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RESUMO

Estudo transversal realizado nas salas de curativos da atencao
priméria a salde em Goiania, Goias, Brasil, cujos objetivos foram identificar
a prevaléncia de bastonetes Gram-negativos (BGN) em Ulceras venosas
(UV) com sinais clinicos de infecgdo; analisar o perfil de suscetibilidade dos
isolados; detectar a producdo de [B-lactamases tipo AmpC, metalo-beta-
lactamase e ESBL; descrever os sinais e sintomas clinicos de infeccdo em
UV; avaliar o estagio clinico de infeccao das lesdes e a relacdo destes com a
presenca de BGN. Utilizou-se de andlise descritiva, teste de proporcdes e
Qui-quadrado (p<0,05). Os aspectos éticos foram observados. Participaram
69 pacientes com Ulceras venosas com ou sem complicacGes arteriais,
totalizando 98 lesbes. Verificou-se que em 74,5% das lesGes houve
crescimento de BGN. Foram identificadas Enterobactérias (53,8%) e
bastonetes Gram-negativos nédo fermentadores (46,2%). Dentre as
enterobactérias prevaleceu a espécie Escherichia coli (24,5%), seguida de
Enterobacter aerogenes, Pantoea aglomerans e Proteus mirabillis com
12,2% cada um. Em relagdo aos bastonetes Gram-negativos né&o
fermentadores, destacou-se a prevaléncia do género Pseudomonas com
66,6% e em especial a espécie P. aeruginosa com 59,5%, presente em
25,5% das feridas analisadas. Quanto ao perfil de suscetibilidade das
enterobactérias, destacaram-se a resisténcia a tetraciclina (38,8%), a
amoxacilina-acido clavulanico (26,5%). Entre as P. aeruginosa, a maior
resisténcia foi observada para cefoxitina (100%). Quanto a producdo de
enzima AmpC, 30% dos micro-organismos do grupo CESP e 100% das P.
aeruginosa foram resistentes a cefoxitina. Os demais micro-organismos do
grupo CESP (70%) sensiveis a cefoxitina foram submetidos ao teste
confirmatorio e 37,5% apresentaram-se positivos a producdo de enzima
AmpC. Em relacdo a metalo-beta-lactamase, 23,8% dos bastonetes Gram-
negativos nado fermentadores apresentaram sensibilidade reduzida ao
imipenem, meropenem ou ceftazidima. Ao serem submetidos ao teste
confirmatorio, observou-se que 8% das P. aeruginosa foram positivas para a
enzima MBL. Nao foi identificada ESBL. Quanto aos sinais e sintomas
clinicos de infeccdo na lesdo, destacaram-se, com frequéncia >70%:
descoloracéo do tipo opaca e/ou tijolo vermelho escuro; aumento do volume
do exsudato e dor. O estagio trés de infec¢édo foi o0 mais prevalente (71,4%).
Houve relacdo entre celulite e tecido de granulacdo friavel que sangra
facilmente e o resultado de cultura para BGN. Conclui-se que a presenca de
patdogenos Gram-negativos resistentes em pacientes na atencéo primaria a
salude sugere a necessidade de instituir-se vigilancia microbiologica para os
pacientes com UV com processo cicatricial de dificil evolucdo e que a
identificacdo de infeccdo nas UV deve ser norteada pelo conhecimento
acerca da etiologia, caracteristicas classicas e estagios clinicos de infeccéo.

Descritores: Ulcera venosa, infeccao, bactéria Gram-negativa, enfermagem
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ABSTRACT

This cross-sectional study was performed in the dressing rooms of the
primary healthcare network of Goiania, Goias, Brasil, with the following
objectives: to identify the prevalence of Gram-negative bacteria (GNB) in
venous ulcers (VU) with clinical signs of infection; analyze the susceptibility
profile of the isolates; detect the production of AmpC B-lactamases and
metallo-beta-lactamases, and extended spectrum beta-lactamase (ESBL);
describe the clinical signs and symptoms of infection in VU; evaluate the
wounds clinical stage of infection and its relationship with the presence of
GNB. The data were analyzed by means of descriptive statistics procedures,
proportion and Chi-square tests (p<0.05). All ethical aspects were followed.
The participants were 69 patients with venous ulcers, with or without arterial
complication, totaling 98 wounds. It was verified that 74.5% of the wounds
showed GNB growth, particularly enterobacteria (53.8%) and non-fermenting
gram-negative bacteria (46.2%). The prevalent species among the
enterobacteria was Escherichia coli (24.5%), followed by Enterobacter
aerogenes, Pantoea agglomerans and Proteus mirabilis (12.2% each).
Regarding the non-fermenting gram-negative bacteria, the prevalent genre
was Pseudomonas (66.6%), particularly the species P. aeruginosa (59.5%),
present in 25.5% of the analyzed wounds. Regarding the susceptibility profile
of the enterobacteria, the highest resistance rates were to tetracycline
(38.8%) and amoxicillin-clavulanic acid (26.5%). Among P. aeruginosa, the
highest resistance was observed for cefoxitin (100%). Regarding the
production of the AmpC enzyme, 30% of the microorganisms in the CESP
(Citrobacter spp., Enterobacter spp., Serratia spp. and Providencia spp.)
group, and 100% of the P. aeruginosa were resistant to cefoxitin. The
remaining microorganisms of the CESP group (70%) that were sensitive to
cefoxitin were subjected to a confirmatory test, and 37.5% were found to be
positive for the production of the AmpC enzyme. Regarding metallo-beta-
lactamase, 23.8% of the non-fermenting gram-negative bacteria showed
reduced sensitivity to imipenem, meropenem or ceftazidime. When subjected
to the confirmatory test, 8% of the P. aeruginosa were positive for the MBL
enzyme. Regarding the clinical signs and symptoms of infection, the
highlighted results with >70% frequency are: opaque and/or reddish brown
discoloration; increase in exudate volume and pain. Stage-three infection
was the most prevalent (71.4%). An association was found between cellulitis
and friable granulation tissue that bleeds easily and the culture for GNB. In
conclusion, the presence of gram-negative pathogens with resistance profiles
in primary healthcare patients suggests the need to implement
microbiological surveillance for patients with VU experiencing a prolonged or
difficult healing process, and that the identification VU infection should be
guided by knowledge regarding the etiology, classic characteristic and clinical
stages of infection.

Key words: venous ulcer, infection, gram-negative bacteria, nursing
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APRESENTACAO

O aprimoramento intelectual, na area de pesquisa cientifica, tem sido
a minha meta desde a graduacdo, quando tive a oportunidade de
desenvolver pesquisas como voluntaria de iniciacdo cientifica e, logo
depois, como bolsista no Nucleo de Estudos e Pesquisas em Controle de
Infecc@o Hospitalar (NEPIH) da Faculdade de Enfermagem da Universidade
Federal de Goias, participando de projetos de pesquisa e grupos de estudo.

Apo6s a conclusdo do curso de enfermagem, iniciei minhas atividades
profissionais em um Centro de Atencéo Integral a Saude (CAIS) e, em
seguida, passei a atuar na Estratégia Saude da Familia (ESF). Durante
atuacdo nos dois cenarios, tive contato com pacientes que apresentavam
Ulceras crbnicas e observei que estes estavam sempre a procura dos
servicos da sala de curativos, mas nao tinham resolutividade do problema.
A partir de entdo essa situacdo passou a me intrigar, mas ficou adormecida.

Com o intuito de melhorar o conhecimento sobre o desenvolvimento
de pesquisas e colocar em pratica 0 que até entdo havia apreendido,
retornei & Faculdade de Enfermagem, apds ter realizado Especializacéo de
Enfermagem em Infectologia na Universidade de S&o Paulo, onde tive
incentivo para permanecer nessa trajetéria, e ingressei no programa de
poés-graduacdo da Faculdade de Enfermagem da Universidade Federal de
Goiés, no curso de mestrado. Concomitantemente, vinculei-me novamente
ao NEPIH. Ao findar o periodo destinado ao desenvolvimento das
atividades do mestrado, mesmo nao estando ligada ao quadro de
trabalhadores da Faculdade de Enfermagem, permaneci no nucleo e tive a

oportunidade de orientar e desenvolver diversas pesquisas, na area de
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controle de infeccdo relacionada ao cuidado em saude. Em 2008, fui
aprovada no concurso para professor assistente e, atualmente, sou
pesquisadora do NEPIH.

Ao iniciar as atividades docentes me deparei novamente com a
problematica das ulceras crénicas sem resolutividade. Na busca de ampliar
meus conhecimentos sobre pesquisa, expus a Profa Dra Maria Marcia
Bachion o desejo de ingressar no doutorado. Ap0s varias conversas, ela me
apresentou o projeto: “Avaliacdo de Ulceras venosas de estase no contexto
do atendimento ambulatorial na Rede Municipal de Saude de Goiania:
ampliando as perspectivas”, e me vi novamente diante de uma tematica que
sempre me intrigou.

Fui convidada a participar da Rede Goiana de Pesquisa em Avaliagcao
e Tratamento de Feridas e pude contribuir no treinamento para a coleta de
dados do subprojeto de pesquisa de mestrado intitulado: “Integridade da
pele de éarea perilesional prejudicada e integridade tissular prejudicada
relacionada a circulagao alterada em pessoas com ulceras vasculogénicas”.
Assim, deparei-me com um contexto em que as pessoas com Ulceras
venosas apresentavam lesdes de longa duragdo, com uma evolucdo de
cicatrizagéo desfavoravel e com uma sintomatologia rica em indicadores de
infeccdo. Emergiram questbes que nortearam a elaboracdo da presente
pesquisa: Quais micro-organismos estdo presentes nas ulceras venosas
cronicas que impedem o processo de cicatrizacdo? Qual o perfil de
suscetibilidade desses micro-organismos frente aos antimicrobianos
frequentemente recomendados e utilizados na pratica clinica? Quais sinais

e sintomas clinicos indicam que essas lesfes estdo infectadas?
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Em resposta a essas indagacdes, esperamos que este estudo subsidie
os profissionais da area da saude e que estimule reflexdes acerca desta

tematica, com o propdsito de que ocorram mudancas na praxis.
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1 INTRODUGAO

As Ulceras venosas tém desafiado equipes médicas e de
enfermagem, por serem de dificil resolucdo com o uso da terapéutica
convencional (FERREIRA et al., 2006; BARBOSA & CAMPOS, 2010). Com
o0 intuito de contribuir com a cicatrizacdo dessas lesfes, outros profissionais
como fisioterapeutas (SANTOS; NASCIMENTO; ANDRADE, 2009;
AZOUBEL et al. 2010) e nutricionistas (PINTO et al., 2005) tém se dedicado

a essa tematica.

Estudos mostram que as Ulceras venosas tém duracdo média de 5
anos, podendo ultrapassar 10 anos (FRADE et al.,, 2005; MARTINS &
SOUZA, 2007; MARTINS, 2008). Sao fatores envolvidos no prolongamento
do tempo de cicatrizacdo: as alteracbes sistémicas como a insuficiéncia
venosa crbénica (IVC) (BOWLER; DUERDEN; ARMSTRONG, 2001,
FERREIRA et al., 2006) e o processo infeccioso, o qual compromete a

viabilidade dos tecidos superficiais (FERREIRA et al., 2006).

Individuos que apresentem desequilibrio imunolégico, aliado a outros
fatores como extremo de idade, etilismo, tabagismo, o uso de drogas,
sedentarismo e privagcdo de sono geralmente tém risco aumentado de

desenvolver infecgdes nas ulceras (EWMA, 2005).

A carga infectante e a espécie do agente patogénico sao importantes
no desenvolvimento do processo infeccioso (KINGSLEY, 2003). A literatura
caracteriza o bioburden (carga microbiana) de uma lesdo em quatro

categorias: contaminacdo, colonizacdo, colonizacdo critica e infeccéo
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(BOWLER; DUERDEN; ARMSTRONG, 2001; KINGSLEY, 2001; BOWLER,

2003; OVINGTON, 2003; EDWARDS & HARDING, 2004).

A contaminacdo é a presenca de bactérias na superficie da ferida,
sem dependéncia metabdlica com o hospedeiro, ndo provoca uma resposta
imune e nem impede o desenvolvimento do processo cicatricial (EDWARDS
& HARDING, 2004). Na colonizacdo, ha a dependéncia metabdlica sem
expressdo clinica ou reacdo imunoldgica, ndo havendo alteracdes no
processo de cicatrizacdo (KINGSLEY, 2001; OVINGTON, 2003; EDWARDS

& HARDING, 2004).

A colonizacao refere-se a proliferacdo de micro-organismos no tecido
sem causar lesdo ao hospedeiro ou provocar infeccdo. Para que estes saiam
de colonizadores para agentes infecciosos, € necessario que ocorram
alteracdes na carga microbiana, viruléncia do micro-organismo e na higidez
imunologica do hospedeiro (BOWLER; DUERDEN; ARMSTRONG, 2001;

OVINGTON, 2003; BOWLER, 2003).

Com a proliferacdo exacerbada de micro-organismos durante a
colonizagdo, ocorre a colonizacédo critica, ou seja, uma relacéo limitrofe entre
a colonizacdo e a infeccédo. A colonizagéo critica refere-se a presenca de
bactérias na superficie da ferida, com invaséo dos tecidos superficiais, com
liberacdo de toxinas e enzimas que impedem o progresso da cicatrizacao, e
a lesdo nao apresenta sinais classicos de infeccdo (WHITE & CUTTING,

2006).

Na colonizacao critica, apesar de nao ocorrer invasao de tecidos mais

profundos, a granulacdo modifica-se em relagcéo a cor, tornando-se vermelho
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brilhante e sangrando facilmente. Tem-se rompimento da ferida, odor subito

e aumento da quantidade de exsudato (OVINGTON, 2003).

Em consequéncia a colonizacdo critica, ocorre a invasao de tecidos
viaveis, com estimulo da resposta imune. Observa-se ainda um aumento da
producdo de exsudato e diminuicdo do processo cicatricial, caracterizando o

quadro infeccioso (OVINGTON, 2003).

A ocorréncia de infeccdo resulta de uma relacdo de parasitismo
caracterizada por um desequilibrio entre o agente infeccioso e o0s
mecanismos de defesa naturais do hospedeiro. A infeccdo implica em
multiplicacdo microbiana com invasédo de tecidos. Nesse caso, as bactérias
passam a interferir no processo de cicatrizacdo em decorréncia da liberacao
de substancias nocivas aos tecidos (BOWLER, 2003; KINSGLEY; 2003;
JONES, EDWARDS, THOMAS, 2004; EWMA, 2005; WHITE & CUTTING,

2006; COOPER et al., 2009).

Na abordagem terapéutica das Ulceras, € importante a utilizacdo de
multiplos métodos de avaliagdo, com o proposito de assegurar a detecgéo
precoce de colonizagdo critica ou infeccdo na vigéncia de retardo no
processo cicatricial das lesdes. S80 necessarias avaliacdes clinicas que
identifiguem os sinais classicos de infec¢do, bem como os sinais adicionais
sinalizando para o inicio da colonizacéo critica e/ou o processo infeccioso.
Somada a avaliacdo clinica, para que a terapéutica seja assertiva, é
imprescindivel a realizacdo da analise microbiologica (GARDNER; FRANTZ;
DOEBBELING, 2001; EWMA, 2005; WHITE & CUTTING, 2006; COOPER et

al., 2009). A avaliacéo clinica deve ser baseada nos estagios clinicos de
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infeccdo, pois dard ao profissional de salude maior subsidio para a

assisténcia (EWMA, 2006).

Na avaliacéo clinica das Ulceras venosas, é necessaria a busca por
sinais e sintomas como: dor, eritema, calor, edema, exsudato purulento,
celulite, cicatrizacdo sem evolucdo, aumento de temperatura da pele,
aumento de dor na ulcera ou mudanca na natureza da dor, formacao de
novas Ulceras nas margens inflamadas da Ulcera pré-existente, ampliacédo
da ferida nas margens inflamadas, descoloracéo do leito da ferida tipo opaca
ou coloracao tijolo vermelho escuro, tecido de granulacédo friavel, tinel para
os tecidos moles, rompimento da ferida, exsudato sanguinolento e seroso
elevado e aumento da viscosidade do exsudato (GARDNER; FRANTZ;

DOEBBELING, 2001; EWMA, 2005; GARDNER et al., 2007).

A avaliacédo clinica requer experiéncia do profissional de saude. Pode
ser feita durante a observacdo da lesdo, na realizacdo do curativo, o qual é
realizado, em geral em pelos profissionais da enfermagem (SANTOS et al.,

2010).

Quanto a instituicdo da analise microbiolégica, ndo h& consenso, pois
tem sido indicada apOs instituicAo de terapéutica antimicrobiana para
tratamento de infeccdo de pele e partes moles, quando o tratamento nao
apresenta o efeito desejado, como nos casos de infec¢des graves causadas
por micro-organismos multiressistentes (LOPES, 2005). Por outro lado, tem
sido reportada como sendo de grande relevancia para 0s pacientes
acometidos por Ulceras venosas (BOWLER; DUERDEN; ARMSTRONG,

2001; COOPER et al., 2009).
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Em unidades de saude de servicos ambulatoriais do municipio de
Goiania (GO), no contexto do tratamento de feridas crbénicas, prescrevem-se
varios antimicrobianos e, na maioria das vezes, sem a realizacao de exames
microbiolégicos que avaliem o perfil de suscetibilidade do micro-organsimo.
A magnitude do processo infeccioso torna-se, dessa maneira, um problema

de dificil controle (MARTINS, 2008).

As lUlceras cronicas sdao comumente contaminadas por bactérias
provenientes da microbiota residente da pele (GARDNER et al., 2004,
EWMA, 2005) e do meio ambiente (KONEMAN et al., 2008; TRABULSI,

2008).

Quanto aos micro-organismos transitorios presentes na pele, estudos
tém reportado, com maior freqiiéncia, bactérias transitérias como a Gram-
positiva Staphylococcus aureus e, dentre as bactérias Gram-negativas,
Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli e Proteus sp. (GOMES,
CARVALHO, LIMA, 2009; COOPER et al., 2009). Esses sao micro-
organismos que causam graves alteracdes sistémicas podendo levar a Obito

(SEGHETO & ARAUJO, 2011).

Quanto ao tratamento das infec¢Bes provocadas por bactérias, sabe-
se que os antimicrobianos, nos primoérdios de sua utilizagdo, traziam muitos
beneficios. Ja nas ultimas décadas, o wuso indiscriminado dessas
substancias, tanto pela terapéutica empirica (sem critério microbiologico)
(ROSSI & ANDREAZZI, 2005), quanto pela automedicacdo, resultou em
uma pressao seletiva sobre os micro-organismos e, consequentemente, na

disseminacéao de resisténcia entre as bactérias (FONSECA et al., 2010).
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Em um estudo de reviséo da literatura sobre o uso de antibidtico e sua
acao em feridas crénicas, foi elucidado o importante papel desses farmacos
no tratamento das feridas infectadas (HOWELL-JONES, 2005). Entretanto,
ndo ha estudos que estabelecam um protocolo para escolha terapéutica

(HOWELL- JONES, 2005; O"MEARA; KURDI; OVINGTON, 2008).

Neste estudo, deu-se énfase aos micro-organismos Gram-negativos
em decorréncia de sua importancia clinica no processo de cicatrizacdo das
Ulceras venosas (KONEMAN et al., 2008, TRABULSI, 2008) e destaque na
literatura em relacdo ao perfil de resisténcia (SALGADO et al., 2011; MELO;
BARBARESCO; GONTIJO FILHO, 2011; FERREIRA et al., 2011; MOREIRA

etal., 2011; LEAO et al., 2011) .

O fenbmeno de resisténcia antimicrobiana tem gerado preocupacéo
mundial, principalmente no que se refere a existéncia de opcdes
terapéuticas adequadas. Infeccbes por bactérias multirresistentes e,
atualmente, panresistentes tém se tornado um problema de relevante
importancia para os servicos de saude, representando um desafio para a

assisténcia a saude (ROSSI, 2011).

Os bastonetes Gram-negativos (enterobactérias e BGNNF) tém
apresentado ampla resisténcia aos varios antimicrobianos tradicionalmente
empregados na pratica. O padrdo de resisténcia desses agentes € muito
variavel entre pais, cidade e instituicdo, o que exige um monitoramento
frequente do perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos (TAVARES, 2002;

ROSSI, 2011).
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Esse tipo de investigacdo se torna, portanto, fundamental para que o
tratamento de Ulceras crbnicas seja mais seguro, evitando assim
complicacbes para o paciente e a disseminacdo de micro-organismos

resistentes.

A avaliacdo clinica de sinais e sintomas de infeccdo, aliada ao
conhecimento sobre o tipo de micro-organismo envolvido no retardo do
processo de cicatrizacdo das Ulceras venosas, pode subsidiar as acdes da
equipe de enfermagem. No que se refere aos cuidados locais com a lesédo o
uso de produtos a base de iodo e prata para tratamento de feridas
infectadas, dependera do conhecimento acerca do fator de viruléncia do
agente patogénico, ou seja, se este produz biofilme ou ndo (BOOTHMAN,

2009).

Quanto a organizacdo e gerenciamento do servico da enfermagem,
esse dado pode ainda contribuir para o planejamento de medidas de
reorganizacdo do ambiente e do processo de trabalho, com o intuito de
controlar e reduzir a disseminacdo de bactérias multirresistentes e

contaminacgao cruzada.

A caracterizagdo do quadro infeccioso é de suma importancia, e a
analise microbioldgica é substancialmente necessaria, pois identifica o perfil
e direciona o tratamento, evitando que a terapéutica seja instituida de
maneira indiscriminada. Portanto, é necessaria a realizacdo de exames
microbioldgicos, para se obter dados que auxiliem no processo de vigilancia
epidemiologica e de prevencdo e controle das infeccbes em feridas

(BOWLER; DUERDEN; ARMSTRONG, 2001; MARTINS, 2008).

Introdugéo 7



A vigilancia epidemioldgica da microbiologia das infec¢cées em Ulceras
venosas de dificil evolucdo cicatricial € uma pratica que deve ser
preocupacao dos servicos de saude, pois possibilita identificar a ocorréncia
de infec¢bes por bactérias multirresistentes, além de direcionar a escolha
dos antimicrobianos mais adequados ao tratamento (BOWLER; DUERDEN;

ARMSTRONG, 2001).

Acredita-se que este estudo podera fornecer, aos servigos de saude e
gestores, subsidios para mudancas nas politicas publicas de saude na
atencao primaria, levando a um redirecionamento da abordagem terapéutica

das ulceras venosas de dificil cicatrizacao.

REVISAO DA LITERATURA

Etiologia e classificacdo das ulceras venosas

7

O sistema venoso dos membros inferiores é composto por trés
sistemas: veias superficiais, comunicantes e profundas. A comunicacéo
entre os dois sistemas ocorre por meio do sistema comunicante ou
perfurante. Esses vasos contém valvulas bicuspides as quais fazem com
gue o sangue tenha um fluxo ascendente e impedem o refluxo em condi¢des
de relaxamento da musculatura das pernas. Quando esse sistema passa a
funcionar de forma inadequada, instala-se a insuficiéncia venosa cronica

(IVC) (NUNES, 2006; ETUFUGH & PHILLIPS, 2007).

As Ulceras venosas decorrem do inadequado funcionamento do

sistema venoso causado por incompeténcia valvular, hipertensdo venosa
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prolongada, trombose venosa profunda ou disfuncdo da bomba muscular da
panturrilha da perna (MAFFEI, 2002; BRIGGS & CLOSS, 2003; FRANCA &
TAVARES, 2003; NUNES, 2006; HERBER; SCHNEPP; RIEGER, 2007).
Pode afetar o sistema venoso superficial, o profundo ou ambos (NUNES,

2006; ETUFUGH & PHILLIPS, 2007).

Em decorréncia do fluxo sanguineo retrogrado, instala-se a
hipertensdo venosa (CARMO et al., 2007). A pressao venosa has pernas
pode variar de 95 a 100 mmHg nos pacientes com comprometimento do
sistema venoso superficial ou profundo, quando em repouso. Durante a
deambulacéo, essa pressao cai para 36 mmHg no individuo sem alteracoes;
naqueles com insuficiéncia venosa, chega a 66 mmHg. Em virtude da
alteracdo da pressdo venosa, as valvulas permitem o retorno do sangue
fazendo com que ocorra um estado de hipertenséo, sendo esta responsavel

por impedir o fechamento efetivo das valvulas (BONFIM et al., 2002).

Em relacéo a etiologia da hipertensdo venosa dos membros inferiores,
existem quatro teorias bastante discutidas e aceitas (FURTADO, 2003): a
Teoria da bainha de fibrina ou Teoria de cuff de fibrina, a Teoria da retencao
dos glébulos brancos (Teoria dos leucécitos), a Teoria mecanica ou classica
e a Teoria da migracdo de fatores de crescimento (Hipotese bloqueio). A
faléncia do masculo da panturrilha também é uma hipotese discutida e esta
relacionada ao envelhecimento, ao sedentarismo, as doencas reumatoides e
a anormalidades musculo-esqueléticas (DOUGHTY; WALDROP;

RAMUNDO, 2000).

Introdugéo 9



A teoria da bainha de fibrina ou cuff de fibrina refere-se a
polimeralizacdo do fibrinogénio em fibrina insolivel em torno dos capilares
da derme, impedindo as trocas de elementos fundamentais (oxigénio,
metabdlitos, sangue, nutrientes, etc). Esse fato leva ao endurecimento
dérmico (lipodermatoesclerose ou lipoesclerose), decorrente de andxia
tecidual, ocasionada pela hipertensdo venosa constante devido a
manutencdo elevada das pressfes nas veias superficiais durante a
deambulagdo (DOUGHTY; WALDROP; RAMUNDO, 2000; ETUFUGH &

PHILLIPS, 2007).

A teoria dos leucécitos estabeleceu que, na presenca da hipertenséo
venosa, ocorre diminuicdo na velocidade do fluxo sanguineo, permitindo o
agrupamento de células brancas na parede do endotélio. A obstrucéo
vascular leva a isquemia tecidual local e bloqueio da passagem de oxigénio
pelas hemacias. A liberacdo de mediadores inflamatérios consequentes a
esse processo causa danos celulares, morte tecidual e formacéo de Ulceras

venosas (DOUGHTY; WALDROP; RAMUNDO, 2000).

A teoria mecéanica ou classica discorre sobre a formagédo de trombos e
a cronificagcdo da inflamagéo tissular. A hipertensdo venosa aumenta o
gradiente de pressao entre a artéria e 0 sistema venoso, resultando na
reducdo da perfusdo capilar, fluxo capilar e pressado de difusdo. Com a
alteracdo das pressdes do leito capilar, ocorrem o edema, o aumento de
fibrinogénio plasmatico e a diminuicao da fibrinélise, estando os dois ultimos
contribuindo para a hiperviscosidade intravascular com formacfes de
tampbes de leuctcitos e plaguetas. As alteragbes hemodindmicas e

linfodindmicas no membro afetado permitem a passagem de elementos
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sanguineos responsaveis por uma série de alteracdes cutaneas (DOUGHTY;

WALDROP; RAMUNDO, 2000).

A teoria da migracao de fatores de crescimento descreve que os fatores
de crescimento alojam-se na bainha de fibrina, ficando impedidos de

atuarem na reparacdo normal do tecido epitelial (FURTADO, 2003).

A Ulcera venosa decorre principalmente do extravasamento de fluidos e
consequente liberacdo de fibrina para os espacos intersticiais, levando a
deficiéncia no suprimento de oxigénio e nutrientes. Inicia-se
espontaneamente ou em decorréncia de trauma, tem forma irregular, na
maioria das vezes se localiza na face medial da perna, proximo ao maléolo

medial (FRANCA & TAVARES, 2003; CARMO et al., 2007).

As Ulceras venosas podem ser classificadas da seguinte maneira
(EWMA, 2003):

A) - Ulcera venosa sem complicacdo, avaliada por meio do indice
tornozelo-braco (ITB) e obtido resultado > que 0,8;

B) - Ulcera venosa com complicacéo, avaliada por meio do ITB sendo

este < que 0,8.

As Ulceras venosas com complicacdo s@o subdivididas em Ulceras
mistas, que podem apresentar moderado comprometimento arterial, mas
com predominancia de caracteristicas de Ulceras venosas, tendo valores de
ITB entre 0,5 a 0,8, e Ulceras com elevada complicacéo arterial, com ITB

abaixo de 0,5.
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De acordo com a Conferencia Nacional de Consenso sobre las
Ulceras de la extremidad inferior (CONUEI), para a classificagcdo de uma
Ulcera em venosa recomenda-se que a lesdo apresente 0s seguintes sinais
clinicos: localizacdo em zona lateral interna e terco distal da perna,
morfologia redonda ou oval, bordas abauladas, area perilesional com
dermatite ocre, hiperqueratose e atrofia branca, queixa de dor, presenca de

pulsos tibiais e ITB > 0,75 (CONUEI, 2009).

Processo de cicatrizacdo de Ulcera de perna e infeccao

A cronificacdo de uma ferida envolve varios fatores na estagnacdo do
processo de cicatrizagdo e dentre eles, estd a presenca de micro-
organismos da microbiota da pele e os transitérios patogénicos (BOWLER;

DUERDEN; ARMSTRONG, 2001).

Para que o processo da reparacdo tecidual aconteca de maneira
ordenada, € necessario que ocorra hemostasia, inflamacéo, proliferacéo e
maturacdo. Nas feridas crbnicas, ocorre um retardo na fase inflamatéria
devido a alteragbes na expressao da matriz extracelular (EMC) com falhas
na reepitelizacédo e prolongamento da inflamacéo, devido a desproporgéo de
enzimas protetoras e deteriorativas, fazendo com que haja degradacgéo da

ferida (SHULTZ et al., 2003; FERREIRA et al., 2006)

Com o excessivo numero de células inflamatorias, o perfil de citocinas
na ferida é afetado. Isso leva a: aumento na concentracdo de fator
transformador de necrose tumoral (TNF-a); reducdo na concentracdo de
fatores que promovem a proliferagédo, inclusive de fator de crescimento de

células endoteliais derivado de plaquetas (PDEGF); reducdo de deposicao
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de matriz que as transformam em fator transformador de crescimento-3

(TGF-B) (BALBINO; PEREIRA; CURI, 2005; MENKE et al., 2007).

Portanto, a atividade mitogénica das células é reprimida nas feridas
cronicas, e a inflamacéo patogénica resulta em uma descontrolada cadeia
gue leva a mais inflamacédo. Como resultado da inflamacé&o, observa-se o
aumento do numero e atividade dos neutrofilos, hipersintese, degradacao de
fibroblastos e queda na quantidade de proteases de colageno, o que previne
a maturacdo e a formacéao da cicatriz, constituindo um circulo vicioso da fase

inflamatdria (BALBINO; PEREIRA;CURI, 2005; MENKE et al., 2007).

Nas extremidades corporais onde h& comprometimento vascular e
acometimento do aporte de oxigénio, o influxo de neutréfilos e macréfagos
ativados para essa regido aumenta a demanda por oxigénio com
consequente elevacao das concentracdes de acido latico e queda do pH.
Essa combinacéo entre hipdxia, pH baixo e alta concentracdo de acido latico
ativa o macrofago para a producdo de fatores de crescimento (BALBINO;

PEREIRA; CURI, 2005).

O descontrole litico pode resultar em prejuizo a evolugcédo do reparo,
uma vez que as células inflamatérias ativadas sédo produtoras de outras
substancias letais sobre as membranas celulares. Alguns mediadores
inflamatoérios (TNF-a e TGF-B), embora mitogénicos para fibroblastos,
podem induzir a morte descontrolada das células. Durante a evolucado do
reparo, € comum haver momentos em que a lise predomine sobre a
reposicao e vice-versa, levando a cronificacdo da lesdo. Os mediadores

quimicos, interleucinas seis e dez (IL-6, IL-10) séao reduzidos,
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consequentemente ha uma desordem nos niveis dos mediadores
inflamatorios, resultando em declinio de queratindcitos e defeitos na EMC,
dessa maneira retardando a cicatrizacdo (BALBINO; PEREIRA; CURI,

2005).

A presenca de mais de um género de micro-organismos na leséo
interferem na concentracdo de IL-6 com consequente alteracdo no processo
cicatricial Ulceras venosas e arteriais de membros inferiores (AMBROSCH,;

LOBMAN; POTT; PREIBLER, 2008).

Quando ocorrem 0s processos infecciosos, as bactérias contribuem
para a cronificacdo de lesGes por meio da producdo de toxinas, elevando a
quantidade de citocinas pré-inflamatérias. As exotoxinas produzidas em
comum, pelas bactérias, atacam as células produzindo necrose tecidual.
Elas contribuem ainda para a diminuicdo das proteinas que favorecem
guimiotaxia, aumentam a producdo de enzimas citotéxicas e dos radicais
livres e acentuam a hipdéxia promovendo aumento da lesédo tecidual (JONES;
EDWARDS; THOMAS, 2004), decorrente da competicdo entre células do
hospedeiro e das bactérias por oxigénio e nutrientes (OVINGTON, 2003). A
infeccdo prejudica as atividades dos fibroblastos na producdo de colageno e

ocasiona um desequilibrio do processo (DEALEY, 2008).

Identificacéo de infeccéo em feridas cronicas de perna

Os sinais e sintomas classicos de infeccdo em feridas sao
reconhecidos como marcadores desde a década de 50 (EWMA, 2005). No

entanto, a identificacdo de uma ferida infectada requer diferentes
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abordagens, e ndo ha consenso sobre o diagnéstico de infeccéo

(KINGSLEY, 2001; CUTTING, WHITE, 2005).

As abordagens descritas tém sinalizado as melhores condutas para o
diagnéstico de infeccdo de feridas, sendo elas: avaliacbes clinicas
(identificacdo de sinais classicos de infeccdo, identificacdo de sinais
adicionais de acordo com escores de classificacdo) e a analise
microbiolégica (GARDNER; FRANTZ; DOEBBELING, 2001; EWMA, 2005;

WHITE & CUTTING, 2006; COOPER et al., 2009).

Em estudo realizado por Gardner; Frantz; Doebbeling, (2001), testou-se
a sensibilidade, especificidade e valor preditivo dos sinais classicos de
infeccdo — dor, eritema, edema, calor, exsudato purulento e dos sinais
especificos para cicatrizacdo em feridas por segunda intencdo — exsudato
seroso, cicatrizagdo sem avanco, descoloracdo ou granulacdo fridvel,
tunelizacdo, odor fétido e rompimento da ferida, mediante um checklist
denominado: Clinical Signs and Symptoms Checklist (CSSC). Observou-se
gue os sinais com melhor predicdo para infeccdo foram: aumento da dor,
presenca de granulacdo friavel, odor fétido e tunelizacdo, estando 11

(30,5%) das lesdes infectadas.

Num processo de identificacdo de consenso entre especialistas de
varias profissdes, definiu-se os critérios para identificacdo de infeccdo em
diversas feridas, dentre elas a Ulcera venosa. Instituiram-se chaves de
classificacdo ou escores de concordancia para cada sinal ou sintoma: alto,
com escore entre 8 e 9, médio, entre 6 e 7 e baixo entre 4 e 5. Em relacéo

as Ulceras venosas, 0s escores entre 8 e 9, considerados altos, foram
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obtidos para os seguintes sinais e sintomas: celulite, odor fétido, dor,
cicatrizacdo sem evolucdo, aumento do exsudato e rompimento da ferida

(EWMA, 2005).

Embora estudos apontem quais os sinais e sintomas preditores de
infeccdo, tem sido recomendado que as Ulceras venosas sejam avaliadas de
acordo com o estagio clinico de infeccdo, para que seja instituida terapéutica
adequada. A analise microbioldgica e o uso de antimicrobiano sistémico séao
sugeridos a partir da observacdo de deteriorizacdo dos tecidos da leséo,
presenca de celulite, linfangite ou alteracdo no estado geral do paciente

como febre e septicemia (EWMA 2006).

Estudos realizados no Brasil sobre feridas crénicas tém abordado os
resultados das analises microbiologicas, sem deixar claro quais critérios
utilizados para a indicacdo do exame microbiologico (VERA et al., 2006;

FERNANDES; PIMENTA & FERNANDES, 2007).

Em estudo realizado em Goiania-GO, cujo objetivo foi analisar a
ocorréncia de infeccdo em feridas crénicas por meio de swab, verificou-se
que, das 60 feridas analisadas de usuarios atendidos em Unidades Béasicas
com atendimento 24 horas, 45 (75%) das lesbes estavam infectadas

(MARTINS, 2008).

Gomes, Carvalho e Lima, (2009) em estudo cujo objetivo foi avaliar a
variacdo da microbiota de feridas cronicas de membros inferiores
(destacando-se as Ulceras venosas), utilizaram-se da avaliacéo clinica e da

coleta de espécime para cultura por meio de swab; verificaram que nenhuma
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das lesbes apresentava sinais de infeccdo, mas estavam todas colonizadas

por mais de uma espécie de micro-organismos.

A coleta de espécimes para analise microbiolégica auxilia na
identificacdo dos micro-organismos mais prevalentes, na deteccdo de
fendtipos de resisténcia aos antimicrobianos e no estabelecimento de

terapéutica adequada (FRANK; BAYOUMI; WESTENDORP, 2005).

Estudos sobre significancia microbiolégica por meio de bidpsia
verificaram que o limiar de 10°UFC/g (unidades formadoras de
colonias/grama de tecido) € suficiente para inferir se a lesdo esta infectada

(BOWLER; DUERDEN; ARMSTRONG, 2001; BOWLER, 2003).

O limiar de colbnias bacterianas para diagnéstico de leséo infectada
tem sido discutido, pois ha micro-organismos que apresentam elevada
patogenicidade, como por exemplo: Streptococcus B-hemolitico do grupo A,
Mycobacterium tuberculosis, Treponema pallidum, Corynebacterium
diphtheriae dentre outras, além de algumas espécies de fungos. Ndo ha
consenso sobre esse tema. Ha concordancia, entre os autores, no que se
refere ao aumento da carga microbiana como um dos fatores intervenientes
no processo de cicatrizagdo das feridas crénicas (DOW, 2003; BOWLER,

2003).

Em estudo de reviséo da literatura, foram comparadas varias pesquisas
que quantificaram a carga microbiana por meio do swab, e de biopsia da
lesdo. Dentre os estudos apontados, observou-se que, utilizando o swab

para a coleta, o limiar foi >10° UFC/g, enquanto que para biépsia o resultado
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foi = 10* UFC/g (BOWLER; DUERDEN; ARMSTRONG, 2001; BOWLER,

2003; WHITE, CUTTING, 2006).

Em avaliacdo microbioldgica de ulceras venosas crbnicas, as quais nédo
apresentavam sinais clinicos de infeccdo, foram realizadas coletas de
espécimes por meio de swab e bidpsia. O estudo revelou nao ser
estatisticamente significante a utilizacdo de biépsia justificando ser viavel a

utilizacao de swab (DAVIES et al., 2007).

Uma investigacao clinica e microbiolégica de uUlceras venosas utilizou
de trés técnicas para a obtencao dos espécimes (swab, discos e biopsia) e
0s comparam em relacdo a carga microbiana. Verificaram que a coleta por
meio de bibpsia, em relacdo aos discos, apresentou diferenca
estatisticamente significante, e que ndo ocorreu significancia estatistica ao
comparar a coleta por swab e a bidpsia, mostrando que é justificavel o uso
da técnica ndo invasiva, como swab, para a identificacdo de infeccdo em

Ulceras venosas (COOPER et al., 2009).

Agentes de infeccdo em feridas crbnicas

As feridas crbnicas sdo na maioria das vezes contaminadas e/ou
colonizadas por diversos micro-organismos (LANDIS, 2008), e a presenca
de multiplos micro-organismos nas ulceras tem sido analisada, bem como a
relacdo destes no restabelecimento dessas lesbes (SANTOS; SILVEIRA;

CAFARRO, 2006; HOGSBERG et al., 2011).

Diversos géneros de bactérias interferem significativamente na

reparacdo da lesdo. Identificou-se, em Ulceras venosas, a presenca de
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Pseudomonas sp. em 20%, Enterobacteriaceae em 40%, estando os
géneros Escherichia e Proteus com predominancia entre os demais

(AMBROSCH; LOBMAN; POTT,; PREIBLER, 2008).

Estudo realizado em pacientes com Ulceras diabéticas, cujo objetivo foi
identificar e quantificar os fatores de risco para amputacdo do membro
inferior, verificou que, das 118 culturas realizadas, 33,1% foram positivas
para micro-organismos Gram-negativos com destaque para Proteus
mirabillis e Pseudomonas aeruginosa e 26,3% para Gram-positivos
destacando-se o Staphylococcus aureus (SANTOS; SILVEIRA; CAFARRO,

2006).

Outro estudo observou que na presenca de Pseudomonas aeruginosa
em Ulceras venosas, ha consideravel impacto na rejei¢cdo parcial ou total do

enxerto, interferindo no tratamento (HOGSBERG et al., 2011).

Em avaliacdo sobre a microbiota de feridas cronicas de membros
inferiores, cujas lesdes predominantes foram Ulceras venosas, verificou-se,
com maior frequéncia, (65,6%) micro-organismos Gram-negativos dos
géneros Proteus, Pseudomonas e E. coli (GOMES; CARVALHO; LIMA,

2009).

Investigagéo para verificar a presenca de infeccdo em ulceras venosas
por meio de analise microbioldgica identificou Corynebacterium striatum e
Staphylococcus aureus em 75% das lesbes; Pseudomonas aeruginosa em

60% e Streptococcus sp. em 45% das lesdes (COOPER et al., 2009).
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Em outro estudo sobre a avaliacgdo de Ulceras venosas para
caracterizacdo da microbiota verificou-se a presenca de 53% de bactérias
Gram-positivas, 51,5% de bactérias anaerdbias facultativas e 30% de
anaerObias estritas. Entre as bactérias Gram-negativas (47%) foram
identificados os géneros Escherichia, Pseudomonas, Proteus e Serratia

(WOLCOTT et al., 2009).

Observa-se de um modo geral que as feridas cronicas de pele sao
colonizadas por bactérias Gram-negativas (MARTINS, 2008), especialmente
as pertencentes a familia Enterobacteriaceae e ao grupo dos bastonetes
Gram-negativos nao-fermentadores (BGNNF). Estes tém tido destaque na
literatura ndo sO por interferirem no processo de cicatrizacdo das Ulceras
(AMBROSCH; LOBMAN; POTT; PREIBLER, 2008; HOGSBERG et al.,
2011), mas também por apresentarem mecanismos de resisténcia aos
antimicrobianos (SALGADO et al., 2011; MELO; BARBARESCO; GONTIJO
FILHO, 2011; FERREIRA et al., 2011; MOREIRA et al., 2011; LEAO et al.,
2011), interferindo de maneira substancial na resposta terapéutica dos

sujeitos acometidos por esses agentes patogénicos.

Familia Enterobacteriaceae (enterobactérias)

Os membros da familia enterobacteriaceae sdo considerados micro-
organismos fermentadores por utilizarem a fermentacdo de glicose como
fonte de energia. Estdo amplamente distribuidos no solo, agua, plantas e no
trato intestinal de humanos e animais (KONEMAN et al., 2008, TRABULSI,

2008).
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As enterobactérias constituem o maior e mais heterogéneo grupo de
bastonetes Gram-negativos clinicamente importantes, sendo responsaveis
por mais de 95% de todas as infeccdes. Essas bactérias compartilham uma
variedade de fatores de viruléncia (lipopolissacarideos — LPS, capsula,
flagelo, fimbrias) e tém-se destacado pela multirresisténcia aos
antimicrobianos, principalmente pela producdo de beta-lactamases

(MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2006).

Nesse contexto, tém particular importancia os agentes que produzem
beta-lactamases de espectro ampliado (ESBL) e beta-lactamase AmpC.
Atualmente, a producdo de outro tipo de beta-lactamase, as
carbapenemases, também tem sido relatada com significativa preocupacéo

(ANVISA, 2010).

Varios géneros e espécies ja foram descritos, sendo estes
diferenciados por meio de seu perfil bioquimico em meios de cultura
especiais. Os membros dessa familia s&o anaerdbios facultativos,
fermentam glicose, citocromo-oxidase negativos e reduzem nitrato a nitrito.
Os seguintes géneros sdo de interesse para este estudo: Escherichia,
Citrobacter, Klebsiella, Enterobacter, Pantoea, Proteus, Morganella e

Providencia (KONEMAN et al., 2008).

Escherichia coli € um micro-organismo comensal, habita o intestino
humano durante toda a sua vida e patogénico por estar associada a doencas
infecciosas (BUERIS et al., 2005). Dentre as doencas causadas por esse
bastonete estdo: infeccbes do trato urinario, meningite neonatal,

gatroenterites, choque provocado por endotoxinas, sepse (JAWETZ,
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MELNICK; ALDEBERG, 2009; KONEMAN et al., 2008) e infeccdo de feridas,
incluindo as de membros inferiores (SANTOS; SILVEIRA; CAFFARO, 2006;

MARTINS, 2008; QUEGE, 2008), dentre outras.

E. coli € a espécie mais comumente isolada nos laboratdrios clinicos e
ja foi associada a infeccbes de todos os tecidos e sistemas organicos
humanos. Esta bactéria apresenta ampla diversidade antigénica, é resistente
a varios antimicrobianos tradicionalmente utilizados e tem sido relacionada a
infeccbes adquiridas na comunidade, como também as associadas aos
cuidados em saude (IACS) (VILLAS BOAS & RUIZ, 2004; JAWETZ;

MELNICK; ALDEBERG, 2009).

O género Citrobacter contempla 12 espécies sendo a mais citada na
literatura a C. freundii. S&o encontradas predominantemente em amostras
de fezes (KONEMAN et al., 2008; DSMZ, 2012) e, em menor escala, em

feridas crénicas (MARTINS, 2008).

A C. freundii, produtora de enzima carbapenemase, tem sido isolada e
reportada como um agente de infeccdo cruzada no ambiente hospitalar
(CHEN et al., 2011; KANAMORI et al., 2011). Esse micro-organismo € causa
comum de infeccdo em neonatos e em pacientes imunocomprometidos

(CHEN et al., 2011).

O género Klebsiella, quando isolado em meios de cultura seletivos,
apresenta colbnias grandes e mucodides, sendo esta Ultima uma evidéncia da
presenca de capsula. Esse fator de viruléncia esta diretamente relacionado a
formacao de biofilme, o que dificulta a acdo de antimicrobianos e do sistema

imunologico (KONEMAN et al., 2008).
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As espécies desse género mais comumente citadas na literatura sao
a K. pneumoniae e K. oxytoca (KONEMAN et al., 2008). A K. pneumoniae
estd associada principalmente a quadros de pneumonias primarias, mas
também a infecgBes extrapulmonares como enterites, meningites, sepses,
infeccbes do trato urinario (KONEMAN et al., 2008) e feridas cronicas
(BOWLER; DUERDEN; ARMSTRONG, 2001; BOWLER, 2003; HOWELL-

JONES, 2005; MARTINS, 2008).

Em estudo sobre fatores de risco para amputacbes de membros
inferiores (MMII) em pacientes diabéticos, identificou-se que a presenca de
bastonetes Gram-negativos nas lesdes estava associada a um maior
namero de amputacdes. Dentre 0s micro-organismos citados encontra-se a
Klebsiella pneumoniae em nove (7,6%) das culturas positivas das lesdes

avaliadas dos MMII (SANTOS; SILVEIRA; CAFFARO, 2006).

O género Enterobacter inclui aproximadamente 24 espécies, sendo a
E. aerogenes a mais frequentemente isolada de amostras biolégicas. Esse
micro-organismo esta associado a diversas infec¢cdes oportunistas das vias
urinarias, trato respiratério e feridas cutaneas, podendo causar a sepse e
meningites. Ja a E. gergoviae, além de provocar infeccdes urinarias, também
tem sido isolada de amostras a partir do trato respiratorio e sangue

(KONEMAN et al., 2008; DSMZ, 2012).

A Pantoea agglomerans, denominada até a década de 70 por
Enterobacter agglomerans, é a espécie mais importante do género

(KONEMAN et al., 2008). Isolada do meio ambiente e de seres humanos,
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tem sido responsavel por surtos de infecgbes associadas aos cuidados em

saude (BICUDO et al., 2007).

As espécies do género Proteus apresentam motilidade caracteristica
e crescimento de forma disseminada, decorrente da presenca de flagelos. A
espécie P. mirabillis é agente infectante de feridas humanas, bem como de
infeccbes urinarias. JA a P. vulgaris é isolada principalmente de
imunossuprimidos em uso prolongado de antimicrobianos (KONEMAN et al.,

2008).

Estudo realizado em pessoas curadas de hanseniase que
apresentavam Ulceras de perna, identificou-se que o P. vulgaris era um dos

agentes infectantes das les6es (QUEGE, 2008).

Pesquisa sobre micro-organismos de Ulceras cronicas de pernas
verificou que dentre os trés isolados de maior freqiéncia estavam o P.

mirabillis 16,6% e P. vulgaris 15,0% (MARTINS et al., 2010).

Em relacdo ao género Morganella, este € composto pela espécie M.
morganii que, diferente dos demais géneros citados, diferencia-se em duas
subespécies (morganii e sibonii). Esse micro-organismo provoca infeccoes
urindrias e de feridas, além de gastroenterites. Doenga grave por ser
relatada principalmente em individuos imunocomprometidos (KONEMAN et

al., 2008).

Em investigacdo para avaliar a prevaléncia de micro-organismos em

Ulceras venosas de usuario de bota de Unna, verificou-se a presenca de
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enterobactérias e, dentre elas, Morganella morganni e Providencia rettgeri,

as quais dificultam o processo de cicatrizacdo (VICENTIM et al., 2009).

Providencia é um género constituido por nove espécies. Infeccdes
por essa bactéria ndo sdo comuns e estad limitada a casos isolados,
especialmente em infecgcbes do trato urinario (KONEMAN et al., 2008;

DSMZ, 2012).

Bastonetes Gram-negativos N&o fermentadores (BGNNF)

O grupo dos bastonetes Gram-negativos nédo fermentadores é
constituido por varias familias, géneros e espécies com diferentes
propriedades fisiolégicas, metabdlicas e patogénicas. Estes, ao contrario das
enterobactérias, sdo caracterizados por ndo utilizarem carboidrato como
fonte de energia ou o degradarem por outra via metabdlica como a oxidagéo

(KONEMAN et al., 2008).

A identificacdo desses micro-organismos representa um desafio para
a rotina bacteriologica devido a complexidade e elevado custo dos
esquemas de classificagdo. Entre os micro-organismos de interesse clinico
estdo: Acinetobacter spp., Burkholderia cepacia, Pseudomonas sp. e

Stenotrophomonas spp. (ANVISA, 2004).

Os BGNNF tém recebido especial destaque particularmente pela
resisténcia aos varios antimicrobianos disponiveis, e pela capacidade de
causar infeccdes graves em pacientes imunocomprometidos. Os principais

mecanismos de resisténcia estéo relacionados a producdo de enzimas como
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metalo-beta-lactamase e beta-lactamase tipo AmpC (YONG et al., 2002;

MAGALHAES; LINS; MAGALHAES, 2005; FIGUEIREDO et al.,2009);

Nesse grupo, o género Pseudomonas é de grande relevancia para o
contexto das doencas infecciosas, sendo representado por bactérias moveis
com flagelos polares, retas ou ligeiramente curvas, aerdbias estritas, que
utilizam carboidrato por oxidacdo e sao citocromo oxidase-positivas. As
espécies mais frequentemente isoladas de amostras clinicas sao P.
aeruginosa, P. stutzeri e P. fluorescens (JAWETZ; MELNICK; ALDEBERG,

2009).

P. aeruginosa € uma bactéria invasiva e toxigénica. Habita varios
ambientes, preferencialmente locais Umidos, podendo também ser
encontrada no intestino humano. As infec¢cdes por esse agente séo
observadas em sitios onde existe acumulo de umidade. Pode causar
infeccbes pulmonares, Osseas, do trato urinario, de pele e sepse. As
infeccbes de pele geralmente estdo associadas a agua contaminada (LEVIN;

ARRUDA; OLIVEIRA, 2005).

As colbnias de P. aeruginosa sdo caracterizadas pela producédo de
pigmento azulado ou esverdeado caracteristico (piocianina e pioverdina), e
odor semelhante a uva (KONEMAN et al., 2008). Além disso, essa bactéria
possui varios fatores de viruléncia responsaveis pela colonizacéo e infeccao
no hospedeiro: LPS, pili, exotoxina A, leucocidina, proteases, fosfolipases,

entre outros (MADIGAN et al., 2010) .

Alguns isolados produzem um polissacarideo capsular denominado

alginato. Essa substancia envolve a célula bacteriana e auxilia no processo
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de adesado ao tecido do hospedeiro e formacao de biofilme. Os biofilmes
microbianos sédo consorcios de micro-organismos embutidos em uma massa
de polimeros extracelulares (PEC) e aderidos a uma superficie. A formacéo
de biofilmes em ulceras constitui um fator agravante para o tratamento, pois
este é altamente resistente a acdo de agentes biocidas e do sistema

imunologico (MADIGAN et al., 2010).

Desenvolvimento de resisténcia aos antimicrobianos

Resisténcia bacteriana aos antimicrobianos

A resisténcia bacteriana aos antimicrobianos € um problema mundial
e de crescente preocupacdo para a saude (ROSSI, 2011). Infeccdes,
incluindo as de Ulceras crénicas por bactérias resistentes, também ocorrem
devido a assisténcia recebida nas instituicbes de saude. Nesse contexto, 0s
profissionais da area da saude, os artigos médico-hospitalares,
equipamentos e ambientes funcionam como veiculos de transmissdo de
micro-organismos virulentos e multirresistentes (JAWETZ; MELNICK;

ADELBERG, 2009; CHEN et al., 2011).

Entre os eventos que levam ao desenvolvimento e disseminagao de
resisténcia, pode-se destacar o uso indiscriminado de antimicrobianos pela
automedicacao e pela prescricdo medica, muitas vezes sem caracterizacao
do agente. Tais condi¢cdes tém gerado pressao seletiva sobre as bactérias e
consequente selecdo de exemplares multiresistentes e, atualmente, também

panresistentes, ou seja, que apresentam resisténcia comprovada in vitro a
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todos os antimicrobianos testados em exame microbioldgico (ROSSI &

ANDREAZZ| 2005; FONSECA et al., 2010; ANVISA 2010).

O desenvolvimento de novas classes de antimicrobianos acompanhou
e por vezes ficou a frente das bactérias clinicamente relevantes em relacéo
ao desenvolvimento de resisténcia (ROSSI & ANDREZZI, 2005). Porém, a
difusdo do uso de antimicrobianos fez com que essa situagcdo nao
perdurasse por muito tempo, pois 0s agentes patogénicos bacterianos
desenvolveram mecanismos que interferiram nas tentativas de resolucédo do

problema.

As bactérias podem apresentar resisténcia basicamente por duas
formas: de maneira intrinseca ou adquirida. A forma intrinseca, também
conhecida como natural, € uma caracteristica biolégica de alguns grupos de
bactérias, sendo género ou espécie-especifica (BARROS et al., 2001;

ROSSI & ANDREAZZI, 2005; JAWETZ; MELNICK; ADELBERG, 2009).

O desenvolvimento de resisténcia intrinseca € resultado de genes
cromossOmicos que codificam na célula bacteriana estruturas ou
mecanismos que impedem o antimicrobiano de agir, como: falta de afinidade
da droga para o alvo bacteriano; inacessibilidade da droga a célula
bacteriana; extrusdol/efluxo da droga por bombas de efluxo
(cromossomicamente codificados) e producdo de enzimas que inativam as
drogas (TAVARES, 2002, BARROS et al.,, 2003). Exemplo de bastonete
Gram-negativo com resisténcia intrinseca € Klebsiella sp. resistente a

ampicilina decorrente de beta-lactamases (ROSSI & ANDREAZZI, 2005).
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A resisténcia adquirida decorre de modificacbes na estrutura ou no
funcionamento da célula que bloqueiam a acdo dos antimicrobianos. Tais
modificacbes surgem a partir de alteracdes genéticas como mutacdes ou
processos de recombinacdo (conjugacdo, transducdo, transformacao,
transposicao) (TAVARES, 2002). De acordo com a localizacéo dos genes, a
resisténcia pode ser cromossdmica ou extra-cromossémica (JAWETZ;
MELNICK; ADELBERG, 2009). Exemplo de bastonete Gram-negativo com
resisténcia adquirida é a Pseudomonas sp. resistente aos carbapenens

(ROSSI & ANDREAZZI, 2005).

Os principais mecanismos bacterianos de resisténcia séo: alteracao
de permeabilidade da membrana (transporte), alteracdo do sitio de ligacéo
(alvo), efluxo ativo do antimicrobiano (bomba de efluxo) e inativacdo

enzimatica (BARROS et al., 2001).

A alteracdo de transporte ocorre por meio do invélucro bacteriano
decorrente da inibicdo do transporte pela diminuicdo da entrada de
antibiotico na bactéria. Isso acontece de duas maneiras: por reducdo da
permeabilidade da membrana ou por efluxo ativo de antibiéticos que o
remove de dentro da célula. E um mecanismo comum em bastonetes Gram-
negativos, devido a barreira para a entrada do antibiotico na célula
bacteriana ser a membrana externa. Nessas bactérias, os antibioticos
entram por meio da membrana através de proteinas denominadas porinas.
Em virtude de mutacbes, as porinas podem ter sua producdo reduzida ou
alteracdo estrutural impedindo assim a entrada do antibiotico (BARROS et

al., 2001).
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Quanto a alteracao do sitio de ligacao, esta ocorre porque o sitio de
acado do antibiotico € alterado, passando a ter baixa afinidade pela droga
antibacteriana, com perda da atividade antimicrobiana (ROSSI &

ANDREAZZI, 2005).

Entre os mecanismos de resisténcia dos bastonetes Gram-negativos
(BGN), a producdo de enzimas beta-lactamases tem recebido especial
destaque devido a sua emergéncia, tanto na comunidade quanto nos
servicos de saude, e limitacdo terapéutica (ROSSI & ANDREAZZI, 2005;
TORRES et al., 2006; ROSSI, 2011; VASQUES et al., 2011; VILLEGAS, et

al., 2011).

Producéo de Beta lactamases

A inativacdo enzimatica é o principal mecanismo de resisténcia
adquirida ao grupo de antimicrobianos denominado beta-lactamicos.
Pertencem a essa classe as penicilinas, cefalosporinas, carbapenens e
monobactans. Todos apresentam em comum, no seu nucleo estrutural, o

anel beta-lactamico, o qual confere atividade bactericida (TAVARES, 2002).

As [(-lactamases sao enzimas capazes de hidrolisar o anel f-
lactamico e, consequentemente, inativar o antimicrobiano. Catalisam a
hidrolise de amidos, amidinas e outras ligagdes entre C e N, separando a
base do substrato (ROSSI & ANDREAZZI, 2005). A producdo de -
lactamases € codificada por genes situados no cromossomo bacteriano ou
em plasmidios e transposons, sendo, portanto, transferidos entre diferentes

bactérias (BARTH, BARROS, MACHADO, 2003).
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A producao de B-lactamases representa um importante mecanismo de
resisténcia dos BGN aos B-lactamicos. A resisténcia esta diretamente
relacionada a quantidade de enzima produzida, a habilidade da enzima
hidrolizar o antimicrobiano e a velocidade com que o B-lactamico penetra

pela membrana externa (SADER, 2005).

Nas bactérias Gram-negativas, as [(-lactamases permanecem no
espaco periplasmatico entre a membrana citoplasmatica e a membrana
externa. Essas enzimas acumulam-se nesse local, e os [B-lactamicos
precisam entdo atravessa-lo para atingir seus receptores localizados na
membrana celular. Uma vez presentes em altos niveis, essas enzimas

impedem a chegada do antimicrobiano no sitio ativo (SADER, 2005).

Devido a sua diversidade e a identificagdo de novas enzimas, ao
longo dos anos, as B-lactamases receberam diferentes esquemas de
classificacdo. Ambler (1980), propds a classificacdo molecular em quatro
classes designadas A, B, C e D, com base na sequéncia genética. Busch
(1989), agrupou as enzimas de acordo com suas caracteristicas funcionais

(substratos e suscetibilidade de inibicdo) em quatro grupos: 1, 2, 3 e 4.

Uma nova reorganizacgéo foi proposta por Busch, Jacoby e Medeiros
(1995), dando origem a subgrupos para melhor caracterizacdo das

diferentes enzimas: 2a, 2b, 2be, 2br, 2c, 2d, 2e, 2f.
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Mecanismos de resisténcia dos bastonetes Gram-negativos e o

impacto clinico

As B-lactamases da classe C, as AmpC, sdo produzidas em algum
grau por todas as bactérias Gram-negativas, e diversas sao as bactérias que
apresentam habilidade para o desenvolvimento de mecanismos de
resisténcia. Dentre elas, encontram-se as enterobactérias das espécies E.
coli, K. pneumoniae, K. oxytoca, C. freundii, Enterobacter spp., Providencia
spp. € M. morganii que possuem 0 gene cromossOmico para [-lactamase,
podendo ser constitutivo ou induzido por antimicrobianos (OPLUSTIL et al.,
2004). A presenca do gene de inducao esta relacionada a resultado de falsa
sensibilidade na realizacao dos testes de suscetibilidade aos antimicrobianos

(KONEMAN et al., 2008).

A E. coli apresenta resisténcia de modo constitutivo e baixa expressao
de enzima tipo AmpC. Nao ocorre expressao de outras B-lactamases, estas
sdo geralmente sensiveis a ampicilina, cefalotina e cefalexina (ROSSI &

ANDREAZZI, 2005).

A K. pneumoniae e K. oxytoca também sao resistentes de forma
cromossOmica-constitutiva e, ao liberarem pB-lactamases em nivel baixo,
apresentam resisténcia a ampicilina, a amoxacilina e as carboxipenicilinas

(ROSSI & ANDREAZZI, 2005).

Em investigacdo para caracterizar o fendétipo e gendtipo de micro-
organismos isolados de pacientes admitidos em uma unidade de terapia

intensiva coronariana, identificou-se que 21,95% estavam colonizados por
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E.coli e 34,1% por K. pneumoniae. Em 58%, o genotipo de resisténcia foi
confirmado e dentre os genes mais prevalentes encontrava-se o de AmpC

(50%) (VASQUES et al., 2011).

J& as bactérias do Grupo CESP (Citrobacter freundii, Enterobacter
spp., Serratia spp. e Providencia spp.) e Morganella morganii produzem
beta-lactamase tipo AmpC de expressdo induzivel. Para esses micro-
organismos a inducéo a produgao de B-lactamases ocorre na exposicdo aos
antimicrobianos ampicilina, amoxacilina, cefalosporinas de curto espectro e
cefoxitina, levando a selecdo de bactérias resistentes a essas drogas

(ROSSI & ANDREAZZI, 2005).

Mecanismos de resisténcia similares aos encontrados em
enterobactérias, os quais regulam a expressao da B-lactamase AmpC, estédo
presentes em BGNNF. Dentre eles, uma das bactérias que merece atencao
na realizacdo de exames microbioldgicos devido ao seu impacto clinico € a
P. aeruginosa. Com a P. aeruginosa pode ocorrer o fendmeno da inducao, o
qual desencadeia um aumento da produgdo da enzima [-lactamase pela
presenga do B-lactamico; e quando esse é retirado, a B-lactamase pode ser
sintetizada em quantidades menores pela bactéria. Isso faz com que nao
seja verificado, a priori, de modo exato, perfil de sensibilidade do micro-
organismo quando realizado o teste por meio de disco-difusdo. Dentre os B-

lactamicos, a cefoxitina € um potente indutor (SADER, 2005).

Ha outros dois grupos de [-lactamases, conhecidos como -

lactamases de espectro extendido (ESBL) e metalo- -lactamases (MBLS).
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As ESBL sdo enzimas nao-induziveis e transmitidas por meio de
plasmideos. Os micro-organismos produtores dessa enzima apresentam
resisténcia aos beta-lactamicos de amplo espectro como as cefalosporinas
de terceira geracdo (ceftazidima, cefotaxima e ceftriaxona) e
monobactamicos como o0 aztreonam. N&o apresentam resisténcia a
cefoxitina, imipenem e meropenem (ROSSI & ANDREAZZI, 2005). Os micro-
organismos geralmente reportados como produtores desta enzima séao a K.
pneumoniae e a E. coli, sendo esses encontrados geralmente em unidades

de terapia intensiva (UTI) (DALMARCO; BLATT; CORDOVA, 2006).

Com a realizagcdo do antibiograma tradicional, ndo €& possivel a
deteccdo de cepas produtoras de ESBL, sendo necessaria a realizacao de

testes adicionais (ROSSI & ANDREAZZI, 2005).

Quanto as MBLs, estas atuam sobre as penicilinas, cefalosporinas e
cabapenémicos, ndo sendo inibidas pelo acido clavulanico, e sim pelo acido
etilenodiaminotetracético (EDTA) (ROSSI & ANDREAZZI, 2005) e o &cido 2-
mercaptopropiénico (2-MPA) (MAGALHAES; LINS; MAGALHAES, 2005).
Um dos micro-organismos de grande importancia clinica, referido na
literatura como produtor de MBLs € a P. aeruginosa por apresentar

resisténcia em torno de 50% ao imipenem (YONG et al., 2002).

Assim como outros micro-organsimos produtores de (-lactamases, a
P. aeruginosa produtora de MBL tem sido reportada como causa de
infeccbes em ambientes hospitalares, tornando-se um problema mundial

(MAGALHAES; LINS; MAGALHAES, 2005; FIGUEIREDO et al.,2009); e
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geralmente esta envolvida em infeccbes de paciente hospitalizado em UTI

(TORRES et al., 2006).

Em andlise feita para a deteccdo de MBLs em P. aeruginosa em
Hospitais de Recife, Pernambuco, verificou-se que 62% destas eram

produtoras dessa B —lactamase (MAGALHAES; LINS; MAGALHAES, 2005).

A deteccdo de cepas com esse perfil de resisténcia configura-se em
uma problematica com sérias repercussfes para a instituicdo, de uma

terapéutica adequada (TORRES et al., 2006).

Diante do exposto, observa-se a magnitude do problema de saude
publica enfrentado. Essa situacéo reforca a necessidade de mudancas nas
politicas publicas de saude, no que se refere a utilizacdo dos exames
microbiolégicos e a investigacdo do perfil de suscetibilidade dos micro-
organismos identificados, para instituicdo de terapéutica adequada,
buscando como meta a reducéo da disseminacao de infeccéo relacionada a

assisténcia a saude em nivel ambulatorial.

Introducdo 35



2 OBJETIVOS

Geral
Analisar os sinais e sintomas de infeccdo e a ocorréncia de bastonetes
Gram-negativos em Ulceras venosas de pacientes atendidos nas unidades

basicas de saude no municipio de Goiania (GO).

Especificos

e Identificar a ocorréncia de Bastonetes Gram-negativos nas Ulceras;

e Analisar o perfil de suscetibilidade e resisténcia dos isolados frente a
antimicrobianos frequentemente utilizados na préatica e a antibidticos
recomendados na pratica clinica;

e Detectar a producdo de fendtipos de resisténcia de B-lactamase tipo
AmpC, B-lactamase de espectro ampliado (ESBL) e Metalo-B-lactamase
(MBL) nos BGN;

e Descrever sinais e sintomas clinicos de infeccdo em Ulceras venosas de

pessoas em tratamento na atencao primaria;

e Avaliar o estagio clinico de infeccdo das lesoes;

e Avaliar a relacdo entre a presenca do sinal ou sintoma clinico de

infeccéo e a presenca de bastonetes Gram-negativos.
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3 METODOS

Trata-se de um subprojeto aninhado ao projeto de pesquisa “Avaliacédo
de ulceras venosas de estase no contexto do atendimento ambulatorial na
rede municipal de saude de Goiania: ampliando as perspectivas”, com apoio

da FAPEG. Nesse recorte, foi realizado um estudo tipo transversal.

3.1 Populacdo e amostra

A populacéo foi constituida por usuarios com ulceras venosas com ou
sem complicacdo arterial, atendidos em salas de curativos das unidades da

Rede Municipal de Saude de Goiania.

Foram elegiveis 0s sujeitos com:
e Idade igual ou superior a 18 anos;
e Presenca de pelo menos uma ferida de origem venosa por um

periodo minimo de seis semanas;

e Presenca de um ou mais sinais ou sintomas de infec¢do classicos
(GARDNER et al.,, 2007) ou sugeridos pela European Wound
Management Association (EWMA, 2005), exceto “cicatrizacdo sem
evolucdo apesar de adequada compressao”, uma vez que no cenario
da pesquisa ndo ha fornecimento regular de produtos para terapia

compressiva.

Identificou-se 130 pacientes em tratamento para Ulcera de perna e

abordados 111, em decorréncia dos demais nao serem assiduos aos
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servicos de saude. Destes, 11 apresentavam apenas Ulceras arteriais, e 13
se recusaram a participar do estudo. Apés avaliacdo dos critérios sobre a
presenca de sinais e sintomas de infeccdo local em 98 pacientes, foram
incluidos 69 (70,4%), sendo todos submetidos a avaliacdo microbiologica,
totalizando 98 ulceras venosas com ou sem complicacdo arterial.

As perdas 18(18,3%) foram em virtude de néo finalizacdo da coleta de
dados por desisténcia dos sujeitos e/ou ndo comparecimento nos dias

agendados.

3.2 Local do estudo

Em 2010-2011, na Secretaria Municipal de Saude de Goiania, havia
108 Unidades Basicas de Saude (UBS) de atendimento na regido
metropolitana, distribuidas em sete Regifes Administrativas: as regidoes

Norte, Noroeste, Leste, Oeste, Sudoeste, Sul e Campinas-Centro.

A rede municipal de servicos de salude € composta por Unidades de
Atencdo Basica a Saude da Familia (UABSF), Centros de Saude (CS),
Centros Integrais de Assisténcia Médico-Sanitaria (CIAMS), Centros de
Assisténcia Integral a Saude (CAIS), Centros de Atencdo Psicossocial
(CAPS), ambulatérios (A), centros de referéncias (CR), maternidade (M) e
pronto socorro (PS).

Buscou-se identificar, dentre aquelas que estavam em funcionamento,
as unidades de atendimento ambulatorial a pessoa com ferida crénica.
Identificou-se na Rede Municipal de Saude, entre as 108 unidades, 60 salas

de curativos e, destas, 49 prestavam atendimento as pessoas com feridas
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cronicas. Assim, a pesquisa foi realizada nas salas de curativos de 19

UABSF, 14 CS, 04 CIAMS, 11 CAIS e 01 centro de referéncia.

Inicialmente solicitou-se autorizacdo dos Diretores das unidades de
saude, para utilizacdo das salas de curativos. Apos, foram agendados os
dias e horarios, para observacdo do atendimento realizado nas salas de

curativos.

Verificou-se que o atendimento nas salas de curativo em geral
acontecia por demanda espontanea, exceto nas unidades de referéncia, que
recebem casos de maior complexidade, encaminhados das demais

unidades.

3.3 ldentificacdo dos possiveis participantes e recrutamento.

Participaram dessa atividade pesquisadores, mestrandos, bolsistas e

voluntarios de iniciagéo cientifica, apos treinamento do grupo.

Para a identificacdo e sele¢cdo dos possiveis sujeitos da pesquisa,

utilizou-se das seguintes condutas (Figura 1).
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[ Identificacdo de pessoas a espera para realizar curativo na unidade de salde ]

Abordagem para informar sobre a pesquisa, inquérito sobre idade do paciente e
solicitacdo de permissdo para observar a realizacdo do curativo
[ Observacao dos membros inferiores e ferida durante a realizacdo do curativo ]
'd N\
Verificag@o imediata de ndo atendimento Verifica¢é@o de atendimento aos critérios de
aos critérios de incluséo: ndo elegivel inclusdo: elegivel
|\ J

Explicacdo ao usuério do motivo por ndo
ser elegivel para participar do estudo.
Agradecimento pela permissédo de avalia- [ Convite formal para inclusdo na pesquisa ]
lo. Informacgdes sobre condicdes e

cuidados com a ferida, caso solicitasse ou
fosse necessario.

- J

Convite aceito ] [ Recusa ao convite ]

Assinatura do Termo [ Aaradecimento ]
de Consentimento
Livre e Esclarecido

Figura0l. Condutas para a abordagem dos usuéarios das salas de
curativos e identificacdo dos possiveis sujeitos. Fonte:

Sant’ana (2011).

Para a realizacdo do recrutamento dos possiveis participantes, 0s
pesquisadores permaneciam no corredor préximo a sala de curativos para

observacéo e abordagem dos usuarios.

Durante a abordagem, os pesquisadores se apresentavam e
investigavam o0 motivo que os levaram a procurar atendimento na sala de
curativos e observava-se a presenca de curativos nos membros inferiores.

Caso o paciente relatasse a presenca de Ulceras nos membros inferiores,
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solicitava-se autorizacdo para observacao da realizacdo do curativo, com a

finalidade de verificacdo ao atendimento dos critérios de incluséo.

Apés a observacdo, convidava-se os pacientes formalmente e os
informava sobre a pesquisa. A seguir era oferecido a eles o termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE) (Apéndice A), quando se
esclarecia de que poderia consentir assinando o termo naquele momento ou

oportunamente, caso preferisse levar o termo consigo.

3.4 Procedimentos para a coleta de dados

ApoOs a assinatura do TCLE, para contemplacdo de todos os critérios de
elegibilidade foram solicitados aos pacientes 0s exames préevios
relacionados ao tratamento da leséo, foi consultado o prontudrio e realizada

avaliacao clinica da ulcera.

No encontro subsequente realizou-se a avaliacao clinica composta por
entrevista e exame fisico. Foram necessarios dois encontros para a

realizacdo da coleta de todos os dados.

Para a obtencdo dos dados dos participantes, utilizou-se um roteiro
estruturado composto por dados sécio demograficos e caracteristicas

clinicas (Anexo A).

O instrumento utilizado foi desenvolvido por pesquisadores da Rede
Goiana de Pesquisa em Avaliacdo e Tratamento de Feridas. Realizou-se o
teste piloto com a aplicacdo dos protocolos de coleta de dados em pacientes

com Uulcera de perna em uma UBS com a finalidade de avaliar sua clareza,
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operacionalidade e fidedignidade aos objetivos propostos, e se havia

consenso dos avaliadores quanto a nomenclatura.

Apoés todos os procedimentos para avaliacao clinica, as Ulceras foram

classificadas.

Em decorréncia da falta de consenso sobre os critérios para
classificacdo das Ulceras venosas, no presente estudo foram adotados os

seguintes:

Critério 1 - Apresentar as condi¢cdes I, Il lll — classificacdo = ulcera
venosa

Com base na literatura especifica sobre Ulceras venosas (MAKDISSE,
2004; FRADE et al., 2005; ABBADE & LASTORIA, 2006; BERGONSE &
RIVITTI, 2006; GREY; ENOCH; HARDING, 2006; ETUFUGH & PHILLIPS,
2007; SIEGGREEN, 2005; CLOSS; NELSON; BRIGGS, 2008; MAFFEI et
al., 2008; SILVA, 2008; DEALEY, 2008; CONUEI, 2009; RAFFETTO, 2009),

elaborou-se o0 seguinte conjunto de indicadores denominado critério 1:

I- indice tornozelo braco (ITB) 2 0,9 em membro acometido

Il — presenca de uma ou mais das seguintes alteragdes classicas

parau Iceras venosas

a) caracteristicas predominantes das ulceras:

— localizac&o em regido perimaleolar interna ou na regiao da zona 2
— bordas néo circunscritas

— superficiais

— mais extensas

— leito com tecido de granulac&do predominantemente

— exsudativas, intensidade variadas
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b) telangectasias e/ou varizes

c) edema em tornozelo e/ou acima

c) alteracdes na pele quanto a:

— pigmentacao: cor acastanhada (ocre), purpurica recente

— inflamacéao: celulite e/ou eczema

— turgor: lipodermatoesclerose

e) a dor melhora com elevacdo do membro inferior e piora com
ortostatismo prolongado

f) diagnostico médico mediante resultado de exame complementar de
imagem indicativo de trombose venosa e/ou insuficiéncia venosa por
obstrucao e/ou refluxo dos sistemas venosos

lll- Auséncia de qualquer evidéncia de comprometimento de

circulacao arterial.

Critério 2 - Apresentar as condi¢cdes IV, V e VI - classificagcdo = ulcera
venosa (EWMA, 2003; FRADE et al., 2005; ABBADE & LASTORIA, 2006;
BERGONSE & RIVITTI, 2006; GREY; ENOCH; HARDING, 2006; ROBSON
et al., 2006; ETUFUGH & PHILLIPS, 2007; SIEGGREEN, 2005; CLOSS;
NELSON; BRIGGS, 2008; MAFFEI et al., 2008; SILVA, 2008; DEALEY,

2008; CONUEI, 2009; MILIC et. al.,2009; RAFFETTO, 2009)

IV- Apresentar ITB entre 0,75 e 0,9 em membro acometido;

V- apresentar no minimo trés ou mais caracteristicas classicas de
Ulcera venosa:

— localizac&o em regido perimaleolar interna ou na regiao da zona 2

— bordas regulares

— superficiais
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— formato arredondado
— leito com tecido de granulacédo predominantemente
— exsudativas, intensidade variada

Além de pelo menos duas ou mais das seguintes:
— telangectasias e/ou varizes
— edema em tornozelo e/ou acima
— alteracBes na pigmentacdo da pele: eritema perilesdo ou dermatite
ocre;
— celulite e/ou eczema,;
— lipodermatoesclerose
— dor que melhora com elevacdo do membro inferior e piora com
ortostatismo prolongado
— registro médico no prontuario do sujeito, de hipotese diagndstica de
insuficiéncia venosa ou resultado de exame complementar de imagem
indicativo de trombose venosa e/ou insuficiéncia venosa por
obstrucao e/ou refluxo dos sistemas venosos.
VI - Auséncia de qualquer evidéncia de comprometimento de

circulacao arterial

Critério 3 - Apresentar as condi¢des VI, VIII, I1X, X — classificacdo =
Ulcera venosa com moderada complicacao arterial (JORGE & DANTAS,
2003; CONUEI, 2009; EWMA, 2003; ROBSON et al., 2006; MAKDISSE et

al., 2007; SIEGGREEN, 2005; MILIC et. al.,2009)
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VIl- Apresentar ITB entre 0,5 e menor que 0,9 em membro
acometido;

VIIl- apresentar uma ou mais caracteristicas classicas de Ulcera
venosa:

— localizac&o em regido perimaleolar interna ou na regiao da zona 2

— bordas regulares

— superficiais

— formato arredondado

— leito com tecido de granulacédo predominantemente

— exsudativas, intensidade variada

Além de pelo menos uma ou mais das seguintes:

— telangectasias e/ou varizes

— edema em tornozelo e/ou acima

— alteracBes na pigmentacdo da pele: eritema perilesdo ou dermatite

ocre.

— celulite e/ou eczema

— lipodermatoesclerose

— registro médico no prontuario do sujeito, de hipotese diagndstica de

insuficiéncia venosa ou resultado de exame complementar de imagem

indicativo de trombose venosa e/ou insuficiéncia venosa por

obstrucao e/ou refluxo dos sistemas venosos.

IX- apresentar no minimo uma evidéncia clara de comprometimento

de alteracao da circulacédo arterial:

— claudicacao intermitente
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— dor que melhora quando o MI é colocado na posicdo pendente e
piora quando o Ml é elevado

— registro meédico no prontuario do sujeito, de hipotese diagndstica de
insuficiéncia ou obstrucdo arterial ou resultado de exame
complementar de imagem indicativo de trombose arterial e/ou
insuficiéncia arterial.

X- apresentar duas ou mais evidéncias sugestivas de obstrucéo
arterial periférica:

— pulsos arteriais diminuidos

— alteracdes tréficas, como: hipotricose, unhas espessadas e/ou
irregulares, pele seca e /ou descamativa

— extremidade fria em relagcdo ao membro ndo acometido ou area nao

comprometida

Critério 4 - Apresentar as condicdes Xl, Xll e XllI- classificacdo = Ulcera
arterial (EWMA, 2003; MOFFATT, et. al., 2004; CLOSS; NELSON; BRIGGS,

2008; SIEGGREEN, 2005; DEALEY 2008; CONUEI, 2009)

XI- Apresentar ITB < 0,75 em membro acometido

XIl- presenca de uma ou mais das seguintes alteragdes:

a) claudicacéo intermitente

b) dor que melhora quando o Ml é colocado na posicao pendente e
piora quando o Ml é elevado

c) pulsos arteriais diminuidos
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d) alteracbes tréficas, como: hipotricose, unhas espessadas e/ou
irregulares, pele seca e /ou descamativa
e) extremidade fria em relacdo ao membro ndo acometido ou area
nao comprometida
f) caracteristicas predominantes das Ulceras:
— extremidades dos artelhos
— regido lateral do pé ou calcanhar
— area decorrente de trauma
— leito da lesdo com tecidos palidos ou com predominancia de
necrose
— tecidos mais profundos acometidos (musculos, tenddes, 0sso0s)
— bordas circunscritas
— pouco exsudato
g) registro médico no prontuario do sujeito, de hipétese diagndstica de
insuficiéncia ou obstrucdo arterial ou resultado de exame
complementar de imagem indicativo de trombose arterial e/ou
insuficiéncia arterial.
XIlll- Nao apresentar qualquer evidéncia de alteracdo na circulacédo
venosa

3.5 Identificacdo de sinais clinicos de infeccdo local na leséo e

obtencdo de espécime para analise microbioldgica

A ferida foi avaliada de acordo com os critérios da European Wound
Management Association (EWMA 2005), sobre sinais e sintomas
relacionados a infeccdo em Ulceras venosas por meio de um roteiro (Anexo

B) e, em seguida, foi colhida a amostra clinica para analise microbiolégica.
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Os sinais e sintomas listados para identificacdo de infeccdo foram os

seguintes:

Celulite: foi observada a presenca de infeccdo do tecido subcutaneo,
com sinais flogisticos tais como: calor, dor, rubor e edema e bordas néo

delimitadas.

Aumento da temperatura da pele perilesdo: verificou-se aumento da
temperatura na pele adjacente a ferida, tendo como parametro uma
amplitude de cerca de quatro centimetros da margem da ferida,
comparada a distancia de 10 centimetros da regido da leséo.
Avaliaram-se as diferencas na temperatura da pele utilizando o dorso
da mao ou a regido anterior do pulso do examinador, protegido por

luva.

Aumento da dor da ulcera /mudanca na natureza da dor: para esse
sinal, tinha-se como parametro a verbalizacdo do paciente quanto ao
aumento da dor ao redor da lesdo desde o inicio do desenvolvimento
da Ulcera. Solicitava-se ao paciente selecionar a alternativa mais

apropriada para o nivel de dor na ferida de acordo com as alternativas:

1) Eu ndo sou capaz de detectar a dor na area da ferida;

2) Estou com menos dor agora do que no inicio;

3) A intensidade da dor € a mesma desde que iniciou a Ulcera;

4) A dor na ferida é maior agora do que quando iniciou.

Métodos 48



Formacdo de novas ulceras nas margens inflamadas da uUlcera
pré-existente: observou-se a presenca de bordas hiperemiadas com
caracteristicas de inflamacdo e abaulamento, tipo bolsbes,

acompanhada de maceracéo.

Ampliacdo da ferida nas margens inflamadas: buscaram-se sinais
de inflamacdo como hiperemia, tinel em formacédo, edema e/ou
abaulamento, presenca de rompimento e aumentando na area de

delimitacdo da ferida.

Descoloracéo do tipo opaca ou tijolo vermelho escuro: verificou-
se o leito da ferida quanto a presenca de tecido de granulacdo palido,

descorado ou vermelho escuro.

Tecido de granulacdo friavel que sangra facilmente: avaliou-se o
leito da ferida quanto a presenca de tecido de granulagcdo com
sangramento facil ao ser manipulado durante a limpeza ou utilizacédo de

swab no leito da ferida.

Aumento da viscosidade do exsudato: observou-se a ocorréncia de
aumento da viscosidade do exsudato com questionamento ao paciente
ou profissional de saude sobre as caracteristicas quanto ao
espessamento e densidade do mesmo e observacdo direta pelo

pesquisador.

Aumento do volume do exsudato: verificou-se a ocorréncia de

aumento da quantidade do exsudato com questionamento ao paciente
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ou profissional de saude relacionado ao numero de trocas de cobertura

em 24 horas.

Mau cheiro: caracterizou-se como odor fétido, distintamente
desagradavel ou odor anormal sendo este discreto, moderado e
intenso, verificado na sala de curativo antes e apo0s a retirada da

cobertura secundaria.

Nova manifestacdo de ferida de coloracdo amarronzada: Verificado

pelo aparecimento de tecido tipo necrético de cor marrom.

Aparecimento subito ou aumento da quantidade de esfacelos:
Verificado por questionamento ao paciente e ao profissional, incluindo a
observacdo da presenca de esfacelo na borda ou no leito da ferida de

coloracdo amarela ou esverdeada.

Repentino aparecimento de manchas necroéticas negras: observada

a presenca de tecido necrético de cor negra ou cinza.

Aumento do tamanho da ulcera: ampliacdo do tamanho da Ulcera,
verificada mediante relato do paciente e/ou profissional de saude

considerando por um periodo de duas semanas.

Os sinais ou sintomas adicionais presentes na lesdo foram
classificados em indicadores sendo estes - forte, moderado e fraco

(EWMA, 2005) listados a seguir:

Indicador forte de infeccédo: Celulite
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Indicador moderado de infec¢cdo: Aumento de temperatura local da
pele; aumento de dor na Ulcera /mudanca na natureza da dor; formacéo de
novas Ulceras nas margens inflamadas da Ulcera pré-existente; ampliacédo
da ferida nas margens inflamadas

Indicador fraco de infeccdo: descoloracdo do tipo opaca/ tijolo
vermelho escuro; tecido de granulacdo friAvel que sangra facilmente;
aumento da viscosidade do exsudato; aumento do volume do exsudato; mau
cheiro; nova manifestacdo de ferida de coloragdo amarronzada;
aparecimento subito ou aumento da quantidade de esfacelos; repentino
aparecimento de manchas necréticas negras; aumento do tamanho da

Ulcera.

Para a obtencdo do espécime, realizou-se a limpeza da ferida
utilizando-se de soro fisioldgico 0,9% (Halex Istar®), em jato, perfurado com
agulha (BD®) 40x12 e, quando necessario, friccdo com gaze estéril para

desbridamento da lesao.

Foram coletados espécimes de lesdes que apresentavam diametro =
2 cm? com a finalidade de reduzir o risco de contaminagdo das amostras

(AMBROSCH; LOBMANN; POTT; PREIBLER, 2008).

Para a coleta de espécime, realizou-se a técnica de Levine et al.
(1976), na qual gira-se o swab durante 5 segundos em seu préprio eixo em
um unico ponto do leito da ferida e, a seguir, mergulha-se o0 mesmo no

meio de transporte.
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O material coletado das feridas foi inoculado em tubos com meio de
transporte Stuart (COPAN®) e transportado para o laboratério por um

periodo de até 12 horas.

Figura 2- Tubo contendo meio de transpote Stuart com haste para

coleta de espécime.

Foram realizadas fotografias das lesfes, e as imagens foram utilizadas
para delimitacdo do tamanho da ferida, reavaliacdo macroscoépica para

definicdo de caso e confirmacédo dos sinais macroscopicos de infeccéo local.
3.6 Equipamentos utilizados para avaliacao clinica

Para a avaliacdo clinica, utilizou-se 0s seguintes equipamentos:
aparelho Doppler vascular portatil (Medjet DV2001®), camera fotografica
(Sony® Cyber-shot DSC-HX1, 9.1 megapixels), régua de 30 cm com escalas
em cm e mm utilizadas nas fotografias, equipamento de protecédo individual
(capote, gorro, mascara, Oculos protetor, luvas esterilizadas e de
procedimento) de acordo com a Norma regulamentadora NR-32, que trata
da seguranca e saude no trabalho em servicos de saude (MTE, 2005). Os
equipamentos e intrumentos utilizados foram submetidos a limpeza e

desinfeccdo com alcool a 70%, antes e apds 0 uso.
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3.7 Isolamento e identificacdo dos bastonetes Gram-negativos,
realizacdo dos testes de suscetibilidade dos micro-organismos aos

antimicrobianos e deteccao dos fendétipos de resisténcia

As analises laboratoriais foram realizadas no Laboratorio de
Bacteriologia Médica do Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica
(IPTSP) da Universidade Federal de Goias (UFG), no periodo de outubro de
2009 a outubro de 2010, sendo utilizadas as técnicas recomendadas por
Oplustil et al., (2004) e Koneman et al., (2008). Os procedimentos foram

realizados pela doutoranda, sob supervisédo direta de um microbiologista.

Em todos os testes realizados, foram empregadas cepas padréo
(Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853) da

American Type Culture Collection, como controle de qualidade.

3.7.1 Isolamento primério e identificacdo presuntiva de bastonetes
Gram-negativos fermentadores (enterobactérias) e ndo fermentadores

(BGNNF)

Para a realizacdo do isolamento priméario e identificacdo dos
bastonetes gram-negativos foram utilizados testes de triagem e provas
bioquimicas e enziméaticas padronizadas (OPLUSTIL et al.,, 2004;

KONEMAN et al., 2008) de acordo com os fluxogramas a seguir:

As descrigbes dos procedimentos encontram-se em anexo (ANEXO

O):
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* Isolamento primério de BGN (Enterobactérias e BGNNF)

Agar MacConkey

[Identificagéo presuntiva dos BGN

+ Teste de triagem para BGN (Enterobactérias e BGNNF)
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* Identificacdo dos bastonetesGram-negativos fermentadores

(Enterobactérias)

As provas de urease, fenilalanina-desaminase e vermelho de metila

foram incubadas a 35° por 24 horas.
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3.7.2 Identificacdo de bastonetes Gram-negativos nao fermentadores

(BGNNF)

Para a identificacdo dos géneros e espécies do grupo BGNNF, foram
realizadas as seguintes provas (ANEXO C):

e Producdo de pigmento em agar centrimide — O agar cetrimide
(Himedia®.) € um meio solido, seletivo e diferencial para Pseudomonas
aeruginosa. Esse meio € empregado para a deteccdo da producdo de
pigmentos caracteristicos, como fluorsceina (verde) e piocianina (azul), por
espécies de P. aeruginosa. Para isso, as colbnias bacterianas foram

cultivadas e incubadas a 35°C por até 48h. As coldnias caracteristicas

podem apresentar-se azul, verde azuladas ou ndo-pigmentadas.

As provas descarboxilacdo da lisina, arginina e ornitina, producao de

indol, producdo da uréase, motilidade também foram realizadas e se
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encontram descritas no item identificacdo de bastonetes Gram-negativos

fermentadores (enterobactérias).

3.7.3 Teste de suscetibilidade aos antimicrobianos pelo método de

disco-difusédo (antibiograma)

Os isolados, uma vez identificados, foram avaliados quanto a sua
suscetibilidade aos antimicrobianos pelo método de disco-difusdo em agar
Mueller-Hinton (Himedia®). Cepas padrdo da American Type Culture
Collection (Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853) foram utilizadas como controle de qualidade para os testes

realizados.

A escolha dos discos de antimicrobianos se deu em decorréncia do
perfil dos micro-organismos enterobactérias ou BGNNF e do sitio anatémico
investigado, as Ulceras venosas (MARTINS, 2008). Os antimicrobianos
avaliados sdo utilizados na prética clinica e estdo preconizados pela
literatura (MACHADO et al., 2003; DIAMENT & LOMAR, 2005;
HERNANDEZ, 2006; KONEMAN et al., 2008) e foram aprovados pelo United
States Food and Drug Administration (US-FDA) para testes de sensibilidade
e relatérios de rotina, sobre organismos néo fastidiosos, segundo a Clinical

and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2009).

Para a realizacdo do antibiograma, o micro-organismo em estudo foi
cultivado em &gar nutriente (Himedia®), incubado por 24 h, e apés esse
periodo, um indculo bacteriano foi preparado por suspenséo direta. Trés ou

mais colonias isoladas foram inoculadas em 4 mL de solucéo salina estéril,
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de acordo com a turbidez da escala padrdo 0,5 de MacFarland (NCCLS,
2003).

Em seguida, com o auxilio de um swab (COPAN®) estéril o inéculo
bacteriano ajustado a escala padrdo foi semeado em toda a superficie do
agar Mueller-Hinton, em movimentos de zig-zag, de forma a assegurar uma

semeadura uniforme e crescimento confluente (NCCLS, 2003).

A aplicacdo dos discos de papel de filtro contendo os antimicrobianos
na superficie do agar Mueller-Hinton foi realizada individualmente com pinca
esterilizada, pressionando-se os mesmos contra o meio. Os discos foram
distribuidos com espacamento de 3cm entre eles e de 2cm da borda da
placa (Apéndice B) . As placas foram incubadas a uma temperatura de 35°C

por 24 h.

A leitura dos halos de inibicdo do crescimento bacteriano foram
reportados como sensivel, intermediario ou resistente (Anexo D), conforme
recomendacdes da Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI,

2009).

Para as enterobactérias, foram utilizados os antimicrobianos:
amoxacilina/acido clavulanico (20/10ug), aztreonam (20/10ug), cefepima
(30upg), cefotaxima (30upg), cefoxitina (30ug), cefpodoxima (10uQ),
ceftazidima (30ug), ceftriaxona (30ug), ciprofloxacina (5ug), gentamicina
(10upg), imipenem (10upg), levofloxacina (5ug), meropenem (10uQ),
tetraciclina (30uQ), piperacilina/tazobactam (100/10p9),
trimetropim/sulfametoxazol (1.25/23.75uQ9) (MACHADO et al. 2003;

DIAMENT & LOMAR, 2005; HERNANDEZ, 2006; LOPES, 2005).
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Para os BGNNF: amicacina (30ug), aztreonam (30ug), cefepima
(30ug), cefotaxima (30ug), cefoxitina (30ug), ceftazidima (30uQ),
ciprofloxacina (5ug), gentamicina (10ug), imipenem (10ug), levofloxacina
(5ug), meropenem (10ug), polimixina B (300 U), piperacilina/ tazobactam
(100/10pg), trimetropim/ sulfametoxazol (1.25/23.75ug) (MACHADO et al.

2003; DIAMENT & LOMAR, 2005; HERNANDEZ, 2006; LOPES, 2005).

3.7.4 Deteccdo de fendtipos de resisténcia entre os bastonetes Gram-

negativos

3.7.4.1 Producao de beta-lactamases por bastonetes Gram-negativos

fermentadores (enterobactérias)

Producéo de beta-lactamase tipo AmpC

Foram submetidos ao teste os micro-organismos do grupo CESP,
M.morganii e P. aeruginosa, 0s quais apresentaram sensibilidade a
cefoxitina no Teste de Sensibilidade antibiograma por Disco-Difusdo, uma
vez que esse perfil pode caracterizar a producdo da enzima AmpC em
pequena quantidade (OPLUSTIL et al., 2004; ROSSI & ANDREAZZI, 2005).
A leitura do teste se baseou na presenca de sensibilidade a cefoxitina
(diametro do halo 218 mm) (CLSI, 2009).

Foram utilizados para o teste confirmatério, os antimicrobianos
ceftriaxona e ceftazidima colocadas a uma distancia de 20mm da cefoxitina
centro a centro (Figura 13). A cefoxitina foi utilizada como um indutor da
enzima AmpC. O teste foi realizado sob as mesmas condi¢bes técnicas

recomendadas para o Teste de Sensibilidade Antimicrobiana por Disco-
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Difuséo (CLSI, 2009), sendo realizado por disco-aproximacao ou double-disc

synergism (OPLUSTIL et al., 2004).

A leitura foi reportada sendo positiva quando houve a formagéao de um

achatamento do halo da ceftriaxona ou ceftazidima ou de ambos (Figura 10).

CRO CFO cCAz

Figura 3: Teste confirmatério do fendtipo de resisténcia beta-lactamase tipo
AmpC. Resultado positivo - achatamento dos halos dos antimicrobianos

ceftriaxona e ceftazidima.

Producé&o de beta-lactamase de espectro ampliado (ESBL)

O Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2009; CLSI,
2011) padroniza a metodologia de deteccao de cepas produtoras de ESBL
somente para Escherichia coli, Klebsiella pneumonie, Klebsiella oxytoca e
Proteus mirabilis. A deteccdo de ESBL em outros géneros da familia
Enterobacteriaceae ainda ndo estd padronizada. Dessa forma, todos os
isolados que foram identificados bioquimicamente como pertencentes a uma
dessas espécies bacterianas foram submetidos ao teste de producéo de

ESBL.

Na rotina diaria, faz-se necessaria a implementacdo de duas etapas:

teste de screening (triagem) e o teste confirmatério. Ambos os testes sao
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realizados sob as mesmas condi¢des técnicas recomendadas para o Teste

de Sensibilidade Antimicrobiana por Disco-Difusao (CLSI, 2009).

O teste de screening € um método de triagem para o fenétipo de
ESBL. Com a finalidade de aumentar a sensibilidade do teste foram,
empregados cinco substratos (discos de antimicrobianos), os quais
funcionam como marcadores do fenétipo ESBL: aztreonam 30pug, cefotaxima
30ug, cefpodoxima 10ug, ceftazidima 30ug e ceftriaxona 30upg, com a
finalidade de aumentar a sensibilidade do teste (CLSI, 2009).

A leitura do teste se baseia na medida do didmetro dos halos obtidos
no antibiograma. Suspeita-se de cepa produtora de ESBL quando séo
encontradas zonas com 0s seguintes diametros: <27 mm para aztreonam,
ou <27 mm para cefotaxima, ou <17 mm para cefpodoxima, ou <22 mm para
ceftazidima ou <25 mm para ceftriaxona (CLSI, 2009).

O teste confirmatorio (disco-aproximacao) € realizado colocando um
disco de amoxicilina-acido clavulanico a uma distancia de 2 cm (centro a
centro e lateralmente) de um disco de ceftazidima e aztreonam. O aumento
ou distorcdo da zona ao redor do disco de amoxicilina-a4cido clavulanico
(zona fantasma) indica a presenca da enzima ESBL (Figura 11) (JALIER et

al., 1988; GANGOUE et al., 2005; HE'LE'NE GARREC et al., 2011).
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Figura 4 — Disposicao dos discos de ceftazidima (CAZ); amoxacilina+acido
clavulanico (AMC) e Aztreonam (AZT) para a realizacdo do teste

confirmatdrio da producéo de ESBL.

3.7.4.2) Producdo de beta-lactamases por bastonetes Gram-negativos

N&ao-fermentadores (BGNNF)

Producéo de beta-lactamase tipo AmpC
A realizacdo do teste de producao de beta-lactamese tipo AmpC para
0s BGNNF ocorreu da mesma maneira como descrito anteriormente para as

enterobactérias do grupo CESP.

Producéo de metalo-beta-lactamase (MBL)

As amostras de P. aeruginosa que apresentaram sensibilidade
reduzida ao imipenem (halo < 13mm), meropenem (halo < 13mm) e
ceftazidima (halo < 14mm) e sensiveis ao aztreonam (halo = 22mm) foram
submetidas ao teste fenotipico para MBL, pelo método do disco aproximacao

descrito por Arakawa et al., (2000).
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Utilizou-se o acido 2-mercaptopropionico (2-MPA) e o acido
etilenodiaminotetracético (EDTA). Os substratos para a realizacdo do teste
foram discos de ceftazidima (30ug) e imipenem (10ug) posicionados ao lado

de um disco de papel de filtro esterilizado Blanck disc equidistantes a 25mm.

Para a realizacao do teste, foi preparada uma suspensédo bacteriana,
com turbidez equivalente a 0,5 da escala de McFarland de cada amostra de
P. aeruginosa e semeada em placa de agar Mueller-Hinton (Himedia®. Foi
adicionado sobre cada disco em branco de papel de filtro (blanck disk,
Oxoid®), posicionados a uma distancia de 25mm (centro a centro), uma
aliquota de 3 uL de solucéo contendo 1,2 g/mL de 2-MPA. Foram colocados
mais dois discos de papel de filtro a uma distancia de 5mm dos substratos
(ceftazidima e imipenem) onde foram adicionadas aliquotas de 5 uL de
EDTA (0,5M) em cada papel de filtro, com o objetivo de verificar se haveria
inibicdo do crescimento bacteriano devido a presenca do composto
acrescentado (Figura 12). As placas foram incubadas por 18 a 24 horas a

temperatura de 35°C (ARAKAWA et al., 2000; FIGUEIREDO et al., 2009).

EDTA
CAZ IMP

CAZ IMP

CAZ MER
2-MPA
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Figura 5 - Distribuicdo dos discos para a realizagdo do teste fenotipico para

a deteccdo de metalo-beta-lactamase

A presenca de uma zona de expansdo ou distor¢do no halo de
inibicdo do crescimento entre os discos contendo o 2MPA ou EDTA e os
discos de ceftazidima e imipenem foram indicativos de que o isolado é

possivelmente produtor de uma metalo-beta-lactamase (Figura 13).

N

Figura 6 - