado
com as iniciais do paciente, data da coleta e qual a regido e posteriormente enviados para
o laboratério de microbiologia da Uniube, no qual ficaram armazenadas no freezer -70°C
até o momento da analise.

Apbs as coletas foi realizado um exame clinico intraoral, em seguida, a equipe de
salde bucal, realizou a higiene oral com utilizacéo de antisséptico bucal, sonda de succ¢éo
e protecdo labial com 5% de dexpantenol creme (Anexo D). As coletas foram realizadas
pela equipe de saude bucal e fisioterapia do hospital e pelos cirurgiGes dentistas
pesquisadores nesse trabalho. Foi realizado um treinamento de padronizacdo para a

realizacdo de todas as coletas.

Extracdo de DNA

Para detectar as bactérias presentes nas amostras coletadas foram realizadas as
extracOes de DNA das amostras. Esse processo de extracdo do DNA cromossomal, foi
realizado de acordo com o protocolo do fabricante, do kit PureLink Genomic DNA Mini
Kit (Invitrogen™), Foram feitas preparagdes, acrescentando etanol 100% ao tampéo de
lavagem 1 e 2, enquanto o banho maria foi ligado a 55°C. A primeira etapa da extracéo

de DNA consiste na Lise. 200uL das amostras foram retiradas do tubo de coleta estéril
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com o swab e passadas para um eppendorf estéril, utilizando 200 puL da amostra. Nesses
200 pL da amostra foram adicionados 20uL de proteinase K, mais um volume de 500uL
de Pure Link Genomic Lysis/Binding Buffer, em sequéncia foi misturado bem e levado
ao vortex. Apos isso, esse material foi levado a incubadora a 55°C por 10 minutos, e
passou pela centrifuga para coletar qualquer lisado na tampa dos eppendorfs. Foi
adicionado 200uL de etanol 100% ao eppendorf e passou ao vértex por 5 segundos
obtendo uma solugdo homogénea. Na continuidade para purificagéo e ligagdo do DNA,
foi colocado 640uL da amostra preparada até o momento no eppendorf Spin Colun
fornecido pelo kit Purelink. Que passou pela centrifuga a 10.000x g por 1 minuto em
temperatura ambiente. Foi descartado o tubo de coleta e a coluna de centrifugacdo foi
colocada em um eppendorf de coleta novo e estéril.

A lavagem do DNA foi adicionada 500pL do tampdo de lavagem 1 preparado
antes com etanol. O eppendorf foi levado para a centrifuga a 10.000x g por 1 minuto em
temperatura ambiente. O tubo foi novamente descartado e a coluna colocada em um novo
eppendorf fornecido pelo kit. Adicionamos 500uL do tampéo de lavagem 2 e a coluna
passou pela centrifuga na velocidade maxima por 3 minutos em temperatura ambiente, e
apos isso o eppendorf foi descartado.

Para a eluicdo etapa final do processo a coluna foi colocada em um eppendorf de
1,5 ml estéril, foi adicionado 100uL de PureLink Genomic Elution Buffer a coluna e
centrifugado na velocidade méxima por 1 minuto em temperatura ambiente. Apos a
centrifugacdo a coluna de filtro foi descartada e no eppendorf restou 0 DNA purificado

pronto para analise e PCR.

PCR em Tempo Real

Para realizacdo do PCR em tempo real foi utilizado o kit SYBR-PCR
(Quantinova) e foram utilizados primers de oligonucleotidios para amplificar pares de
base de DNA da sequéncia (Tabela 1). Os primers foram dissolvidos em solugdo tampao
de TE 1X [10 mM Tris-Hcl/ EDTA 1mM (pH 7,5-8,0)].
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Tabela 1: Primers de oligonucleotidios

Primers Sequéncia 5°- 3’
U”i"Fersa' TGGAGCATGTGGTTTAATTCGA
R TGCGGGACTTAACCCAACA
> a“Fr eus AACAGTATATAGTGCAACTTCAA
R CTTTGTCAAACTCGACTTCAA
> p”eug‘o”iae CACTCAACTGGGAATCCGC
R CCAGGCACCATTATCAACAGG
P. aer”ngnosa GTTCGGCCTGTTGCCTAAG
R AACTCGTGCTGCTTTCGC
K. p”e“FmO”iae TACACAATCGCCCGTTGAAC
R CCCGGTTAGATCCATGGTGA

As reacOes dos pogos foram realizadas com 4uL das amostras, 10 uL do SYBR,
1ul do Primer R, 1 ul primer F e 4 pL de &gua ultrapura em cada um dos 84 po¢os. As
placas foram identificadas, seladas, levadas a centrifugas e inseridas no termociclador que
realiza o PCR para leitura. O programa StepOne foi ajustado em 40 ciclos, 95°C por 3
minutos para a fase de desnaturacdo, o anelamento a 58°C por 30 segundos e 0 processo
de extensdo eleva a temperatura até 72°C por 30 segundos.

Para obtencéo de resultados, ocorre a emissdo de um sinal de fluorescencia esse
aumento da fluorescencia ao longo da amplificacdo do produto gera uma curva que
representam a especificidade da reacdo chamada curva de dissociagdo. Os sinais de
fluorescencia emitidos a medida que o produto € amplificado permitiram esse
acompanhamento em tempo real, da deteccdo do material genético bacteriano que

estavamos procurando na analise.

Anélise dos dados

Os resultados foram tabulados em planilha Excel e posteriormente analisados pela
estatistica BioEstat software versdo 5.3 (Optical Digital Technology, Belém, PE, Brasil).
A estatistica descritiva foi inicialmente realizada fornecendo frequéncias absolutas e
relativas. O teste Exato de Fisher e o Qui-quadrado foi utilizado para verificar a
associacdo de um patogeno nos diferentes locais de coleta e tempos. As variacOes de

espécies microbianas de acordo com o local da coleta foram analisadas através da analise
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de correlacdo de Pearson e teste de variancia. Foi considerado significante o valor de
p<0.05.

6.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente foram coletadas amostras (S e T) de 49 pacientes com indicacao de
intubacéo na UTI do Hospital Regional de Uberaba, sendo 25 do sexo Feminino (F) e 24
do masculino (M). Destes pacientes, 28 pacientes ndo puderam participar da analise
prospectiva por varias razdes, dentre elas: a extubacdo em menos de 24 horas, 6bitos,
instabilidade no dia da coleta, e desisténcia de participacdo. Desta maneira, o estudo foi
realizado com 21 pacientes (11 M e 10 F), com média de 70,7 (DP: 12.5) anos de idade.
Nenhum destes pacientes elegiveis apresentou sinais de pneumonia ou sinais clinicos de
infeccdo durante os momentos das coletas e ndo foi avaliado o desenvolvimento de
pneumonia apds o termino das coletas. Nas amostras obtidas destes pacientes foram
realizados ensaios de PCR para deteccdo de Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Streptococcus pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, que Sao
microrganismos frequentemente relacionados ao desenvolvimento de pneumonias em
intubagdo traqueal %), A tabela 2 representa a frequéncia de amostras que foram
positivas e negativas para a deteccdo dos micro-organismos analisados. A analise
estatistica mostrou que ndo houve diferencas estatisticamente significante na deteccéo ou

ndo das bactérias, tanto entre as datas das coletas e amostras (p>0.09, q<1,56).
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Tabela 2: Representacdo das amostras positivas/ negativas bucais e traqueais, dos
micro-organismos analisados nos momentos 1 e 2.

S1 S2 T1 T2
Bacteria Deteccdo N (%) N (%) N (%) N (%)
S. aureus positivas 10 (48) 9 (43) 10 (48) 11 (52)
negativas 11 (52) 12 (57) 11 (52) 10 (48)
K. pneumoniae positivas 13 (62) 10 (48) 10 (48) 12 (57)
negativas 8 (38) 11 (52) 11 (52) 9 (43)
S. pneumoniae positivas 14 (67) 13 (62) 10 (48) 10 (48)
negativas 7 (33) 8 (38) 11 (52) 11 (52)
P. aeruginosa positivas 11 (52) 14 (67) 11 (52) 10 (48)
negativas 10 (48) 7 (33) 10 (48) 11 (52)

Embora os pacientes ndo tenham apresentado sinais e sintomas das infecgdes
pelos micro-organismos, mais de 43% dos pacientes apresentaram as bactérias nas
amostras traqueais e salivares, tanto na primeira coleta como ap6s a segunda coleta.
Interessantemente as bactérias foram detectadas na maioria das amostras salivares na
primeira coleta. Com excec¢do da P. aeruginosa, que aumentou os niveis de detec¢do nas
amostras orais da primeira para a segunda coleta, as demais bactérias tiveram uma
diminuicdo na detecdo. O que corrobora com estudos que mostraram que mesmo que na
admissdo, os pacientes tenham dado entrada, com condigdes bucais desfavoraveis, 0s
cuidados da equipe de satde bucal da UTI possibilitaram uma estabilizacdo dos niveis
microbianos, como encontrado por Saensom et al. (2016), ) em que os autores
afirmaram que a higiene oral dos pacientes de UTI pode reduzir os niveis detectaveis de
bactérias. Segundo Franco e colaboradores (2014) ®® a higienizacdo oral tem eficé4cia
na reducdo da taxa de microrganismos da microbiota oral de pacientes hospitalizados.

