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RESUMO

Objetivos: Verificar a prevaléncia de Bactérias Potencialmente Patogénicas (BPP) e seu
perfil de resisténcia antimicrobiana em aspirados traqueais de criangcas com
traqueostomia; comparar desfechos clinicos entre pacientes colonizados e néo-

colonizados por BPP e com o nimero de bactérias colonizantes;

Metodos: Foram incluidos todos os pacientes entre 0-18 anos que foram submetidos a
troca de canula de traqueostomia pela equipe de otorrinolaringologia do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre entre outubro de 2017 e dezembro de 2018. Durante o ato da
troca de canula foi realizado aspirado traqueal e a secrecdo foi encaminhada para exame
cultural e teste de susceptibilidade a antibidticos. Os dados clinicos foram pesquisados no

prontuério eletrdnico dos pacientes.

Resultados: Foram elegiveis para o estudo 54 pacientes. Entretanto, o exame cultural ndo
pdde ser realizado em 10 amostras devido a contaminagdo das mesmas por elementos de
via aérea superior e foram considerados perdas. A prevaléncia de BPP no aspirado
traqueal foi de 97,7% e somente em uma cultura ndo houve crescimento de BPP (2,3%);
portanto, esta ndo foi incluida na comparacéao entre grupos. A mediana de idade foi de 3
anos e a mediana de idade na realizacdo da traqueostomia foi de 9,3 meses. Pseudomonas
aeruginosa foi a bactéria mais prevalente (56,9%) e apresentou resisténcia a gentamicina,
a amicacina e ao cefepime em 36% 28% e 12% dos casos, respectivamente. A resisténcia
da P. aeruginosa a gentamicina e ao cefepime teve associacdo com o nimero de classes
de antibioticos utilizados nos 12 meses precedentes da coleta (ambos p=0,04) e também
com o numero de internagBes hospitalares no mesmo periodo de tempo, sendo mais
prevalentes naqueles que internaram duas ou mais vezes (p=0,03 e p=0,02,

respectivamente). N&o houve diferenca estatisticamente significativa entre 0os pacientes



colonizados por P. aeruginosa e aqueles colonizados por outras cepas. Staphylococcus
aureus foi encontrado em 9,1% das culturas, sendo que nenhum deles era Staphylococcus

aureus resistente a meticilina (MRSA).

Conclusao: A prevaléncia de BPP foi de 97,7%, sendo que a principal bactéria
colonizante foi a P. aeruginosa e ndo houve crescimento de MRSA. Além disso, os dados
sugerem uma associacdo entre a resisténcia antimicrobiana da P. aeruginosa com 0 uso

prévio de antibioticoterapia e com o nimero de internac6es hospitalares.

Palavras-chave: Criancas, traqueostomia, aspirado traqueal, via aérea pediatrica,

cultural de via aérea



ABSTRACT
Tracheal aspirate bacterial cultures and antimicrobial resistance profile from

children with tracheostomy: a study in a tertiary hospital in Brazil

Objectives: To verify the prevalence of Potentially Pathogenic Bacteria (PPB) and their
antimicrobial resistance profile in tracheal aspirates of children with tracheostomy. To
compare clinical outcomes between children with colonized and not colonized airway and

the number of colonizing bacteria.

Methods: A cross-sectional study was conducted in patients aged 0-18 years who all
underwent tracheostomy cannula change performed by the Otolaryngology Unit from
Hospital de Clinicas de Porto Alegre between October, 2017 and December, 2018.
Patients submitted, at the time of cannula change, to a tracheal aspirate through the
tracheostomy. Then, the collected secretion was sent to bacteriological cultures and
antimicrobial susceptibility testing. Clinical data were reviewed in the patients’ electronic

medical records.

Results: Fifty-four patients met the inclusion criteria for the study. However, in 10
patients the aspirates could not be cultured due to sample contamination with upper
airway elements and were considered as losses. There was no bacterial growth in just one
culture and it was not included for comparisons. PPB prevalence in tracheal aspirates was
97.7%. Median age of patients was 3 years-old and median age at the tracheostomy was
9.3 months-old. Pseudomonas aeruginosa was the most prevalent bacteria (56.9%) and it
was resistant to gentamycin, amikacin and cefepime in 36%, 28% and 12% of the culture
tests, respectively. P. aeruginosa resistance to gentamycin and to cefepime showed

association with the number of antibiotic classes used in the 12 months before enrollment



(both p=0.04) and with 2 or more hospital admissions in the same period (p=0.03 and
p=0.02, respectively). There was no difference between patients colonized with P.
aeruginosa and those colonized by other bacteria. Staphylococcus aureus (SA) was

isolated in 9.1% and there was no MRSA.

Conclusion: It was found a 97.7% prevalence of PPB in the cultured aspirates; the most
prevalent bacterium was P. aeruginosa and there was no MRSA identification. Data
suggest an association between P. aeruginosa antimicrobial resistance with previous use

of antibiotic therapy and with the number of hospital admissions.

Keywords: children, tracheostomy, tracheal aspirate, airway, airway culture
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1 INTRODUCAO

A traqueostomia (TQT) consiste em uma cirurgia de acesso a via aérea atraves da
realizacdo de uma abertura na traqueia e a colocacéo de uma canula pelo estoma recém-
formado. E um procedimento salvador de vidas, pois é classicamente usado para transpor
uma obstrucdo de via aérea alta, a qual poderia causar parada respiratoria e
consequentemente a morte do individuo. Ha varios relatos de seu uso ao longo da histéria
em adultos, sendo os mais antigos que se tem conhecimento aquele do "Ebers Papyrus"
e o do livro Hindu de medicina "RigVeda", os quais se acredita terem sido escritos no
periodo de 1500 a.C. a 1500 d.C. J& em pacientes pediatricos, 0 primeiro caso de sucesso

foi relatado em 1801 (GRILLO, 2003; MYER; COTTON, 1995).

Apesar da TQT existir ha muitos seculos, o perfil de criancas que sdo submetidas
a essa cirurgia mudou nas ultimas décadas (WATTERS, 2017). A introducdo das vacinas
contra H. influenzae e C. diphteriae nos anos de 1970 e 1980, junto com a modernizacédo
e a qualificacdo das Unidades de Terapia Intensiva (UTI) pediatricas e neonatais foram
as provaveis responsaveis por essa importante mudan¢a. Houve uma diminui¢do dos
casos de obstrucdo de via aérea devido a causas inflamatérias agudas e um aumento na
sobrevida de pacientes graves, com alteracdes craniofaciais e/ou com patologias crénicas
(cardiopulmonares, genéticas e neuroldgicas principalmente). Esses pacientes necessitam
da TQT como medida de suporte para ventilagdo mecanica (VM) prolongada, para
melhorar a higiene bronquica com aspiracdo de secrecfes ou até mesmo para evitar
sequelas laringeas devido a intubacao orotraqueal, entre outras indicacdes (CARRON et
al., 2000; DURSUN; OZEL, 2011; LEWIS et al.,, 2003; OGILVIE et al., 2014

WATTERS, 2017)
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A TQT necessita de cuidados de rotina intensivos, pois a ocluséo da canula por
uma rolha de secre¢do ou mesmo uma decanulacdo acidental pode ter um desfecho grave
(CARRON et al., 2000; DIRECTORS, 2000). Faz parte dessa rotina a aspiracao traqueal,
a qual pode variar muito de frequéncia, dependendo da quantidade e das caracteristicas
da secrecdo. Também € necessario realizar trocas periddicas da canula. N&o existe, porém,
um consenso sobre essa periodicidade, sendo sugerida pela American Thoracic Society
(ATS) (DIRECTORS, 2000) que a troca seja semanal ou mensal com o propdsito de
impedir a formac&o de muco nas paredes da mesma e diminuir a formacéo de granulomas,
a quantidade de formacao de biofilmes bacterianos e infec¢des traqueais e/ou pulmonares.
Por outro lado, as recomendacGes da ATS sao baseadas na realidade dos servigos de saude
nos Estados Unidos e Canad4, a qual é bastante diferente daquela que o Servico Unico de
Saude (SUS) do Brasil tem que lidar. Devido a demanda de pacientes e a todos 0s custos
que envolvem o procedimento da troca de canula, seria impossivel realiza-los tdo
frequentemente. Assim, no Servico de Otorrinolaringologia do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre a troca € realizada, em média, a cada trés meses, seguindo diretrizes da
Academia Brasileira de Otorrinolaringologia Pediatrica e Sociedade Brasileira de

Pediatria (AVELINO et al., 2017).

