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RESUMO

A colonizagdo do trato respiratério por leveduras do género Candida é apontada, atualmente, como um
fator de risco potencial para o desenvolvimento da pneumonia associada a ventilagdo mecanica em
pacientes imunossuprimidos. Este estudo teve como objetivo investigar a presenca de Candida spp. em
equipamentos de suporte ventilatério de pacientes internados na unidade de terapia intensiva do HU-
FURG. As amostras foram coletadas semanalmente, no periodo de marco a junho de 2011, por friccdo de
swab estéril na superficie interna dos conectores do circuito de ventilagdo mecéanica, na conexao imediata
ao traqueotubo (TET). Os swabs foram acondicionados em meio de transporte e 0 processamento
laboratorial ocorreu em, no maximo, duas horas. No laboratério foi realizado o cultivo em &agar de
Sabouraud dextrose e ap6s a incubacdo (sete dias a 25°C) as colonias foram identificadas e
quantificadas. Foram obtidas 59 amostras, das quais 31 (54,3%) apresentaram cultivo positivo para
Candida spp., com média de 69,09 UFC (unidades formadoras de col6nias) por amostra (+108,88).
Provas fenatipicas e bioquimicas foram realizadas em 24 dos 31 isolados (75%), permitindo identificar 19
(79,2%) como C. albicans e cinco isolados (20,8%) como C. tropicalis. A média de UFC isolada diferiu
entre as espécies, sendo de 188,2 UFC(+153,3) nas amostras com resultado positivo para C. tropicalis e
de 40,7UF(+75,9) para C. albicans (p=0,09). Uma amostra apresentou crescimento leveduriforme misto
com colénias fungicas de C. albicans coexistentes com C. tropicalis. Em relagcéo aos pacientes referentes
aos TET incluidos no estudo, 30 eram idosos (>60 anos), 22 eram infectados pelo HIV e 12 diabéticos. O
tempo médio de permanéncia em ventilacdo mecanica foi de 12,6 dias (+14,7), com méaximo de 67 dias.
Nao foi encontrada diferenga significativa no isolamento de Candida spp. das amostras quanto a estas
varidveis estudadas, todas resultando em valores de p>0,05. O estudo evidenciou a presen¢a de fungos
leveduriformes oportunistas e produtores de biofilme do género Candida na superficie interna dos
conectores de circuitos de ventilacdo mecanica, sugerindo possivel colonizagdo traqueobrdnquica dos
pacientes internados na UTI submetidos a ventilagdo mecanica.
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ABSTRACT

Candida spp. IN SURFACE OF HOSPITAL EQUIPMENT

OF VENTILATORY SUPPORT TO CRITICAL PATIENT
The colonization of the respiratory tract by Candida species is identified as a potential risk factor for the
development of Ventilator Associated Pneumonia in immunocompromised patients. Thus, this study aims
to investigate the presence of Candida spp. in equipment of ventilatory support to patients admitted to the
intensive care unit of the HU-FURG. Samples were collected weekly from March to June 2011, by rubbing
a sterile swab on the inner surface of the circuit connectors for mechanical ventilation in immediate
connection to endotracheal tube. The swabs were placed in a transport and laboratory processing
occurred within two hours at most. In the laboratory the culture was performed on Sabouraud dextrose
agar, and after incubation (seven days at 25° C) the colonies were identified and quantified. A total of 59
samples were obtained, of which 31 (54.3%) had positive culture for Candida spp., with an average of
69.09 CFU (colony forming units) per sample (+ 108.88). Phenotypic and biochemical evidence were
performed in 24 of 31 isolates (75%), identifying 19 isolates (79.2%) as C. albicans and five isolates
(20.8%) as C. tropicalis. The average CFU isolated differed significantly between species: 188.2 CFU
(£153.3) in the samples with positive result for C. tropicalis and 40.7 CFU (+£75.9) for C. albicans (p=0.09).
One sample presented co-culture of C. albicans with C. tropicalis. Regarding the patient intubated and
mechanically ventilated, there were 30 elderly (>60years old), 22 HIV-positive and 12 diabetic patients. The
average time spent on mechanical ventilation was of 12.6 days (+ 14.7), with a maximum of 67 days.
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These variables did not show significant difference in the isolation of Candida spp. with results of p>0.05.
The study revealed the presence of opportunistic yeasts and biofilm producers of the genus Candida on
the inner surface of the circuit connectors for mechanical ventilation, suggesting a possible
tracheobronchial colonization of the intensive care unit patients undergoing mechanical ventilation.