A figura 1 abaixo representa a deteccéo positiva (coloridas) e negativa (brancas)
das bactérias nas amostras orais (S1/S2) e traqueias (T1/T2) nos 21 pacientes, nos dois

momentos das coletas.
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Figura 1. Deteccdo positiva e negativa das bactérias nas amostras orais (S) e traqueais

(T) nos momentos 1 e 2.
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A andlise deteccdo ou ndo de S. aureus entre as amostras salivares e traqueais

(figura 1) mostrou que, 8 pacientes tiveram a bactéria e outros 8 pacientes ndo tiveram a

bactéria, em ambas as amostras, o que determinou uma correlacdo positiva entre ter ou

ndo S. aureus detectado nas amostras salivares e traqueais, tanto na primeira, como na

segunda coleta (p=0.0028, r=0.61; p=0.0021, r=0.63). Também houve uma correlacdo

positiva entre ter positivo ou ndo para S. aureus entre as amostras S1 e S2 (p=0.01,

r=0.52), ja que 7 pacientes tiveram a bactéria em S1 e S2, e 8 ndo apresentaram a bactéria

nestas amostras, 0 que ndo aconteceu entre as amostras traqueais (p=0.59, r=0.14).

Para K. pneumoniae houve correlacdo positiva entre de ter ou ndo a deteccao,

somente na primeira coleta (p=0.009, r=0.55), j& que 9 pacientes tiveram a detec¢do e 7
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ndo apresentaram a bactéria nas duas amostras (S1 e T1). N&o foram encontradas outras
correlagdes entre S1, S2, T1 e T2 para K. pneumoniae (p>0.11, r>0.05).

N&o foram encontradas outras correlagdes positivas para deteccdo ou ndo de P.
aeruginosa e S. pneumoniae, entre as amostras e coletas realizadas (S1, S2, T1 e T2;
p>0.11, r>0.05). A anélise de correlacdo entre ter ou ndo o micro-organismo detectado
em S1 e posteriormente em T2 mostrou que ndo houve uma correlacdo para S. aureus
(p=0.13, r=0.33), K. pneumoniae (p=0.16, r=0.31) e P. aerugionosa (p=0.13, r=0.33)

Amostras orais de pacientes internados na UTI apresentaram bactérias fortemente
ligadas a infeccBes respiratorias, tais como Streptococcus pneumoniae, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Kleibsella pneumoniae . Nesses pacientes, 70%
destas bactérias constavam no biofilme oral: 63,33% na lingua, 73,33% no respirador
artificial e 43,33% em todas as outras areas, simultaneamente, demonstrando que o
biofilme oral desses pacientes serviria de reservatdrio para micro-organismos associados
a pneumonia nosocomial 1%1%) Aqui, dentre os micro-organismos analisados S. aureus e
K. pneumoniae tiveram correlacdo entre as amostras, especialmente na primeira coleta.
Um estudo de Souza e colaboradores em (2015) @%). mostrou que quase 60% dos pacientes
intubados na UTI apresentaram as mesmas espécies de patdgenos em seu aspirado
traqueal e no biofilme oral coletado na lingua, dos quais, 42,1% desenvolveram PAVM,
52,63% ndo desenvolveram pneumonia.

Streptococcus pneumoniae, uma bactéria comum na microbiota oral, € uma das
principais responsaveis por infeccdes respiratorias, incluindo PAVM. Em pacientes com
ventilacdo mecéanica, a aspiracdo das secrecdes orais pode levar a uma colonizacéo
pulmonar, promovendo o desenvolvimento de pneumonia Y. Houve uma correlacio
significante quando S. pneumoniae foi analisada, ja que, 6 pacientes ndo tiveram detec¢édo
da bactéria em S1 e T2, enquanto 9 tiveram nas duas amostras (p=0.03, r=0.47). Uma
revisdo da literatura mostrou que 70% das bactérias presentes no biofilme do tubo sdo

orais. (19

O (Grafico 1) mostra a intensidade de fluorescéncia emitidas pela deteccao das

bactérias nas amostras orais e traqueais.
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Grafico 1: Intensidade de fluorescéncia emitidas pela detec¢do das bactérias nas
amostras orais e traqueais.
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de fluorescéncia encontradas.

Os gréficos acima, mostram uma comparacao e avaliagcdo da significancia entre as
médias de intensidade de fluorescéncia emitida durante o processo da reacdo em cadeia
da polimerase. Essa intensidade é determinada como a quantidade de luz que € emitida
pelo syber de fluorescéncia usado durante a reacdo, que é proporcional a amplificacdo do
DNA. Quanto maior a curva de fluorescéncia, mais material genético estd sendo
amplificado no processo do PCR. Entretanto ao compararmos ndo houve diferencas
estatisticamente significantes entre as médias de fluorescéncia encontradas para S. aureus
entre S1 e S2 (p=0.10), T1 e T2 (p=0.63), S1 e T1 (p=0.16), S2 e T2 (p=0.59) e S1 e T2
(p=0.19). Também ndo houve diferencas estatisticamente significantes tanto para S.
pneumoniae entre S1e S2 (p=0.42), T1e T2 (p=0.70), S1e T1 (p=0.12), S2 e T2 (p=0.06)
e S1e T2 (p=0.14), quanto para P. aeruginosa entre S1 e S2 (p=0.51), T1 e T2 (p=0.36),
S1eT1 (p=0.49), S2 e T2 (p=0.50) e Sle T2 (p=0.86). Por outro lado, houve diferengas
estatisticamente significantes entre as médias de fluorescéncia encontradas para K.
pneumoniae entre T1 e T2 (p=0.04) e S2 e T2 (p=0.01), 0 que ndo aconteceu entre S1 e
S2 (p=0.26), S1e T1 (p=0.27) e S1e T2 (p=0.72).