Os métodos de coleta utilizados para verificar a colonizagdo bacteriana da via
aérea de pacientes traqueostomizados variam conforme a populacdo estudada, sendo os
mais comuns o swab de orofaringe e a aspiracdo atraves da TQT ou através de tubo
endotraqueal (TET). Mesmo utilizando métodos de coleta diferentes, estudos sempre
demonstram uma alta prevaléncia de colonizacdo bacteriana na via aérea de pacientes
com TQT, a qual varia entre 76% e 100% (BROOK, 1979; NIEDERMAN et al., 1984;

POZZI et al., 2014).
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As bactérias mais frequentemente encontradas s@o a P. aeruginosa e o S. aureus
(BROOK, 1979; MORAR et al., 2002a; NIEDERMAN et al., 1984; POZZI et al., 2014).
A presenca dessas e de outras BPP esta associada com formacao de tecido de granulacéo
e complicacdes infecciosas pds-laringotraqueoplastias (NOURAEI et al., 2006; SIMONI;

WIATRAK, 2004).

A prevaléncia de S. aureus variou de 51 a 74% em estudos realizados em paises
desenvolvidos, sendo que em um estudo americano foram encontradas cepas resistentes
a meticilina em 56% de sua amostra (MCCALEB et al., 2016; POZZI et al., 2014;
SANDERS et al., 2018). Por outro lado, estudo realizado por El Cheikh et al. (2018), no
Brasil, quando comparado com os estudos supracitados, mostrou menor prevaléncia de S.
aureus (27,7%), assim como também ndo encontrou nenhum S. aureus resistente a

meticilina (MRSA).

Portanto, o conhecimento sobre quais microrganismos estdo presentes nas TQTS
e sua resisténcia antimicrobiana assim como o impacto clinico que isso determina € muito
importante. Esse conhecimento pode propiciar o desenvolvimento de futuros estudos
avaliando se o tratamento antimicrobiano e outras estratégias de manejo poderiam
modificar desfechos desfavoraveis como a granulacdo de via aérea e as complicagdes
infecciosas. Dessa forma, poderia prevenir eventos associados ao comprometimento na
qualidade de vida da crianca e, possivelmente, contribuir para a decanula¢do mais precoce

naqueles pacientes elegiveis.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 PRINCIPAIS CARACTERISTICAS DOS ESTUDOS

A maioria dos estudos encontrados foi realizada nos Estados Unidos da América
(EUA), seguida por paises europeus; os demais tiveram localidades bem distintas (Israel,

Canada e Coréia do Sul) e somente um deles foi realizado no Brasil.

As caracteristicas dos estudos encontrados foram diversos, provenientes de uma
grande variedade de individuos estudados, tendo sido incluidas criancas em reabilitacdo
por lesdo neuroldgica aguda, em ventilacdo mecanica de curto e longo prazo, submetidas
a cirurgias de reconstrucdo laringotraqueal, em internacdo hospitalar e em
acompanhamento ambulatorial. 1sso refletiu nos resultados que sdo semelhantes quanto
as prevaléncias de colonizacdo por BPP, porém diferem no quesito de qual bactéria € a
mais prevalente, quanto as principais indicacdes de TQT e quanto a resisténcia

antimicrobiana.

O principal método utilizado para analise dos desfechos foi a revisdo de prontuario.

A maioria dos estudos possui numero pequeno de individuos estudados.

2.2 PRINCIPAIS CARACTERISTICAS QUANTO AS INDICACOES DA

TRAQUEOSTOMIA

A TQT é um meio de acessar a via aérea tanto de pacientes com afeccdes agudas
como croénicas e, nesses ultimos, geralmente vém associadas com comorbidades clinicas
importantes, o que torna essa populacéo bastante heterogénea. Outro fator que corrobora
para essa heterogeneidade é o fato de que o perfil das criancas estudadas depende das

principais especialidades clinicas e cirurgicas atuantes nos locais dos estudos.
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De maneira geral, a realizacdo da TQT ocorreu até o primeiro ano de vida
(variacdo de mediana entre 0,28 a 1,01 anos) (AL-SAMRI et al., 2010; MCCALEB et al.,
2016; MORAR et al., 1998; SANDERS et al., 2018), porém em um estudo ela foi
realizada com maior frequéncia em criancas com mediana de 8 anos de idade (GRONHOJ
etal., 2017). Os principais motivos para realizacdo da TQT variaram conforme a amostra
estudada. Na maior parte dos artigos, a obstrucdo de via aérea associada ou ndo a
alteracdes craniofaciais foi o fator mais prevalente, com variacdo de 58% a 77,7% (AL-
SAMRI et al., 2010; CLINE et al., 2012; SANDERS et al., 2018). Outras indicacfes
vistas frequentemente foram alteracdes neuroldgicas, ventilagdo mecanica prolongada,
insuficiéncia respiratoria, doencas neuromusculares, paralisia cerebral, prematuridade,
entre outras (AL-SAMRI et al., 2010; CLINE et al., 2012; GRONHOJ et al., 2017;
MCCALEB et al.,, 2016; SANDERS et al.,, 2018); porém, devido a diferentes
subclassificacOes utilizadas pelos estudos, é dificil mostrar a variacdo de seus dados. Al-
Samri et al. (2010) enfatizaram em seu estudo que criangas menores sao submetidas a
TQT devido a alteracdes craniofaciais enquanto as maiores por necessidade de ventilacdo

mecanica prolongada.

Conforme exposto acima, existe grande heterogeneidade e complexidade em
criangas que necessitam de TQT e isso € espelhado nos estudos presentes na literatura.

Dessa maneira, a extrapolacdo dos resultados entre diferentes estudos é dificil.

2.3 MODIFICACOES NA COLONIZACAO DA VIA AEREA APOS

REALIZACAO DE TRAQUEOSTOMIA

Morar et al. (1998, 2000, 2002a, 2002b) estudaram o impacto que a TQT teria na
via aérea de criancas e, para isso, conduziram coorte prospectiva que incluiu criangas em

ventilagdo mecénica que necessitaram de TQT. Como método de coleta do material,
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utilizaram o swab de orofaringe no momento da chegada do paciente a UTI pediétrica e
o0 repetiram duas vezes por semana; também foram coletados aspirados traqueais via tubo
endotraqueal (TET) ou via TQT, apos realizada, uma vez por semana e novamente quando
havia indicacdo clinica de coleta por suspeita de infeccdo. Em 1998, viram que a
colonizacdo da traqueia inicialmente durante ventilacdo via TET era de 71% e ap0s a
realizacdo da TQT passou a 95%. Nesse mesmo estudo, encontraram que bactérias que
foram identificadas previamente a TQT na cultura da orofaringe eram as principais
causadoras de colonizacdo (80%) e infeccdo (75%) do TET, enquanto que apés a TQT,
as mesmas foram responsaveis somente por 56% da colonizacdo e 45% das infeccdes da
TQT. Quando consideraram aquelas bactérias que ndo cresceram em culturas da
orofaringe prévias, mas que foram encontradas na cultura do aspirado traqueal, a
colonizacao era de 7% antes e de 35% ap0s a realizacdo da TQT. No estudo publicado no
ano de 2000, comparando o uso de antibi6tico topico na TQT, sugeriram que essa
intervencdo poderia ajudar a prevenir infeccdo da via aérea inferior por bactérias
exogenas, porém ndo substituiria os cuidados de higiene adequados. Em 2002,
encontraram que a prevaléncia de colonizacdo aumentou apds a TQT, porém o numero
de infeccBes caiu pela metade, sendo causadas por bactérias encontradas na boca dos
pacientes em 50% e 75% dos casos durante ventilacdo por TQT e TET, respectivamente,
enguanto que as demais foram por bactérias adquiridas na enfermaria respiratéria ou na
UTI (MORAR et al., 2002b). Em outro estudo nesse mesmo ano, viram que 0 S. aureus
e P. aeruginosa eram as BPPs predominantes durante ambos tipos de ventilagéo, o
primeiro ndo estava presente na cavidade oral ou orofaringe na admissdo e era responsavel
pelas colonizagGes/infecgbes exdgenas, j& a segunda era a que mais causava
infeccdo/colonizacdo enddgena (MORAR et al., 2002a). Assim, concluiram que

aspirados de rotina poderiam diferenciar infec¢do endogena de uma exdgena e assim seria
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possivel guiar tratamentos com antibioticos especificos para cada situacdo, porém
deixaram claro que a orofaringe e a via aérea inferior podem ser colonizadas

separadamente.