KEYWORDS: colonization, endotracheal tube, ventilator associated pneumonia

RESUMEN
Candida spp. EN LA SUPERFICIE DE EQUIPAMIENTO HOSPITALARIO DE SOPORTE
VENTILATORIO A PACIENTES EN ESTADO CRITICO

La colonizacién del tracto respiratorio por especies de Candida se identifica como un factor de
riesgo potencial para el desarrollo de neumonia asociada a ventilacion mecanica en pacientes
inmunocomprometidos. El estudio tuvo como objetivo investigar la presencia de Candida spp. en los
equipos de soporte ventilatorio de pacientes ingresados en la unidad de cuidados intensivos del HU-
FURG. Las muestras fueron colectadas semanalmente de marzo a junio de 2011, por el roce de un
hisopo estéril en la superficie interna de los conectores del circuito de ventilacion mecanica,
conectada directamente con el tubo endotraqueal (TET). Los hisopos fueron colocados en un medio
de transporte y el procesamiento de laboratorio se produjo en un maximo de 2 horas. En el
laboratorio de Micologia se realizé cultivo en agar Sabouraud dextrosa y después de la incubacién
(siete dias a 25° C) las colonias fueron identificadas y cuantificadas. Un total de 59 muestras se
obtuvieron, de los cuales 31 (54,3%) tuvieron cultivo positivo para Candida spp., con la media de
69,09 FC por muestra (+ 108,88). Las pruebas fenotipicas y bioquimicas se realizaron en 24 de los
31 aislamientos (75%), para identificar a 19 (79,2%) como C. albicans y cinco aislamientos (20,8%)
como C. tropicalis. La media de UFC aislado diferia entre especies, siendo 188,2 UFC (+153,3) en
las muestras con resultado positivo para C. tropicalis y 40,7 UFC (+ 75,9) para C. albicans (p =
0,09). Una de las muestras presenté el co-cultivo de C. albicans con C. tropicalis. Teniendo en
cuenta los pacientes con respecto a la TET incluidos en el estudio, 30 eran personas de edad
avanzada (>60 afios), 22 eran IHV-positivos y 12 diabéticos. La duracion media de la ventilacién
mecénica fue de 12,6 dias (+14,7), con un maximo de 67 dias. No hubo diferencia significativa en el
aislamiento de Candida spp. sobre estas variables, con el resultado de los valores de p> 0,05. El
estudio revel6 la presencia de levaduras oportunistas y productoras de la biopelicula género
Candida en la superficie interna de los conectores de circuito para la ventilacion mecanica, lo que
sugiere una posible colonizacién tragueobronquial de los pacientes de la UCI sometidos a
ventilacién mecénica.

PALABRAS CLAVE: colonizacién, tubos endotraqueales, neumonia asociada a ventilacién mecéanica

1 INTRODUCAO

Leveduras do género Candida estao
entre os patdgenos oportunistas mais
frequentemente encontrados nas unidades
de terapia intensiva, causando infeccdes
graves e potencialmente fatais'*®. Como
comensal esta levedura comple a
microbiota oral e intestinal de individuos
saudaveis, podendo desenvolver infecctes
oportunistas invasivas em pacientes
imunocomprometidos que tendem a evoluir
como infecgdes sistémicas com alto indice
de morbimortalidade®®.