34

Diante dos resultados, o papel das bactérias orais no desenvolvimento da PAVM precisa
ser amplamente estudado, pois essas bactérias podem ser aspiradas durante a ventilagéo
e contribuir para a infeccdo nos pulmdes ®?. As bactérias orais podem se proliferar
rapidamente quando o paciente esta intubado, devido a reducdo da salivagdo, a alteracao
da degluticdo e a presenca de dispositivos invasivos, como os tubos endotraqueais .
Medidas de prevencdo contra o desenvolvimento de PAVM sdo necessarias, para
diminuir, o indice de pacientes acometidos, o0 uso de medicamentos como antibidticos, a
permanéncia desses pacientes internados e as taxas de mortalidade associadas ?¥. Ha um
consenso, de que a falta de higiene oral do paciente entubado, seja um fator de risco
importante para o desenvolvimento da PAVM @), A higiene oral tem o objetivo de
prevenir infeccdes e promover o conforto do paciente, ela é imprescindivel para remogéo
e, principalmente, para prevencdo da formacdo do biofilme @9, Os cuidados bucais tém
demonstrado resultados positivos quanto a reducdo na taxa de incidéncia de PAVM,
principalmente em relagdo ao uso de Clorexidina 0,12% durante o processo de
higienizagdo oral %:2"2®) com realizados durante o acompanhamento do paciente. Isso
demonstra como o cirurgido dentista desempenha um papel fundamental no ambiente
hospitalar, especialmente em leitos e UTIs, na prevencdo de doencas que tém origem na
cavidade oral e podem agravar o estado de salde dos pacientes. A falta de higiene bucal
adequada em pacientes hospitalizados, principalmente aqueles em estado critico, pode
levar ao acimulo de biofilme bacteriano, aumentando o risco de diversas doencas como
pneumonia associada a ventilacdo mecanica, endocardite infecciosa e outras infec¢oes
sistémicas. A atuacdo do dentista hospitalar na higienizacao bucal, no manejo de lesdes e
infeccdes bucais e na orientacdo da equipe multiprofissional contribui significativamente
para a reducdo da morbidade e mortalidade, além de melhorar a recuperacao dos pacientes

e reduzir o tempo de internacao 7.

CONCLUSOES

Os resultados encontrados nesse trabalho, nos permitiram concluir que, mais de
40% das amostras, tanto salivares quanto traqueais tiveram niveis detectaveis das
bactérias, sendo que a maioria das amostras salivares apresentou um numero maior nas
amostras iniciais e uma reducdo da quantidade microbiana nas amostras secundarias,
consideravelmente essa reducdo pode ser associada realizacdo da higienizacéo oral feita

na UTI pela equipe de saude bucal do hospital, também a presenca de S. pneumoniae



35

mostrou uma correlacdo com a colonizagédo oral na primeira visita e na traqueia ap0s
48/72 horas, mostrando que as bactérias orais estdo associadas com a colonizagao traqueia
e possivelmente com o desenvolvimento de pneumonia associada a ventilagdo mecanica,
apesar de neste estudo ndo ter sido avaliado o diagndstico de pneumonia, ap6s a

intubacao.
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7. CONCLUSAO

Os resultados encontrados nesse trabalho, permitiram concluir que:

- Mais de 40% das amostras traqueais podem ter niveis detectaveis das bactérias
analisadas nos dois momentos de coleta;

-A maioria das amostras salivares apresentaram 0s micro-organismos em niveis
detectaveis, mais no primeiro momento.

- A deteccdo ou ndo de S. aureus esteve correlacionada entre as amostras e visitas;

- A presenca de S. pneumoniae na saliva na primeira visita esteve correlacionada
com a deteccdo na traqueia apés 48 horas;

- P. aeruginosa e K. pneumoniae puderam ser detectadas em amostras salivares,
mas ndo estiveram correlacionadas com a detec¢éo traqueal;

- A quantidade de K. pneumoniae foi mais de 10 vezes superior nas amostras

traqueais do que nas salivares.
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ANEXO A — INSTRUCOES PARA AUTORES REVISTA DE CIENCIAS
MEDICAS E BIOLOGICAS

2 APRESENTAGAO DOS TRABALHOS

Os originais destinados a Revista de Ciéncias Médicas e Bioldgicas deverdo ser apresentados de acordo com as normas
a sequir, baseadas, principalmente, na Norma de Vancouver :

2.1 Os textos poderdo ser redigidos em portugués, inglés, francés e/ou espanhol e digitados na fonte Times New Roman,
corpo 12, com espaco de 1,5 cm, margem de 3 cm de cada lado. Se o texto for em outro idioma (inglés, espanhol ou
francés), apds o comunicado de preliminar indicacao para publicacdo, o mesmo devera ser reavaliado/reescrito por um

tradutor credenciado e indicado pela Revista para a autorizacdo da versao definitiva.

2.2 As ilustracdes (graficos, desenhos, quadros, etc.) deverdo ser limitadas ao minimo indispensavel, construidas

preferencialmente em programa apropriado, como Excell, Harvard, Graphics ou outro, fornecidas em formato digital

As fotografias deverdo ser fornecidas em papel ou em slides ou cromo. A indicacao do tipo de ilustracdo (Figura, Quadro,
etc.) deve estar localizada na parte superior da mesma, seguida da numeracao correspondente em algarismos arabicos
(Figura 1-, Quadro 5-) e do respectivo titulo precedido de travessao; a legenda explicativa deve ser clara e concisa, em
corpo 10. No caso de ilustracdes extraidas de outros trabalhos, sera necessario indicar a fonte.

2.3 As tabelas estatisticas também serdao numeradas consecutivamente em algarismos arabicos, mas apresentarao a
respectiva identificacdo — p.ex., Tabela 1 - Titulo; Tabela 2 - Titulo, etc. — na parte superior, observando-se para a sua
montagem as Normas de apresentacao tabular do IBGE (1993).

2.4 Deverao ser indicados, no texto, os locais aproximados em que as ilustracdes e as tabelas serdo intercaladas.

2.5 As notas de rodapé serdo indicadas por asteriscos e restritas ao minimo indispensavel.

2.6 Recomenda-se anotar no texto: os nomes compostos e dos elementos, em vez de suas formulas ou simbolos; os
periodos de tempo por extenso, em vez de em numeros; bindmios da nomenclatura zoologica e boténica por extenso e
em italico, em vez de abreviaturas; os simbolos matematicos e fisicos conforme as regras internacionalmente aceitas; e
os simbalos métricos de acordo com a legislacdo brasileira vigente.

2.7 No preparo do texto original, devera ser observada, na medida do possivel, a estrutura indicada em 2.7.1 a2 2.7.2, na
mesma ordem em que seus elementos apresentam-se a seguir.

2.7.1 Elementos pré-textuais
a) Cabecalho, em que devem figurar:

* 0O titulo do artigo e o subtitulo (quando houver) concisos, contendo somente as informacdes necessarias para a sua
identificacdo. Quando os artigos forem em portugués, deve-se colocar o titulo e o subtitulo em portugués e inglés;
quando os artigos forem em inglés, francés ou espanhol, na lingua em que estiverem redigidos e em portugués;

* 0o(s) nome(s) do(s) autor(es) acompanhado(s) da sua titulacdo mais importante e vinculo empregaticio (se houver), a
qual serd a ser inserida em nota de rodapé juntamente com o endereco profissional completo, inclusive telefone
e e-mail do autor ou co-autoria, principal do trabalho.

b) Resumo (portugués) e Abstract (Inglés)- Apresentacdo concisa e estruturada dos pontos relevantes do texto, de
modo a permitir avaliar o interesse do artigo, prescindindo-se de sua leitura na integra. Para a sua redacao e estilo, deve-
se observar o que consta na NBR - 6028/2021, e naoc exceder as 250 palavras recomendadas. Se o texto for em outra
lingua (espanhol ou francés) observa-se o mesmo procedimento. Sendo o artigo, preliminarmente, indicado para
publicacdo, o resumo em idioma estrangeiro devera ser reescrito por um tradutor credenciado e indicado pela Revista
para fazer a versdo definitiva do mesmo.
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c) Palavras-chave e Keywords - palavras ou expressdes que identifiquem o conteldo do texto (no maximo 5), separadas
por ponto e virgula e finalizada por ponto, que constem no Descritores em Ciéncias de Saude (DeCS), no endereco
eletrdnico http://decs.bvs.bre/ ou MeSH (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mesh).

2.7.2 Texto

a) Introducao - Deve apresentar com clareza o objetivo do trabalho e sua relagdo com outros trabalhos na mesma linha
ou area. Extensas revisdes de literatura devem ser evitadas e, quando possivel, substituidas por referéncias aos trabalhos
bibliograficos mais recentes, em que certos aspectos e revisdes ja tenham sido apresentados. Os trabalhos e resumos
originarios de dissertacdes ou teses devem sofrer modificacdes, de modo a se apresentarem adequadamente como um

texto em nova formatacdo e atendendo as demais exigéncias da Revista em relacdo a ilustracdes, fotos, tabelas, etc.

b) Materiais e métodos - A descricao dos métodos usados deve ser suficientemente clara para possibilitar a perfeita
compreensao e repeticao do trabalho, ndo sendo extensa. Técnicas ja publicadas, a menos que tenham sido modificadas,
devem ser apenas citadas (obrigatoriamente).

c) Resultados - Devem ser apresentados com o minimo possivel de discussao ou interpretacao pessoal, acompanhados
de tabelas e/ou material ilustrativo adequado, quando necessario. Dados estatisticos devem ser submetidos a analises
apropriadas.

d) Discusséo - Deve se restringir ao significado dos dados obtidos, resultados alcancados, relacdo com o conhecimento

ja existente, evitando-se hipdteses nao fundamentadas nos resultados.

e) Conclusao - Devem estar baseadas no proprio texto.

2.7.3 Elementos pods-textuais

a) Referéncias - Devemn ser elaboradas de acordo com o Padrao Vancouver (International Committee of Medical Journal
Editors -ICMJE). As referéncias dever ser organizadas em ordem numérico crescente (algarismos arabicos), utilizando
duas maneiras para as citacdes no texto o sistema numérico sobrescrito **7-'? ou alfanumérico um autor Gatewood
31(2012), dois autores Cotti, Santos '2 (2016), trés autores Azer, Safi, Almeida 23 (2011) e mais que quatro autores Silva et
al.’® (2013). As abreviaturas dos titulos dos periddicos citados devem estar de acordo com as bases e/ou Portal de revista
BVS, Medline ou LILACS. A exatidao das referéncias é de responsabilidade dos autores. Serdo incluidas na lista final todas
as referéncias de textos que contribuiram efetivamente para a realizacao do trabalho, as quais, no entanto, de 20, exceto
artigos de revisao ja os originais nao devem ultrapassar o nimero maximo de 35. Quanto aos trabalhos citados no texto,
todos serao obrigatoriamente incluidos na lista de Referéncias. Informacdes verbais, trabalhos em andamento ou nao
publicados nao devem ser incluidos na lista de Referéncias; quando suas citacdes forem imprescindiveis, os elementos
disponiveis serao mencionados no rodapé da pagina em que ocorra a citacao.
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ANEXO B- PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

UNIVERSIDADE DE UBERABA - =%
UNIUBE W

'PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA
Titulo da Pesquisa: ASSOCIACAO ENTRE CONDICAO E COLONIZACAO ORAL E DESENVOLVIMENTO
DE PNEUMONIA ASSOCIADA A VENTILACAO MECANICA
Pesquisador: Ruchele Dias Nogueira
Area Tematica:
Versado: 1
CAAE: 76451423.0.0000.5145
Instituigdo Proponente: SOCIEDADE EDUCACIONAL UBERABENSE
Patrocinador Principal: Sociedade Educacional Uberabense

DADOS DO PARECER
Namero do Parecer: 6.589.589

Apresentagao do Projeto:

A presente proposta tem como titulo "ASSOCIACAO ENTRE CONDICAO E COLONIZACAQO ORAL E
DESENVOLVIMENTO DE PNEUMONIA ASSOCIADA A VENTILACAO MECANICA’, e estd sob a
responsabilidade da Dra. Ruchele Dias Nogueira. Trata-se de um estudo analitico ocbservacional, que
trabalha com a hipotese de que ha uma correlag8o positiva enfre a detecgado de espécies microbianas na
cavidade oral e aspirado traqueal de pacientes com Pneumonia Aspirativa por Ventilagdo Mecanica (PAVM).
Para isso, estima-se a participagdo de 60 voluntarios atendidos pela Unidade de Terapia Intensiva do
Hospital Regional de Uberaba, com indicagdo de intubagdo endotragueal. Os dados serdo tabulados e
tratados estatisticamente, sendo trabalhados dentro de um nivel de confianca de 95%.

Objetivo da Pesquisa:
Objetivo primario

Retira-se do texto:

“Investigar a correlacdo de detecgdo de bactérias no biofilme oral, saliva e aspirado traqueal de pacientes
com indicagdo de entubagdo e associar com o desenvolvimento de PAVM".

Enderego: Av.Nene Sabino, 1801

Bairro: Universitirio CEP: 338 055500
UF: MG Municipio: UBERABA
Telefone: (34)3319.8816 Fax: (34)3314.8910 E.mail: cep@uniube br

Pagra 07 de 04
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ANEXO C - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TEEMO DE COMNSENTIMENTO LIVEE E ESCLARECTDNO

Mome do participante da pesguisa:

Mome do responsavel

Titulo do projeto: ASSOCIACAO ENTRE COMDICAO E COLOMIZACAD ORAL E DESENVOLVIMENTO DE
PNEUMONIA ASSOCIADA A VENTILACAD MECANICA

Instituig3o onde serd rezlizado: Universidode de Ubergba Avenida Meng Sabing, 1801 - (34)33198913 & Hospital

Regional lase de Alencar
Responsavel: Ruchele Dios Nogueire Geraldo Martins, CRO/NG 51073 - ruchele nogueira@uniube. br.

CEP-UMNIUBE: Av. Mené Szbino, 1801- 38055-S500-Uberaba/MG, tel: 34-3315-8816 e-mail: cep@uniubs br

Voo esta sendo convidado para participar do projeto “ASSOCIACAD ENTRE CONDICAD E COLONIZACAD ORAL
E DESEMNVOLVIMENTD DE PMEUMORMNIA ASSOCIADA A 'lIENTIL.ﬁ.Cﬁ.D MECﬁLNICA", de responszabilidade dofa)
Profiz). Dria). Ruchele Dias Mogueirz Geralde Martins, cirurgid dentista registrada no Consslho Regional de
Odontologia de Minas Gerais com o n2 51079, O CEP/UMIUEE & um grupo de profissionais da Universidade de
Uberzba criado para defender as pessoas que participam da pesguiza para que nao sejam lesadas, tenham riscos

& que suas informagdes e identificacdes ndo sejam ezpalhadas.

Este projeto tem como objetivo detectar possiveis associagtes entre micro-organismos encontrados em amostras
tragueszl e oral, dados de cendicio oral & desenvolvimento de pneumonia apds = entubacdo. Este projeto se
justifica pela necessidade de se investigar o desenvalvimento de pneumonias em pacientes submetidos a
intubagdo tragueal, por aumentar os riscos de morte do paciente. Os micro-organismos envalvidos na infecgdo
580 muito variados, mas ha fortes evidéncias, de que, as bactérias da boca e as condigdes orais do paciente,

podemn estar aszocizdas ao desenvolvimento destas pneumanias.

Ze gceitar participar desse projeto, woce autoriza que, antes do processo de intubagdo e apds 4 dias seguintes e
depois uma vez na semana, cirurgides dentistas, envolvidos no projeto, rezlizem coletas de suz szliva e da massa
de bactérias gue == acumulam ao redor dos seus dentes. Em s=guida, realizem um exame dinico & limpeza da sua

boca. As amostras tragueais serdo coletadas pela equipe especializada na unidade.
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Estas amostras serdo encaminhadas para anélises laboratoriais para detecgdo de bacterizs. Os resultados destas
analises ficardo a sua disposicdo, para seu conhecimento. Apds as coletas iniciais vocg serd entrevistado e um
questionario sobre sua salde geral e odontoldgica. Apads esta entrevista, o pesquisador lhe dara instrugdes sobre
higiene & prevencio de doencas orais, como a carie & doenga periodontal. Estes dados poderdo dar informaces
aos profissionais e pacientes da importancia da boca e sua condigdo na prevencdo e desenvolvimento das

prisurnonias em intubados.

Os desconfortos serdoc minimos, pois as coletas nao causar2o dor @ ndo serdo invasivas. Os materiais serdo
coletados por pessoas experientes & que tomardo todo o cuidado para que nenhum risco ocorra. Se ocorrerem,
serao passageiras. Os seus dados serdo mantidos em sigilo e utilizados apenas com fins cientificos, tais comao
apresentagdes em congressos e publicac3o de artigos cientificos. Existe o risco de perda de confidencizlidade dos
dados, para que isto ndo ocorra sew nome ou qualguer identificac3o sus (voz, foto, etc) jamais aparecers. Os seus
dados serio confidenciziz e repassados para terceiros, somente apds a devida ancnimizacdo por codificacdo. Os
bancos de dados terdo senhas e somente os responsaveis pela pesguiza ter@o acesso &s informagdes do
questionario assegurando-ze o compromissoe profissional com o sigilo absoluto das informacdes no TCLE. Pela
sua participacdo no estudo, vocs ndo recebera nenhum pagamento e tambem ndo tara nenhum custo. Voo pode
parar de participar a qualguser momento, sem nenhum tipo de prejuize para voo® ou pars seu
tratamento/atendimeanto. Sinta-se 3 vontade para sclicitar, 3 qualguer momento, os esclarecimantos que voce
julgar necessarios. Caso decida-se por ndo participar, ou per ndo ser submetide a algum procedimento que lhe
for solicitado, nenhuma penalidade sera imposta a vocg, nem seu tratamento ou atendimento sera alterado ou

prejudicado.

Caso participe dessa pesguiss, voce podera ter acesso aos resultados encontrados, quando ela for concluida. Para

iszo deixe urm e-mail para envio:

Vooé recebera umia via desse termo, assinada pelo responsavel pela pesquisa, onde consta a identificacdo e os

telefones da equipe de pesquisadores, caso voce queira entrar em contato com eles.

Morme do pacienteresponsavel e assinatura

Prof. Dra Ruchele Dias Nogueira Geraldo Martins — CRO/MG 51079
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ANEXO D - FORMULARIO DA PESQUISA DADOS CLINICOS E PESSOAIS

IDENTIFICAGAO E HISTORIA SOCIAL

Mome:
Data de Nascimento Sexg: :I:I Masculina Etnia [auto-declarada ou declarada pelos
_f Femine MIS!'E%Q::::;} O Megra O amarelo
O parda O india
Cidade onde nasceu: Macionalidade: Ensine: O infantil O fundamental___
O médio: ____ O nio frequentz escola
Tipo de escola: O publica O particular
Mome da mde RG ou CPF
Idade: Profissdo:
MNome do pai RG ou CPF
Idade: Profissdo:
Mome do responsavel RG ou CPF
Idade: Profissdo:

Grau de escolaridade da mie
O analfabeto

O fundamental campleto
O médio completo

O superior completo

O fundamental incom pleto
O médio incompleta
0O superior incompleto

O pds graduacio

Grau de escolaridade do pai

O anzifabeto

O fundamental completo
O médio completo

O superior completo

O fundamental incompleto
O médio incompleto

0O superior incompleto

O pés graduacio

Grau de escolaridade do responsdvel
O anzifabeto O fundamental incom pleto
O fundamenzal completo O médic incompleto
O superior incomplato
O pss graduacio

O médio completo
a superior completo

Grau de parentesco do responsavel

Endereco Complemento
Bairro Cidade CEP
Quantos comodos tem sua casa? Quantas pessoas MOoram com Voce? Renda familiar:

Telefone [residencial) Telefone [comercial)

Celular Telefone de contato
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HISTORIA MEDICA

ANTECEDENTES FAMILLARES

Ha relato na familia de Diabetes, Epilepsia, Cardiopatia, Hipertensdo, Cdncer; Hepatite, Problemas

comportamentais ou neurologicos, AIDS, Sifilis: (anotar guais e grau de parentesco)

Doengas de infancia:
{ )sarampe { )caxumbal )catapora( )difteria | ) cogueluche | ) diabetes

{  Jbronguite [ Janemia { Jasma{ Jwvisdo( )audigdo ([ )coracao () pulmdes
[ ]pele [ Jestdmago(| }intestino| )figado { )rins [ ] bexiga
[ Jtiredide{ )hormaonal { ) hemorragial ) rinite alérgica

[ )outras. Especifique os problemas:

1a esteve hospitalizado? | Jndo [ ) sim. Motivo:

Temalergia? { Jndo [ )sim. A Qué?

Avacinacdo esta em dia?( Jndoc ([ ) sim Quais?:

13 teve/tem hoje algum dos problemas abaixo:
Hemorragias| ) Convulsdol ) Desmaios ( ) Froblema Cardiaco [ ) Diabetes| |
Febre Reumatica [ ) Aids | ) Anemia| ) Transtornos Alimentares [ ) Refluxo| )

Deficit de atengdo | ) Hperatividade { |} Problema comportamental { ) Doenca auto imune [ )

HISTORIA ODONTOLOGICA E HABITOS

CQuando procurou um dentista pelz ultima vez 7

Realizou o tratamento? | ] Sim | ] MN3o Qual o motiva?

Terminou o Tratamento? [ ) Sim { ) N3oc Qual o motivo?

Dieta: Avaliagdo do didrio alimentar (Cirurgifio Dentistz) [ ) Dieta cariogénica | ) Dieta n3o cariogénica

Com que frequéncia escova oz dentes? Em qual horario?

Usa fio dental? | ) M2o{ ] Sim. Quando?

Faz bochechos em casa?{ | MNao( ] Sim Qual produto?

Ja recebeu orientagdo de higiens bucal? [ 15im [ 1Mo [ )Mo zei
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EXAME CLINICO

1 ExameE Fisico GEraL  Altura: m Peso: kg

2 Exame Fisico Extra-Bucal
Ganglios linfaticos [ ) mormal { ) alterado, Obs:

ATM [ Vymormal { }alerado, Obs:

Musculatura Facial ) normal { ) alterado, Obs:

Simetria Facial ) ndo{ ) sim, Obs:

Perfil facial jreto | )convexo ([ )concavo

) adequado { ) inadequado

(

(
Linha media facial { ) normal [ ) alerado, Obs:

(

Selamento labial [

(

Respiracdo ymasal { ) bucal [ ) mista

3 Exame Fisico InTra-Buca
Alteracgo de tec. mole | ) ndo( ) sim, Obs:

4 Exame CLinico
Forma facial [ ) Mesofacial [ ) Braguifacial [ ) Dolicofacial
Perfil Facial [ }Reto { )Concavo [} Convexo
ODONTOGRAMA
18 17 1& L5 14 13 12 11 21 22 23 24 15 26 27 28
D) D] D e e D D DD D e D ] ] €

0 [0 04 50 5 04 04 54 B O
L= D D) De e Do) Do) D] L] e

=

b4 b9 54 bbb b9 BB B9 DD

4 [

Estado atual dos dentes

55 65 75 ES
e 54 74 B84
53 53 73 83
52 52 72 ¥
51 61 71 E1
1E 28 33 48
17 27 37 47
15 25 36 46
15 25 35 45
14 24 34 44
13 23 33 43
12 22 3z 4z

11 21 31 41