Estudos realizados por Brown e Manning (1996) e Griese et al. (2004),
demonstraram diferencas na colonizacéo e na inflamacéo da via aérea apds a TQT. O
primeiro estudou a microbiota da subglote no momento da TQT para tentar verificar se a
infeccdo poderia estar associada a formacdo de estenose subglética; as principais
bactérias encontradas foram aquelas consideradas como microbiota oral normal
(Neisseria spp e S. aureus a-hemolitico) seguidas em menor frequéncia por BPP (P.
aeruginosa e Staphylococcus coagulase negativo - 22% em ambos). Os autores nédo
conseguiram verificar a relagdo da presenca bacteriana com a estenose, porém
observaram que existiu um limiar para colonizagdo, ja& que todos pacientes que
permaneceram por 10 dias ou mais com TET previamente & TQT tinham BPP na cultura
e somente trés dos oito naqueles com menos de 10 dias de TET prévios a TQT (BROWN,;
MANNING, 1996). O segundo estudo realizou lavado broncoalveolar no lobo inferior
direito inserindo o broncoscopio através da TQT ou utilizando um cateter de mesmo
calibre do endoscopio com a extremidade distal aberta naquelas criancas sem TQT
(controles) e verificou que aquelas com TQT tinham maior nimero de células e
neutrdfilos, assim como de maior taxa de culturas positivas do que as sem TQT (81% vs.
20%). Outra diferenca importante foi que todas as bactérias encontradas nas criangas com
TQT eram consideradas potencialmente patogénicas, enquanto todas aquelas encontradas

nas demais foram consideradas normais de via aérea superior (GRIESE et al., 2004).

Sanders et al. (2018) estudaram os trés meses anteriores e posteriores a TQT e

observaram aumento na prevaléncia de P. aeruginosa (14% antes vs. 29% depois) e de
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qualquer cepa Gram negativa ndo-entérica (consistiam em P. aeruginosa,
Stenotrophomonas e cepas Gram negativas que ndo tiveram suas espécies descritas - 30%

vs 47%) apos a colocacdo da TQT.

Portanto, € esperado que acontecam mudancas na via aérea de pacientes que sao
submetidos & TQT, porém ainda ndo esta claro na literatura se 0 aumento nas bactérias
colonizantes e na inflamacéo da via aérea decorrentes disso poderiam ter influéncias

negativas na clinica dos pacientes.

2.4 PREVALENCIA DE COLONIZACAO POR BACTERIAS

POTENCIALMENTE PATOGENICAS

Brook (1979) nos EUA estudou criancas traqueostomizadas com internacdo
prolongada e encontrou prevaléncia de 100% de bactérias aerdbias em aspirados
traqueais, sendo que em 78% também houve crescimento de bactérias anaerdbias. Brown
e Manning (1996), ao estudarem a microbiota da subglote no momento da TQT,
encontraram prevaléncia de 100% de colonizacdo, porém a maioria era por bactérias
consideradas normais da microbiota oral. Al-Samri et al. (2010) no Canada e Griese et
al. (2004) na Alemanha, apesar de ndo diferenciarem a colonizacdo da infec¢do de via
aérea encontraram prevaléncias de colonizacdo/infeccdo de 90% e de 81%,
respectivamente; Pozzi et al. (2015), na Italia, ao estudarem pacientes com distarbios
neuroldgicos com TQT em uma clinica de reabilitacdo encontraram prevaléncia de 91%
no inicio do acompanhamento e de praticamente 100% no final do estudo. No Unico
estudo encontrado em populagdo brasileira, EI Cheikh et al. (2018) encontraram

prevaléncia de 90% de BPP no aspirado traqueal.
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Quanto ao nimero de especies bacterianas encontradas, os culturais se mostraram
na sua grande maioria polimicrobianos, Cline et al. (2012) encontraram que 47% dos
pacientes tinham um, 34% tinham dois e 19% tinham trés microbios no primeiro exame
cultural realizado e 47%, 43% e 11% no segundo cultural, respectivamente. Brown e
Manning (1996) encontraram de 1 até 8 isolados diferentes no mesmo paciente. Assim, a
prevaléncia elevada de bactérias na via aérea de pacientes pediatricos traqueostomizados
estd bastante descrita na literatura, assim como seu carater polimicrobiano e parece ndo
ter mudado com as décadas, ja que se mantém acima de 70% desde os primeiros relatos
na década de 1970 (BROOK, 1979; BROWN; MANNING, 1996; CLINE et al., 2012;

EL CHEIKH et al., 2018)

2.5 PRINCIPAIS BACTERIAS ENCONTRADAS NA VIA AEREA DE

PACIENTES TRAQUEOSTOMIZADOS

As principais bactérias encontradas nao variaram muito conforme 0s anos e com
a localidade do estudo, tendo como principais achados a P. aeruginosa e o S. aureus.
Brook (1979) encontrou mais frequentemente a P. aeruginosa em aspirados traqueais de
criangas traqueostomizadas, seguida do Streptococcus a-hemolitico do grupo A, Serratia
marcescens, E. coli e S. aureus; Morar e colaboradores (2002a) verificaram que apos a
realizacdo de TQT houve infeccBes exdgenas das quais 50% foram causadas por S.
aureus, 46,7% por bacilos Gram negativos aerobios (somente P. aeruginosa foi
responsavel por 23,3%) e 6,7% por MRSA. Griese et al. (2004) realizaram lavado
broncoalveolar de criangas com TQT e encontraram como BPPs mais prevalentes P.
aeruginosa, H. influenzae e M. catharralis (20,6% cada uma), seguidas de S. pneumoniae

e S. aureus (14,3% cada um).
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Al-Samri et al. (2010) revisaram prontuarios de 72 criangas que realizaram TQT
entre os anos de 1990 e 2007 e viram que as bactérias mais encontradas em exames
culturais de aspirado traqueal foram S. aureus (60%), P. aeruginosa (50%), S. maltophilia
(30%), S. marcescens (20%), M. catarrhalis (20%) e S. pneumoniae (20%); Cline et al.
(2012) estudaram 47 pares de cultura consecutivas e encontraram como BPP mais
prevalente a P. aeruginosa (55% na primeira e 40% na segunda) seguida por S. aureus
(45% e 47%, respectivamente), S. pneumoniae, S. marcescens e S. maltophilia também

foram isolados, porém com menos frequéncia.

Pozzi et al. (2015) encontraram S. aureus como a bactéria mais prevalente (73,8%
dos pacientes), a mais encontrada no inicio da primeira reabilitacdo (66.7%) e também a
mais adquirida na unidade de reabilitacdo (27,1 % vs. 6,3%); P. aeruginosa também foi
bastante frequente (72,3%), seguida pela K. pneumoniae (32,3%), E. coli (20%) e A.
baumannii (18,5%). Outras bactérias menos frequentemente encontradas foram a S.

maltophilia, K. oxytoca, M. morganii, outras Enterobacteriaceae e outros Staphylococci.

No estudo de McCaleb et al. (2016), o micro-organismo mais abundante foi P.
aeruginosa (>50%); S. aureus sensivel a meticilina (MSSA) foi mais prevalente no grupo
de 0-1 anos e diminuiu quanto mais tempo da inser¢édo do tubo de TQT, enquanto que a
prevaléncia de MRSA aumentava. Gronhoj et al. (2017) encontraram S. aureus (58%)

como patdgeno mais frequente.

Sanders et al. (2018) encontraram que a prevaléncia de bactérias Gram negativas
ndo-entéricas (inclusive P. aeruginosa) aumentou até os 11 anos de idade e que apos a
adolescéncia essa frequéncia se estabilizou. O inverso disso ocorreu com patdgenos
respiratorios (Haemophilus spp., Streptococcus spp. e Moraxella spp.), pois esses

diminuiram sua frequéncia até os 11 anos de idade. Quando considerada a prevaléncia em
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qualquer momento do estudo, bactérias Gram negativas ndo-entéricas foram encontradas
em 63% (sendo P. aeruginosa em 49%), S. aureus em 51%, bactérias Gram negativas
entéricas (E. coli, Klebsiella, Serratia, Enterococcus spp. e Enterobacter spp.) em 34% e
patdgenos respiratorios em 31% dos pacientes. Ao encontro do que foi visto por Sanders
et al. (2018), estudo brasileiro também encontrou P. aeruginosa e S. aureus como

patégenos mais frequentes (EL CHEIKH et al., 2018).