A transformacéo dessa levedura de
comensal em patdgeno esta diretamente
relacionada com a imunidade do
hospedeiro e com a capacidade de adesao
da cepa a mucosa do hospedeiro,
producdo de enzimas liticas, producdo de
filamentos e habilidade de formar biofiime
em superficies abidticas, como o polimero
do tubo endotraqueal (TET), cateteres,
sondas, dispositivos intrauterinos, valvulas
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de implante cardiaco, proéteses acrilicas,
entre outras®®"%7,

O biofilme se caracteriza como um
aglomerado de microrganismos aderidos a
uma superficie inerte, protegidos por uma
matriz extracelular cuja complexidade é
determinada pela producdo de metabdlitos
na interacdo entre 0S microrganismos
dessa comunidade. Apresenta padrfes
fisico-quimicos, estruturais e nutricionais
particulares, que promovem um padrdo de
resisténcia aumentado contra a barreira
imunologica do hospedeiro, bem como
guanto a acdo de antimicrobianos e
antifingicos, formando um ecossistema
independente capaz de se dispersar e
disseminar patégenos*®°1%**,

Estudos recentes apontam a
colonizagao do trato respiratério por Candida
spp. como um fator de risco potencial para o
desenvolvimento da pneumonia associada a
ventilagdo mecanica, relacionando ainda
como fatores de relevancia clinica a
imunossupressdo do hospedeiro, a alta
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concentracdo  traqueobrbnquica  dessas
leveduras, o potencial de broncoaspiragéo
de patégenos e a capacidade que a Candida
spp. tem de formar biofilme e interagir com
outros patégenos, potencializando ou
predispondo ao desenvolvimento  de
infeccBes oportunisticas™****2

Nesse sentido, este estudo teve
como objetivo investigar a presenca de
leveduras do género Candida na superficie
interna de uma porcdo do circuito de
ventilagdo  mecénica em  pacientes
submetidos a intubacdo endotraqueal ou
endocanula de cricotireoidectomia.

2 MATERIAL E METODOS

Este estudo foi desenvolvido no
laboratério de Micologia da Faculdade de

Medicina — FAMED-FURG. As amostras
foram coletadas na Unidade de Terapia
Intensiva do Hospital Universitério Dr.
Miguel Riet Correa Jr., da Universidade
Federal do Rio Grande. Essa unidade de
internacdo dispbe de seis leitos, sendo um
de isolamento, e atende pelo SUS, em
média, 140 usuarios por ano.

Durante um periodo de trés meses,
foram coletadas amostras da superficie
interna  dos conectores de circuito dos
aparelhos de ventilagdo mecénica na porgao
de conexdo imediata ao tubo endotraqueal
ou endocanula de cricotireoidectomia (Figura
1), semanalmente, por meio da friccdo de
swab estéril. Os swabs foram
acondicionados em meio de transporte até o
processamento laboratorial, para evitar
ressecamento e perda da amostra.

FIGURA 1 — Porgdo do circuito de ventilagdo mecanica, demonstrando o local selecionado para a coleta das
amostras: conexdo do circuito ao traqueotubo, anterior ao filtro do sistema.

No Laboratério de Micologia da
FAMED-FURG, as amostras foram
semeadas por espalhamento, por meio de
friccdo do swab em toda a superficie do
agar de Sabouraud acrescido de
cloranfenicol, disposto em placas de Petri.
Apl6s sete dias de incubagdo a 25°C e
monitoramento diario do cultivo, foi
realizada identificacdo dos agentes
isolados e contagem das unidades
formadoras de col6nias (UFC). As colbnias
fungicas foram fenotipicamente
identificadas quanto ao género. Na andlise
macromorfolégica foram observadas as
caracteristicas de cor, textura, superficie e
tempo de crescimento das colbnias, e na
micromorfologia foram consideradas as
caracteristicas dos blastoconidios, como
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formato, tamanho e gemulacdo e a
presenca de pseudo-hifas.

Para identificacdo da espécie de
Candida isolada, as colbnias foram
purificadas e submetidas a provas de
microcultivo em Agar fubd e tubo
germinativo. O subcultivo em Chromagar a
37°C, por 24 a 48 horas, além de auxiliar na
identificacdo da espécie, foi utilizado para
identificar culturas com crescimento misto
de mais de uma espécie de Candida. A
confirmacé@o da identificagdo dos isolados
pelos testes fenotipicos descritos acima foi
realizada por provas bioquimicas de método
comercialmente disponivel (Vitek2®).

Dados referentes a idade,
comorbidades e tempo de permanéncia
em ventilacdo mecénica dos pacientes
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foram coletados a partir do livro de
registros de enfermagem. Para avaliacdo
dos resultados foram utilizadas andlises
descritivas, teste de qui-quadrado para
variaveis categoricas e teste de t para
variaveis quantitativas. O projeto foi
aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa
da Area da Salde da Universidade Federal
do Rio Grande — CEPAS/FURG, por meio
do parecer n°07/2011, CEPAS 652010.

3 RESULTADOS

Ao final do periodo de trés meses
foram obtidas 59 amostras da superficie
interna dos conectores das traquéias dos
aparelhos de ventilagdo mecanica, das
quais 31 (54,3%) apresentaram cultivo
positivo para Candida spp., caracterizadas
por crescimento fungico leveduriforme,
colénias de coloracdo branca ou creme
com superficie lisa e textura cremosa,

apresentando blastoconidios arredondados
ou ovais de tamanho médio e com
gemulacdo Unica. As provas fenotipicas e
bioguimicas foram realizadas em 24 dos
31 isolados (75%), permitindo identificar 19
(79,2%) como C. albicans e cinco isolados
(20,8%) como C. tropicalis. Os isolados
restantes permaneceram identificados
somente em género, sendo caracterizados
como Candida spp. Uma amostra
apresentou crescimento leveduriforme
misto com coldnias fungicas de C. albicans
coexistentes com C. tropicalis.

A média de unidades formadoras
de coldnias flngicas leveduriformes
encontrada foi de 69,09 (+108,88),
variando de 1UFC a >300UFC por amostra
coletada. Cerca de 50% das amostras
resultaram em isolamento de mais de
100UFC de Candida spp. (Figura 2).

M 1-100 UFC

& 100-300UFC

i acima de 300UFC

FIGURA 2 — Percentagem de unidades formadoras de colénias de Candida spp. isoladas de superficie interna de

equipamentos de suporte ventilatorio.

Considerando a quantidade de
UFC por espécie isolada, das cinco
amostras positivas para C. tropicalis, trés
(60%) apresentaram mais de 300 UFC,
enguanto somente uma amostra positiva
para C. albicans (5,3%) resultou neste
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isolamento massivo de UFC (Figura 3). A
média de UFC isolada diferiu entre as
espécies, sendo de 188,2UFC (+153,3)
nas amostras com resultado positivo para
C. tropicalis e de 40,7UFC (£75,9) para C.
albicans (p=0,09).
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FIGURA 3 — Percentagem de amostras com distintas quantidades de unidades formadoras de colbnias

leveduriformes de acordo com a espécie de Candida.

As 59 amostras obtidas foram
provenientes do TET de 33 pacientes,
sendo alguns deles submetidos a mais de
uma coleta. Resultado positivo para
isolamento leveduriforme do conector do
TET foi encontrado em 63% dos pacientes
incluidos no estudo. Em relacdo a esses
pacientes, 15 eram idosos (cinco
portadores de diabetes) e 13 eram
infectados pelo HIV. O tempo médio de
permanéncia em ventilagdo mecénica foi
de 12,6 dias (DP: 14,7), com maximo de
67 dias. Ndo foi encontrada diferenca
significativa no isolamento de Candida spp.
das amostras quanto a essas variaveis
estudadas, todas resultando em valores de
p>0,05.

4 DISCUSSAO

Este estudo avaliou a presenca de
Candida spp. em uma porc¢ao (conector do
TET) do circuito de ventilacdo mecanica,
demonstrando positividade em mais da
metade das amostras coletadas.
Observando que a superficie analisada
permanece em contato constante com as
secrecdes oriundas do trato
traqueobrénquico, pode-se presumir que a
taxa de positividade de cerca de 50% seja
correspondente aos niveis de colonizagédo
traqueobrénquica dos pacientes,
apontando para o carater endogeno da
contaminacdo. Esses valores estdo de
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acordo com o estudo desenvolvido por
Ader et al. (2008), que encontrou resultado
positivo para colonizacéo
traqueobronquica por Candida spp. em
69% de 214 pacientes submetidos a
ventilacio mecanica®.

Segundo Ader et al. (2008), as taxas
de colonizacao traqueobrénquica
aumentam em 31% apos 15 dias de
ventilacdo mecénica e em 34% apos 30
dias, o que torna o maior tempo de
exposicdo a ventilagcdo mecanica um fator
de risco para pneumonia associada a
ventilacdo mecanica, determinada pela
elevacdo das taxas de concentracdo de
patégenos na via traqueobrbnquica,
associada ao fenébmeno de contiguidade e
imunossupress@ao do hospedeiro®. No
entanto, no presente estudo, o tempo de
permanéncia dos pacientes em ventilacao
mecénica ndo teve influéncia no
isolamento de Candida spp. das amostras.
Provavelmente esse fato esta relacionado
a rotina de troca dos conectores dos quais
foram colhidas as amostras — a cada 24
horas, o que minimiza a proliferacdo
microbiana no local e impede a
colonizacdo massiva por Candida spp. e,
consequentemente, a formagdo do
biofilme.

As amostras apresentaram em
média 69,9UFC de Candida spp., e cerca
de 30% atingiram taxas superiores a
100UFC. Estudo desenvolvido por Rello et
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al. (1998), demonstrou que 24 dos 28
pacientes estudados submetidos a
ventilacdo mecénica por mais de 48h
apresentaram taxas acima de 103UFC/ml
de Candida spp. por amostra de aspirado
traqueal™. Essa diferenca na quantificacéo
de leveduras isoladas esti associada ao
tipo de amostra estudada, superficie do
conector versus secrecao respiratéria do
paciente, bem como ao método de coleta
utilizado, swab versus aspirado, sendo os
Ultimos mais fidedignos da determinagéo
de colonizagdo microbiana e, portanto,
determinantes de valores mais altos de
isolamento em cultivo.

A espécie predominante nas
amostras de superficie foi C. albicans,
seguida de C. tropicalis, sendo a média de
UFC maior nas amostras com isolamento
de C. tropicalis do que de C. albicans.
Resultados similares foram descritos por
Gasparetto et al. (2005), que encontraram
no estudo da mucosa oral de 220
pacientes 42% de fungos leveduriformes,
sendo 70% do total de leveduras isoladas
identificados como C. albicans e 12%
como C. tropicalis'®. Experimentos in vitro
apresentados por Douglas (2003) afirmam
gue C. albicans é a maior produtora de
biofilme entre as espécies de Candida, o
gue explica a prevaléncia da C. albicans
nos isolados da superficie interna dos
equipamentos de ventilagio mecanica®’.
Quanto a C. tropicalis, Douglas (2003)
relata a habilidade aumentada desta
espécie para producao de biofiime quando
dispbe de um meio rico em glucose,
apontando como risco a condicdo
terapéutica a que o paciente é submetido
na Unidade de Tratamento Intensivo,
como, por exemplo, o uso da nutricao
parenteral total por acesso venoso de
insercdo central'’. Outro fator importante a
ressaltar em relacdo a C. tropicalis foi
descrito por Pfaller et al. (2011) e se refere
a resisténcia aos antifungicos fluconazol e
equinocandinas, citando uma taxa de 3,3%
das cepas de C. tropicalis de origem
nosocomial com resisténcia intrinseca ao
fluconazol™.

Crescimento misto de C. albicans e
C. tropicalis foi detectado em uma amostra
proveniente de um paciente com
diagnéstico prévio de SIDA (sindrome da
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imunodeficiéncia adquirida), o que esta de
acordo com Smith-Westhausen et al.
(2004), que, investigando a microbiota oral
de 121 individuos infectados pelo HIV,
encontraram trés casos de cultivo misto
associando C. albicans a C. glabrata, a C.
tropicalis e a C. krusei®®. Similarmente,
Sanita (2011), em estudo da microbiota
oral de pacientes diabéticos, encontrou
40% das amostras com crescimento de C.
albicans e C. glabrata; 36,5% de C.
albicans e C. tropicalis, e 19,2% de C.
albicans, C. glabrata e C. tropicalis,
associando esse isolamento misto ao mau
prognéstico do paciente (p<0,01)*°.

Estudo desenvolvido por Willis et al.
(2000) demonstra taxa de colonizacdo da
microbiota oral por Candida spp. de 77%
em pacientes insulino-dependentes’’. Essa
alta taxa é determinada pela adesdao do
fungo a mucosa oral promovida pelo
aumento da concentracdo da glicose
salivar, que, por sua vez, é determinada
pelo desequilibrio da glicemia e decorrente
degeneragdo microvascular observada em
pacientes diabéticos™. Segundo Moyes e
Naglik (2011), 90% dos pacientes SIDA
desenvolvem candidose oral, sendo essa
infeccdo preditora de baixa imunidade2. A
suscetibilidade a candidiase oral em
idosos esta relacionada a fragilidade da
mucosa, determinada pela higiene oral
precaria, como consequéncia do
comprometimento da capacidade
funcional, perda dos dentes e xerostomia
causada pela associacdo de farmacos de
uso continuo e supermedicacgdo, além do
desenvolvimento de doencas
degenerativas e presenca de patologias
multiplas que caracterizam depressao do
sistema imune®®. No entanto, no
presente estudo, a investigacdo da
superficie interna dos conectores do
circuito de ventilagdo mecanica, que
evidenciou 18,2% de amostras positivas
associadas a casos de diabetes, 30,3%
associadas a HIV e 48,5% associadas a
idade igual ou superior a 60 anos, nao
encontrou diferenca significativa entre
grupos, provavelmente devido a limitacdo
do pequeno ndmero de pacientes
incluidos, resultando em falta de poder
estatistico.
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Cabe ressaltar que a cavidade
orofaringea pode ser a fonte primaria de
colonizacao traqueobrénquica por
patégenos oportunistas, e o0 procedimento
de intubacdo endotraqueal é responsavel
por carrear patégenos e facilitar a
producdo do biofilme, predispondo ao
desenvolvimento da pneumonia
nosocomial associada a ventilacdo
mecanica®?. Nesse sentido, considera-se
de suma relevancia a adocao do Protocolo
de Cuidados Orais ao Paciente Critico,
incluindo a clorexidina na higiene oral
como medida preventiva para o controle da
pneumonia nosocomial associada a
ventilacdo mecanica®?. O uso de técnica
asséptica para intubacdo endotraqueal e
aspiracdo do TET também minimiza os
riscos de contamina(;éozs; assim como a
lavagem e antissepsia das maos
permanece como agdo prioritaria para o
controle das infec¢gdes nosocomiais™, e a
assisténcia odontolégica ao paciente
critico, executada por  profissional
especializado, configura estratégia de
prevencao, protecdo e promog¢do da saude
do paciente submetido a terapia de
cuidados intensivos®'.

5 CONCLUSAO

O estudo evidenciou a presenca de
fungos leveduriformes oportunistas e
produtores de biofiime do género Candida
na superficie interna dos conectores de
circuitos de ventilacdo mecanica,
sugerindo possivel colonizacao
traqueobrénquica dos pacientes internados
na UTI submetidos a ventilagdo mecanica.
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