2.6 RESISTENCIA ANTIMICROBIANA DAS PRINCIPAIS BACTERIAS
POTENCIALMENTE PATOGENICAS ENCONTRADAS EM ASPIRADO

TRAQUEAL DE CRIANCAS TRAQUEOSTOMIZADAS

Poucos estudos avaliando resisténcia antimicrobiana nessa populagdo foram
encontrados. Na Italia, um estudo encontrou MRSA em 54,2% e S. aureus resistente a
vancomicina em 8,3% das culturas; P. aeruginosa foi resistente a carbapenémicos em
66%, a cefalosporinas em 46,8%, fluoroquinolonas em 34% e a aminoglicosideos em
27,7% das vezes e foi resistente a mais de trés classes de antibidticos (multirresistente)
em 27,7% dos casos (POZZI et al., 2014). No Brasil, EI Cheikh et al. (2018) encontraram
ambas as bactérias com prevaléncias menores de resisténcia quando comparadas ao
estudo italiano; nenhum S. aureus encontrado foi resistente a vancomicina ou a meticilina,
enquanto a P. aeruginosa teve 10% de resisténcia ao imipenem, a0 meropenem e a
ceftazidima e 20% a amicacina, ao aztreonam, a ciprofloxacina, a gentamicina e a

levofloxacina.

Ribner (1987), ao estudar pacientes com culturas positivas para MRSA, verificou
que a necessidade de TQT é um fator de risco independente para infeccédo/colonizagéo

por MRSA.
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McCaleb et al. (2016) ndo encontraram associacdo entre o uso de antibioticos no
mesmo ano das culturas e o crescimento de P. aeruginosa e MRSA. A prevaléncia de
MRSA isolado em qualguer momento desse estudo foi de 56%. Eles também discutiram
que as infecgdes por MRSA na populacdo em geral estdo aumentando nos EUA nas
ultimas decadas e que MRSA foi mais comumente encontrado que 0 MSSA em pacientes

com TQT por mais de 5 anos.

Esses estudos mostram que apesar de as bactérias encontradas nas TQTs ao redor
do mundo serem semelhantes, existe uma diferenca muito importante quanto a resisténcia
antimicrobiana entre os diferentes locais e que isso deve ser melhor explorado para

tentarmos entendé-Ia.

2.7 MOLDES LARINGOTRAQUEAIS E FORMACAO DE GRANULACAO EM

VIA AEREA

Estudos semelhantes foram realizados para pesquisar a influéncia dos moldes de
via aérea na colonizacdo bacteriana da traqueia. Matt et al. (1991) tiveram como objetivo
verificar a microbiota existente no tecido de granulacdo (TEG) presente durante a
remocdo de molde, cuja utilizacdo servia para moldar a via aérea ap6s cirurgia de
reconstrucdo laringotraqueal. Esses autores observaram que no momento da retirada do
molde a principal microbiota encontrada era a mesma da orofaringe. Ja em laringoscopia
de controle realizada duas semanas ap6s a remocgdo do molde foram encontradas BPPs,
principalmente P. aeruginosa, S. aureus e Streptococcus B-hemolitico ndo do grupo A.
Estudo conduzido por Simoni e Wiatrak (2004) verificou que a microbiota que colonizava
o proprio molde era pluribacteriana, isto é, colonizado em média por quatro bactérias (de
duas a sete), inclusive por patdgenos anaerdbios (Bacteroides fragilis e Actinomyces spp.

em 26% da amostra) e fungos (Candida spp. em 57% dos casos). Além disso, indo ao
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encontro do citado por Matt et al. (1991), as bacterias mais prevalentes foram a P.
aeruginosa e o S. aureus. Portanto, ndo houve mudanca importante nos patégenos ao
longo desses treze anos que separam 0s estudos, porem ambos citam como limitacdo o
numero pequeno de individuos na amostra, que mais estudos sdo necessarios para saber
0 papel das bactérias na granulacdo e também para adequar a antibioticoterapia pré-
operatoria para diminuir riscos cirargicos, cabe salientar que os estudos foram realizados

em centros diferentes.

Na Coréia do Sul, ao estudarem sobre cirurgia de tireocricotraqueoplastia de
deslizamento em 7 criancas, verificaram que houve deiscéncia da sutura com marcado
enfisema cervical e necessidade de reintervencdo cirdrgica em um caso no qual havia
tecido necrético infectado por MRSA, o que sugere a necessidade de se realizar estudos
para estabelecer protocolos de profilaxia pré-cirirgica adequados para cada regido, para
assim diminuir as complicagdes e a morbimortalidade de cirurgias de via aérea (KIM et

al., 2010).
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3 JUSTIFICATIVA

A microbiota mais frequentemente encontrada em criangas com TQT ja é
conhecida na literatura (CARRON et al., 2000; DURSUN; OZEL, 2011; LEWIS et al.,
2003; OGILVIE et al., 2014), porém na sua maioria os estudos foram realizados em paises
de primeiro mundo e ndo se deve extrapolar esses dados para a nossa populacéo, a qual é
ambiental, cultural e socioeconomicamente diferente. O nosso sistema pablico de saude
ndo suporta os mesmos cuidados com a canula de TQT que existe em paises
desenvolvidos. Como exemplo, ndo disponibiliza cuidados de enfermagem domiciliar
para grande parte dos individuos e as trocas da canula ocorrem com menor frequéncia,
sendo desconhecida a influéncia desse contexto na colonizacdo e na resisténcia
antimicrobiana de nossas bactérias. Portanto, o conhecimento desses patdégenos na
colonizacdo e na infeccdo da TQT e o impacto que elas causam a esses pacientes € de
grande relevancia. Comprovado esse impacto, a avaliacdo de desfechos clinicos

relevantes a partir de estratégias de manejo devera ser realizada em estudos futuros.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Verificar a prevaléncia das BPP em aspirado traqueal de criangas portadoras de
TQT acompanhadas pelo Servico de Otorrinolaringologia do Hospital de Clinicas de

Porto Alegre.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Comparar desfechos clinicos entre pacientes colonizados e néo
colonizados por BPP;

b) Verificar se as diferentes bactérias encontradas na TQT podem estar
associadas com caracteristicas clinicas, como por exemplo, idade e motivo
para realizacdo de TQT, nimero de internacBes hospitalares, niUmero de
antibidticos usados no ultimo ano, entre outras;

c) Verificar a prevaléncia de resisténcia antimicrobiana dos principais
germes encontrados;

d) Comparar as caracteristicas clinicas dos pacientes entre aqueles que
possuem bactérias sensiveis com aqueles que possuem bactérias

resistentes aos antibioticos.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 DELINEAMENTO

Estudo transversal.

5.2 AMOSTRAGEM

Foram incluidos todos os pacientes de 0-18 anos traqueostomizados que realizaram
a troca de canula de rotina pelo Servico de Otorrinolaringologia do Hospital de Clinicas

de Porto Alegre entre outubro de 2017 e dezembro de 2018.

5.3 CALCULO DO TAMANHO DE AMOSTRA

Levando-se em consideracdo que estudos mostram que a prevaléncia de
colonizacdo bacteriana em criangas traqueostomizadas varia de 76 a 100% (BROOK,
1979; NIEDERMAN et al., 1984; POZZI et al., 2014), estimamos uma prevaléncia de
colonizacdo de 88% e que a diferenca da prevaléncia verdadeira na populacdo e a
estimada ndo excedesse 10%, com nivel de significancia de 5% (1C95%). Dessa maneira,
o tamanho de amostra necessaria seria de 42 pacientes. Considerando uma perda de 20%,

o tamanho de amostra final foi calculado em 50 pacientes.

5.4 CRITERIOS DE INCLUSAO

Foram incluidos todos os pacientes traqueostomizados de 0 a 18 anos que
realizaram trocas de canula de TQT pelo Servigo de Otorrinolaringologia do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre no periodo de outubro de 2017 a dezembro de 2018. A coleta
era realizada mesmo que o paciente possuisse sinais sugestivos de infeccdo de via aérea,

mas gue nao estivessem em uso de antibioticoterapia.
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55 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Planejamos a exclusdo de pacientes em que houve impossibilidade técnica de

coleta do aspirado traqueal.

56 LOGISTICA

Foi realizado aspirado traqueal por médicos da equipe de Otorrinolaringologia
durante a troca da canula de TQT, a qual era realizada na rotina assistencial. A troca foi
realizada com anestesia local ou geral, o que dependia da colaboracdo da crianca ou da
presenca de dificuldades técnicas durante procedimentos prévios ao estudo, conforme

rotina assistencial.

Para a coleta do aspirado traqueal, foram instilados até 5 ml de solugdo fisioldgica
estéril pela canula de TQT e aspirado com sonda estéril acoplada a frasco coletor de
secrecado de via aérea. Esse era enviado ao Setor de Microbiologia do Hospital de Clinicas
de Porto Alegre para ser analisado através de exame bacterioscépico e bacteriol6gico com

antibiograma, conforme descrito mais abaixo.

5.7 DEFINICAO DE BACTERIAS POTENCIALMENTE PATOGENICAS E

COLONIZACAO

Foi definida como bactéria potencialmente patogénica aquelas que possuiam a
capacidade de causar dano ao hospedeiro e como colonizagdo quando houvesse
crescimento de pelo menos um tipo de bactéria no exame bacterioldgico do aspirado

traqueal.
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5.8 TECNICA DE REALIZACAO DOS EXAMES BACTERIOLOGICO E

BACTERIOSCOPICO

Os exames bacterioscopico e bacteriologico foram realizados da seguinte forma:

o Aspirado o material com auxilio de seringa e preparado um esfregaco fino
e homogéneo (para o exame bacterioscopico). Meios de cultura Agar chocolate (ACHO),
Agar Sangue (AS), Mac Conkey (MAC) e Azida (AZ), selecionados dependendo do que
era visto pelo microbiologista no esfregaco, também foram utilizados (para o exame
bacterioldgico);

. Utilizada a técnica de esgotamento com auxilio de uma alca bacterioldgica;

. As placas de ACHO, AS, COL e AZ foram incubadas em estufa, com 5%
de CO2 e a de MAC foi incubada em estufa a 35°C;

o Apo0s 24h de incubacdo, se ndao houvesse crescimento, era incubado por
mais 24h. Se houvesse crescimento nesse periodo, a morfologia das col6nias era descrita
e eram realizadas as provas de identificacdo e teste de sensibilidade a antibioticos, os
quais foram realizados conforme padronizacdo sugerida pelo Clinical Laboratory

Standarts Institute (CLSI) (CLSI, 2015)

5.9 RESULTADOS DO EXAME BACTERIOLOGICO

Como possiveis resultados estavam a auséncia de crescimento de bactérias, o
crescimento de uma ou de duas bactérias e o crescimento de trés ou mais bactérias, o qual

era chamado de microbiota multipla.

Poderia existir a contaminacao do exame bacteriologico por elementos de via aérea
superior (células epiteliais, saliva e poucos leucécitos) que, quando presentes, a amostra

era considerada inadequada e o paciente era excluido do estudo.
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5.10 TESTE DE SENSIBILIDADE ANTIMICROBIANA

O teste de sensibilidade antimicrobiana foi realizado sempre que pelo menos uma
bactéria era identificada, utilizando os antibidticos padronizados na instituicdo para a
mesma, conforme norma estabelecida pelo CLSI (CLSI, 2015). Quando o resultado do
exame era microbiota mdaltipla, devido a dificuldades técnicas para realizacdo do
isolamento das bactérias, o exame cultural para identificacdo e consequentemente o

antibiograma néo eram realizados.

As amostras dos pacientes que tiveram contaminacdo foram recoletadas, caso 0s
mesmos fossem submetidos a nova troca de canula no periodo do estudo (sempre com

consentimento dos pais), podendo entdo a cultura ser realizada e o paciente ser incluido.

5.11 DESFECHOS

O desfecho principal foi a prevaléncia de bactérias potencialmente patogénicas no
aspirado traqueal. Também foi avaliado o nimero de bactérias presentes (uma, duas ou
trés bactérias) e a resisténcia antimicrobiana e comparados com dados clinicos dos
pacientes. Para motivo de analise, foram agrupados aqueles que tinham sensibilidade

intermediaria e aqueles que tinham resisténcia aos antibidticos.

5.12 REVISAO DE PRONTUARIO E DADOS CLINICOS

Os seguintes dados clinicos foram pesquisados no prontuario eletrénico do

paciente:

e Sexo e idade;
e Idade no momento da TQT e na coleta do material,

e Tempo desde a realiza¢do da TQT;
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e Motivos que levaram a realizacdo da TQT,;

e Cirurgias prévias de via aérea;

e Presencga de disfagia;

e Comorbidades;

e Numero de internacdes hospitalares, especificando-se aquelas em UTI por
infeccdes de via aérea nos ultimos 12 meses;

e Ciclos e classe de antibidticos utilizados nos ultimos 12 meses. Como classes de
antibidtico foram considerados penicilinas, cefalosporinas, macrolideos,
quinolonas, aminoglicosideos, lincosaminas, glicopeptideos, carbapenémicos e
sulfonamidas;

e Uso de valvula fonatdria, ventilagdo néo-invasiva e oxigénio suplementar nos
ultimos 12 meses;

e Tempo desde ultima troca de canula;

e Marca e material da canula;

e Alteragdes peri-traqueostoma.

5.13 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram apresentados em frequéncias absolutas e relativas para
variaveis categdricas ou mediana com intervalo interquartil (entre percentis 25-75%) para
as variaveis continuas. Para a analise das variaveis categoricas, foi realizado o teste exato
de Fischer, enquanto que para as variaveis continuas, foram utilizados os testes Wilcoxon

rank sum ou Kruskal-Wallis, utilizando o software Stata v13.1.

5.14 CONSIDERAGOES ETICAS

Este estudo foi submetido a Plataforma Brasil, obtendo o Certificado de
Apresentacdo para Apreciacdo Etica (CAAE) nimero 70669917.2.1001.5327, sendo
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aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre (projeto nimero 170372). Além disso, para participacdo da crianga no estudo, foi
necessaria a aprovacdo dos pais ou responsaveis através de assinatura de termo de

consentimento livre e esclarecido (ANEXO 1).
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Abstract

Objectives: To verify the prevalence of Potentially Pathogenic Bacteria (PPB) and their
antimicrobial resistance profile in tracheal aspirates of children with tracheostomy. To
compare clinical outcomes between children with colonized and not colonized airway and

the number of colonizing bacteria.

Methods: A cross-sectional study was conducted in patients aged 0-18 years who all
underwent tracheostomy cannula change performed by the Otolaryngology Unit from
Hospital de Clinicas de Porto Alegre between October, 2017 and December, 2018.
Patients were submitted, at the time of cannula change, to a tracheal aspirate through the
tracheostomy. Then, the collected secretion was sent to bacteriological cultures and
antimicrobial susceptibility testing. Clinical data were reviewed in the patients’ electronic

medical records.

Results: Fifty-four patients met the inclusion criteria for the study. However, in 10
patients the aspirates could not be cultured due to sample contamination with upper
airway elements and were considered as losses. There was no bacterial growth in just one
culture and it was not included for comparisons. PPB prevalence in tracheal aspirates was
97.7%. Median age of patients was 3 years-old and median age at the tracheostomy was
9.3 months-old. Pseudomonas aeruginosa was the most prevalent bacteria (56.9%) and it
was resistant to gentamycin, amikacin and cefepime in 36%, 28% and 12% of the culture
tests, respectively. P. aeruginosa resistance to gentamycin and to cefepime showed
association with the number of antibiotic classes used in the 12 months before enrollment
(both p=0.04) and with 2 or more hospital admissions in the same period (p=0.03 and

p=0.02, respectively). There was no difference between patients colonized with P.
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aeruginosa and those colonized by other bacteria. Staphylococcus aureus (SA) was

isolated in 9.1% and there was no MRSA.

Conclusion: It was found a 97.7% prevalence of PPB in the cultured aspirates; the most
prevalent bacterium was P. aeruginosa and there was no MRSA identification. Data
suggest an association between P. aeruginosa antimicrobial resistance with previous use

of antibiotic therapy and with the number of hospital admissions.

Keywords: children, tracheostomy, tracheal aspirate, airway, airway culture

Level of Evidence: 4

INTRODUCTION

Although tracheostomy has been done for many centuries, the profile of children
who are submitted to it has changed over the last few decades (1). There was a reduction
in cases of airway obstruction due to inflammatory illnesses and an increase in the
survival of patients with severe craniofacial problems and/or chronic diseases
(cardiopulmonary, genetic and neurological). These patients usually undergo
tracheostomy due to prolonged mechanical ventilation, to avoid sequels of orotracheal
intubation, for pulmonary toilet, among other indications (1-5). Even with extensive
tracheostomy care, the prevalence of bacterial colonization in the airway of these patients
ranges from 76 to 100% (6,7). Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus are
the most prevalent bacteria and their presence is associated with granulation tissue
formation and post-surgical infectious complications (8-11). Little is known about the
prevalence and the antimicrobial resistance profile of potentially pathogenic bacteria

(PPB) in tracheostomized children’s airway in developing countries and such knowledge
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is very important to guide antimicrobial treatment protocols and to contribute to

decannulation in eligible patients.

MATERIAL AND METHODS:

This study was submitted to Plataforma Brasil, it obtained the Certificate of
Presentation for Ethical Appreciation number 70669917.2.1001.5327, and was approved

by the Research Ethics Committee from Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

We performed tracheal aspirates in all patients younger than 18 years who had
been submitted to tracheal cannula change by the Pediatric Airway Unit of Hospital de
Clinicas de Porto Alegre between October, 2017 and December, 2018. Parent consent and
approval were mandatory for the inclusion in this study. Exclusion criteria were technical
issues which would prevent sample gathering. If the excluded patients underwent an
additional cannula change, they would be invited to participate in the study again and
secretions would be recollected at this point. Sample gathering was performed with
aseptic technique immediately after the new cannula placement with saline instillation
when necessary. The secretion was sent to the microbiology laboratory for cultural
analyses.

Colonization was defined by the growth of at least one bacterium in the tracheal
aspirate bacteriological exam. Cultural exams identified the strains when there was a
growth of up to two colonizing bacteria. Technical issues of the sowing process prevented
bacterial isolation when there were three or more strains at the same time, when it was
classified as colonization by multiple microbiota. In this case bacteria identification and

antibiogram could not be performed.
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Primary outcome was the PPB prevalence in tracheal aspirates as well as the
number of colonizing bacteria, the presence of Pseudomonas aeruginosa and the
colonizing bacteria antimicrobial resistance. Bacteria with intermediate susceptibility and
resistance were grouped for analysis purposes.

Medical records were reviewed for demographic and clinical data as sex, age,
comorbidities, tracheostomy indications, airway surgeries and age at tracheostomy. Data
from the medical records, taking in consideration the 12 months before study enrollment,
as number of hospital and ICU admissions due to respiratory infections, length of hospital
stay, use of antibiotic classes, non-invasive ventilation, speaking valve, supplementary
oxygen, and last tracheostomy cannula change were also reviewed.

Categorical variables were presented as absolute and relative frequencies and
analyzed using Fischer exact test. Continuous variables were presented as median
(interquartile range) and analyzed using Wilcoxon rank sum test or Kruskal-Wallis test.

All analyses were performed using Stata v13.1.

RESULTS

Fifty-four patients met the inclusion criteria for the study. There were 10 exam
losses due to sample contamination with upper airway elements. Cultural tests were
performed in 44 tracheal aspirates and in all but one there was a PPB growth (97.7%
prevalence). As only one patient presented no bacteria in tracheal aspirate, she was not
included in group comparisons. There was no significant difference between patients who
met the inclusion criteria (n=54) and those with PPB growth (n=43) in all assessed
variables (p>0.05).

Table 1 presents the main characteristics of those who were included in the

analyses (n=43). Most patients were male (62.8%), younger than 1 year at tracheostomy
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(55.8%) and presented pulmonary or neurologic diseases (65.1%). Patients’ hospital
admissions and length of stay are described in Table 2. Tracheostomy indications in this
population are described in Table 3, being upper airway obstruction the most prevalent
indication.

All culture results are shown in Figure 1. There was no statistically significant
association with the number of tracheal colonizing bacteria or the presence of P.
aeruginosa and clinical and demographic variables. Table 4 shows which PPB were
found.

All S. aureus found were methicillin sensible, also presented susceptibility to
chloramphenicol,  doxycycline, gentamycin, levofloxacin, rifampicin  and
sulfamethoxazole/trimethoprim and resistance to clindamycin and erythromycin.
Klebsiella pneumoniae were 100% susceptible to amikacin and meropenem and 50%
resistant to the other tested antibiotics. Stenotrophomonas maltophilia and Serratia
marcescens were both susceptible to all tested antibiotics. P. aeruginosa strains had the
highest prevalence of resistance or intermediary susceptibility to gentamycin (36%),
amikacin (28%) and cefepime (12%) (Figure 2).

P. aeruginosa amikacin resistance prevalence was 75% in patients older than 4
years, and 19% in the younger ones (p=0.05). This same bacterium resistance was more
frequent in patients with 2 or more hospital admissions than in those with none or just
one hospital admission (66.7%, 15.4% and 16.7%, respectively) (p=0.08).

The median number of different antibiotic classes previously used in patients with
P. aeruginosa susceptible to cefepime was 0 (IQI 0-2) and it was 3 (IQI 3-4) among those
with cefepime resistant strains (p=0.04). Similarly, patients with P. aeruginosa that was
susceptible to gentamycin presented a median of antibiotic classes used of 0 (IQI 0-2)

while it was 3 (IQI 1-4) among those with gentamycin resistant strains (p=0.04). In
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addition, no P. aeruginosa resistance to cefepime was found among patients who did not
use penicillins, while its prevalence was 42% among those who used it (p=0.02).
Similarly, P. aeruginosa resistance to gentamycin was more frequent among those
patients who used penicillins than among those who did not (71.4% vs. 22.2%,
respectively) (p=0.06).

Cefepime resistant P. aeruginosa tended to be more frequent among patients who
used cephalosporins (27.3%) and macrolides (50%) when compared to those who did not
use such antibiotics (0% and 4.8%, respectively) (p=0.07 and p=0.06, respectively).

There was a higher prevalence of P. aeruginosa resistance to cefepime (p=0.02)
and to gentamycin (p=0.03) inpatients with 2 or more hospital admissions (50% and
83.3%, respectively) when compared with those with none (0% and 23.1%) and with one
hospital admission (0% and 16.7%, respectively). Furthermore, the median number of in-
patient days in those with susceptible P. aeruginosa strains to cefepime was 0 (IQI 0-28

days), while in those with resistant strains it was 48 (IQI 23-70 days) (p=0.06).

DISCUSSION

Although tracheostomy has unquestionable benefits, it is followed by
consequences, among which we can mention colonization and infection of the
tracheostoma and also of the lower airway.

In this study, the main indications for tracheostomy were related to upper airway
obstruction (83%), from which craniofacial malformations were the most prevalent, but
none due to acute respiratory infections. These findings corroborate with last decades
changes that have taken place in the profile of patients who currently need tracheostomy
(more chronic patients and fewer acute infections) (5,12-15). The high prevalence of

cases with upper airway obstruction can be explained by the high frequency of
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craniofacial diseases referred to our center (15). These data might differ at different
hospital settings.

Almost 100% of the patients were colonized by PPB as it is found in the current
literature, in which, even using different colonization classifications and evaluation
methods, the prevalence of colonization is always high, varying from 76% in
tracheostomized adults in a rehabilitation clinic (7) to 100% in pediatric patients who
needed tracheostomy due to prolonged tracheal intubation (6). Morar et al. (10)
demonstrated that tracheostomy colonization can be independent of oropharyngeal
colonization and it can be endogenous (pathogens related to initial oral microbiota) or
exogenous (pathogens with no relation with initial oral microbiota).

The high prevalence of tracheostomy colonization can be associated with different
factors such as loss of physiologic protection of the nose and other upper airway structures
by directly exposing the trachea to environmental pathogens. In addition, the endotracheal
cannula by itself can cause local inflammation, decrease local mucosal defense
mechanisms and propitiate biofilm formation on its surfaces (16,17). Furthermore,
tracheostomized children usually present severe associated comorbidities which may
worsen their health status which in its turn propitiate the development of hospital bacteria
adherence receptors in their oral mucosa (18).

P. aeruginosa was the most prevalent bacteria found in this study (56.8%). It is a
non-fermenting Gram-negative bacillus and has important adaptative capacity to
environmental challenges associated with minimal requirements for survival (19). These
characteristics make it an important public health problem as it is frequently associated
with nosocomial infections and is also associated with a considerable morbimortality
index (19). Prevalence of P. aeruginosa was similar to that found in the literature ranging

from 50% to 72%, the highest prevalence was found in an Italian study with
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tracheostomized children followed at a neurologic rehabilitation center (9,11,20). A study
performed at a Center-Western Brazilian hospital found a very similar proportion of P.
aeruginosa when compared to our study (55%) (21).

Staphylococcus aureus is a typically aerobic Gram-positive coccus, and it usually
is one of the two most prevalent bacteria colonizing tracheostomized children airways
along with P. aeruginosa (11,17). This study and the one conducted by EI Cheikh and
colleagues (2018) (both performed in Brazil) have found S. aureus as the second most
prevalent bacterium with a prevalence of 9.7% and 27.7%, respectively. These
percentages were quite lower in studies performed in Italy (73.3%) (11), in Canada (60%)
(20) and also in three US studies (45%, 50% and 52%) (10,17,22). Unlike studies from
developed countries where MRSA prevalence is increasing (also in the community), there
was no MRSA in neither Brazilian study (23). Curiously, a Latin American antimicrobial
resistance vigilance program found an overall prevalence of MRSA infection in Brazil of
29%. However it evaluated not only respiratory infections (with or without
tracheostomy), but also bloodstream, skin and skin structure infections generally from
hospital laboratories which may have influenced such prevalence (24). Different
interventions either for clinical or surgical treatment can take place in different reference
centers and this could also have influenced such results.

According with a World Health Organization document the increase in
antimicrobial resistance is happening worldwide and has direct health consequences by
provoking longer hospital stays, increasing treatment costs and morbimortality.
Furthermore, individual or community resistance in an organism can spread quickly and
it is linked to antibiotic frequent use (25). Cabot and colleagues (2016) showed that the
frequent use of anti-Pseudomonas antibiotic induces an emergency defense system due

to survival pressure and triggers the activity of a proper-error DNA-polymerase which
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produces multiple mutations, making P. aeruginosa resistant to such drugs. Among these
mutations are the B-lactamase AmpC overexpression and structural modifications,
modifications in a new DNA-gyrase (induced by ceftazidime), mutations in quinolone
resistance-determining region and alterations in novel DNA gyrase (induced by
ciprofloxacin), carbapenem porin oprD inactivation and alterations in the B-lactam
binding site of penicillin-binding protein 3 (induced by meropenem), efflux pump
overexpression (induced by ciprofloxacin and meropenem) which eliminates hazards
found in bacteria cytoplasm. These mechanisms can be collectively called resistome
(26,27).

In agreement with what was said above, our study found higher frequency of P.
aeruginosa resistance to gentamycin and to cefepime in patients who used more antibiotic
classes. In addition, patients who used penicillins had more prevalence of P. aeruginosa
cefepime resistance than those which did not use it. Although a trend was observed, we
did not have sufficient power to demonstrate this same association with other antibiotic
classes.

Risk factors for colonization and infection by multiresistant strains are well
known, such as income inequality, prolonged hospitalizations, invasive procedures,
number of ICU admissions, living in chronic care facilities, contact with people with
recent hospitalization and severity of comorbidities (28-30). A recent article
demonstrated that patients with chronic growth of Gram-negative strains had more
hospital and ICU admissions and prolonged hospitalizations (17). Likewise, our study
found an association between P. aeruginosa gentamycin and cefepime resistance and the
number of hospital admissions and demonstrated a trend of this same association with

prolonged hospitalizations. However, we have to keep in mind that this is a cross sectional
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study and can only show associations but it does not make it possible to determine causal
relations.

Tracheostomy length of stay may influence which potential pathogenic bacteria
will be found in cultural exams. McCaleb et al. (2016) showed that MSSA was usually
isolated before MRSA in children tracheal aspirate and also showed that P. aeruginosa
and other Gram-negative bacteria took even more time to be isolated than both MSSA
and MRSA. Furthermore, a study conducted by Sanders and colleagues (2018) showed
that P. aeruginosa and non-enteric Gram-negative strains increased their prevalence until
patients were 11 years old when there was a plateau. Meanwhile other respiratory
pathogens presented an inverse behavior, decreasing their occurrence down to a lower
steady level at the same age (17). Therefore, it is well-known that long term use of
tracheostomy exposes patients to more hospital admissions and broad-spectrum antibiotic
therapy which could lead them to be colonized by PPB with higher prevalence of
antimicrobial resistance than the overall population. In agreement with this thought, the
current study found higher prevalence of P. aeruginosa resistance to amikacin in patients
in use of tracheostomy for more than 4 years than in the ones with a shorter period.

Surveillance tracheal aspirates cultures are a controversial subject. Brook (1979)
studied tracheostomized patients with prolonged hospital stays and suggested that routine
tracheal aspirate cultures are reliable to guide future pneumonia treatments. However,
Cline and colleagues (2012) do not agree with it. They compared tracheal aspirate cultures
of patients at the time of hospital admission due to respiratory infection with the most
recent tracheal aspirate culture that this same patient had which could be either in an
outpatient setting (with or without signs of airway infection) or during hospitalization due
to lower airway infection. It was observed that the antibiotic resistance pattern was

frequently different when the same bacteria was encountered in both patients’ cultures.
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They concluded that these findings could suggest resistance acquisition or contamination
by a new strain. Moreover, they also found that the antibiotic choice would not cover the
current respiratory infection in 56% and 30% of times if it was based in a previous in-
patient or outpatient culture result, respectively, but this associations were not statistically
significant and the impact of that antibiotic choice was not presented (22).

The main limitation of this study was the lack of power to detect associations
between the prevalence of bacterial colonization, the antimicrobial resistance and the
patients’ clinical outcomes. Moreover, there was a low prevalence of bacteria other than
P. aeruginosa and S. aureus (Table 2), making it impossible to evaluate associations
between them and clinical outcomes. Also, there were patient losses due to sample
contamination by upper airway elements. Many of the patients had a lot of comorbidities,
such as dysphagia, which was present in 72.2% and this could propitiate the appearance
of saliva in the tracheal aspirate making it difficult to analyze the cultural exam. Other
limitations were inherent of the retrospective chart reviews and also inherent of cross-
sectional studies in which it is not possible to determine the direction of the associations.
Furthermore, the study was performed at just one center and the extrapolation of such
results to other populations demands care.

These findings are very significant and could generate new directions in
tracheostomy care and infection management that might aggregate additional information
and allow us to create more accurate treatment guidelines for specific acute airway
infections in this population. Furthermore, airway reconstruction procedure antibiotic
prophylaxis protocols could guide appropriate management of these patients, thus
avoiding prolonged hospital stays and unnecessary use of wide range antibiotics,

decreasing the medical costs and morbimortality.
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CONCLUSION

This article presents the bacterial colonization profile of tracheal aspirates of
children followed at a Brazilian tertiary hospital. It showed a 97.7% prevalenceof PPB.
Patients were mainly colonized by P. aeruginosa and none was colonized by MRSA. In
addition, data suggest an association between P. aeruginosa antimicrobial resistance with
previous use of antibiotic therapy and with the number of hospital admissions. However,

more studies should be performed to verify the direction of these associations.



Table 1 — Patients’ main characteristics

Patients with PPB growth on tracheal aspirate

Variables cultures (n=43)
n (%)
Sex
Male 27 (62.8)
Female 16 (37.2)
Age (years)
<1 7 (16.3)
1-3.99 10 (23.3)
>4 26 (60.4)
Median (1QI) 3(2-3)
Age at the time of tracheostomy (years)
<1 24 (55.8)
1-3.99 13 (30.2)
>4 6 (14.0)
Median in months (1QI) 9.3(2.5-35.4)
Tracheostomy length of stay (years)
<1 13 (30.2)
1-3.99 18 (41.9)
>4 12 (27.9)
Median (1QIl) 3.2(0.7-5.8)
Comorbidities
Neurologic 21 (48.8)
Respiratory (without neurologic diseases) 7(16.3)
Others 15 (34.9)

Number of concomitant comorbidities



1
2+
Dysphagia
Absence
Presence
Genetic syndrome
Absence
Presence
Airway surgeries
None
1

2+

3(7.0)
16 (37.2)

17 (55.8)

13 (30.2)

30 (69.8)

20 (46.5)

23 (53.5)

19 (44.2)
10 (23.3)

14 (32.6)

60

1Q — Interquartile range 25-75%; PPB — Potential pathogenic bacteria;




Figure 1 - Tracheostomized children tracheal
aspirate results (n=54)
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Table 2 — Hospital admissions and length of stay

Patients with PPB growth on tracheal aspirate

cultures (n=43)

n (%)
Number of hospital admissions
0 20 (46.5)
1 12 (27.9)
2+ 11 (25.6)
Hospital length of stay (days)
0 20 (47.6)
1-13.9 5(11.9)
>14 17 (40.5)
Median (1Q) 4.5 (0 - 48)
ICU length of stay (days)
0 30 (69.8)
1-13.9 5 (11.6)
> 14 8 (18.6)
Median (1Q) 0(0-1)

1Q — interquartile range 25-75%;
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Table 3 — Main indications for tracheostomy

Patients with PPB growth on tracheal

aspirate cultures (n=43)

Number of  concomitant  tracheostomy

indications¥
1 22 (52.4)
2 18 (42.9)
3+ 2 (4.8)

Upper airway obstruction

Craniofacial malformation 14 (32.6)
Glossoptosis 9 (20.9)
Pharyngomalacia 10 (23.3)
Post-intubation acute laryngeal lesions 8 (18.6)
Laryngomalacia 4 (9.3)
Vocal cord paralysis 4 (9.3)
Congenital laryngeal stenosis 1(2.3)
Prolonged Mechanical Ventilation 7 (16.3)
Tracheomalacia 1(2.3)
Pulmonary toilet 1(2.3)
Others} 5(11.6)

1 This variable has one missing data

1 Mucopolysaccharidosis, infiltrative laryngeal lesion, extubation failure, laryngeal malformation.




64

Table 4 — Prevalence of potentially pathogenic bacteria identified through

tracheal aspirate cultures

Bacteria

n=44 (100%)

Pseudomonas aeruginosa

Staphylococcus aureus

Stenotrophomonas maltophilia

Klebsiella pneumoniae
Morganella morganii
Serratia marcescens
Acinetobacter baumanii
Citrobacter freundii
Haemophilus spp
Proteus mirabilis
Proteus penneri

Streptococcus pneumoniage

25 (56.8)
4(9.1)
3(6.8)
2 (4.5)
2 (4.5)
2 (4.5)
1(2.3)
1(2.3)
1(2.3)
1(2.3)
1(2.3)

1(2.3)
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Figure 2: P. aeruginosa antimicrobial susceptibility profile
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7 CONCLUSAO

Este trabalho apresenta o perfil de colonizacgdo traqueal de aspirados traqueais de
criancas que sdo acompanhadas em um hospital terciario do Brasil. A prevaléncia de BPP
foi de 97,7%, sendo que a P. aeruginosa foi a principal bactéria encontrada e ndo houve
colonizacdo por MRSA. Devido a quase totalidade de pacientes serem colonizados, ndo
foi possivel a comparacéo entre os colonizados e 0s ndo colonizados e também ndo houve
associacdo entre 0 nimero de diferentes bactérias colonizantes e as caracteristicas clinicas
dos pacientes. Somado a isso, 0s resultados sugerem associacdo entre a resisténcia
antimicrobiana da P. aeruginosa com o uso prévio de antibioticoterapia e também com o
numero de internacdes hospitalares, porém, mais estudos deveriam ser realizados para

verificar a direcdo dessas associagoes.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

Tais achados sdo de grande importancia e poderiam gerar novas direcGes nos
cuidados com a traqueostomia e no manejo de infeccdes, permitindo a criacdo de
diretrizes mais especificas para abranger os germes que causam infeccfes de via aérea
nessa populacdo. Apesar da populacdo estudada ser diferente da dos outros estudos, as
bactérias encontradas foram similares as ja citadas na literatura. Além disso, protocolos
de antibioticoterapia profilatica para procedimentos de reconstrucdo de via aérea
poderiam guiar o manejo desses pacientes, evitando internac6es hospitalares prolongadas
e 0 uso desnecessario de antibidticos de amplo espectro, diminuindo assim 0s custos

médicos e a morbimortalidade
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ANEXO - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO -

RESPONSAVEIS

Titulo do Projeto: Microbiologia de aspirado traqueal de criangas

traqueostomizadas e sua relagdo com dados clinicos em um hospital terciario do Brasil

A crianca pela qual vocé é responsavel esta sendo convidada a participar de uma
pesquisa cujo objetivo é realizar uma descrigdo das principais bactérias encontradas na
traqueostomia das criancas e verificar se alguma delas é causadora mais frequente de
infeccbes e complicacBes. Esta pesquisa estd sendo realizada pelo Servico de

Otorrinolaringologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA).

Se vocé concordar com a participacdo na pesquisa, 0s procedimentos envolvidos
sd0 0s seguintes: durante uma consulta, no ato da troca de canula (realizados de rotina),
iremos realizar um exame em que colocamos uma pequena quantidade de soro fisioldgico
estéril atraves da traqueostomia, a aspiramos e mandamos a secrecdo aspirada para o
laboratério com a finalidade de analisar quais as bactérias que vivem ali e quais
antibidticos que podem ser usados contra elas. Esse procedimento é chamado de aspirado
traqueal e, em algumas situacdes clinicas, ja é realizado como parte do atendimento no
HCPA. Caso este exame ja esteja sendo realizado de forma assistencial, nds iremos
acessar o resultado diretamente no prontuario. Caso ele ndo seja solicitado, esse exame
sera realizado junto com a troca da canula de traqueostomia, por médicos pesquisadores.
As condicdes de realizacdo do exame, como o tipo de anestesia dependerdo de como a
troca da canula sera realizada na rotina. Também iremos acessar o prontuario para ver as

condicGes de saude da crianca (como por exemplo motivo da traqueostomia, infeccOes e
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tratamentos realizados) e, se possivel, comparar o exame atual com um ja realizado antes

na rotina.

Os possiveis riscos ou desconfortos decorrentes da participacdo na pesquisa
relacionados ao aspirado traqueal sdo: se 0 paciente estiver acordado, pode ocasionar um
desconforto temporéario devido ao reflexo de tosse, uma queda temporaria e rapida no
oxigénio do sangue, que melhora apds a aspiracdo, e mais raramente uma queda mais
persistente do oxigénio no sangue que necessita de oxigénio inalatorio por um curto
periodo de tempo para retornar ao normal. Em poucos casos, existe um pequeno risco de
aumentar a chance de desenvolver pneumonia a curto prazo (risco diminuido por ser
utilizado soro fisiologico estéril e ser realizado apenas uma vez). Quando é feito com

anestesia geral, ndo causa tosse e 0 restante permanece semelhante.

Os possiveis beneficios decorrentes da participacdo na pesquisa sdo diretos, pois
pode identificar mais rapidamente bactérias possivelmente causadoras de infecgdo, a
partir dessas informacGes que serdo encaminhadas ao seu médico assistente, poderao ser
solicitadas consultas de rotina mais frequentes do que o normal para prevenir ou
diagnosticar essas complicacdes. Além disso, hé beneficios indiretos ao participante, pois
pode aumentar 0 conhecimento geral sobre as bactérias que vivem na traqueostomia e

identificar aquelas que mais causam complicagdes.

A participacdo na pesquisa € totalmente voluntaria, ou seja, ndo € obrigatoria.
Caso vocé decida ndo autorizar a participacdo, ou ainda, retirar a autorizacdo apés a
assinatura desse Termo, ndo havera nenhum prejuizo ao atendimento que o participante

da pesquisa recebe ou possa vir a receber na instituicao.

N&o esta previsto nenhum tipo de pagamento pela participagdo na pesquisa € ndo

havera nenhum custo com respeito aos procedimentos envolvidos.
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Caso ocorra alguma intercorréncia ou dano, resultante da pesquisa, o participante

recebera todo o atendimento necessario, sem nenhum custo pessoal.

Os dados coletados durante a pesquisa serdo sempre tratados confidencialmente.
Os resultados serdo apresentados de forma conjunta, sem a identificacdo dos

participantes, ou seja, 0s nomes ndo aparecerao na publicacao dos resultados.

Caso vocé tenha duvidas, podera entrar em contato com o pesquisador responsavel
Professor doutor Paulo José Cauduro Marostica, pelo telefone (51) 33598213, com o
pesquisador Mestrando Gustavo Vasconcellos Severo, pelo telefone 33598249 ou com o
Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), pelo
telefone (51) 33597640, ou no 2° andar do HCPA, sala 2227, de segunda a sexta, das 8h

as 17h.

Esse Termo é assinado em duas vias, sendo uma para 0 participante e seu

responsavel e outra para os pesquisadores.

Nome do participante da pesquisa

Assinatura (se aplicavel)

Nome completo do responsavel

Assinatura
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Nome e assinatura do pesquisador que aplicou o Termo

Local e Data:
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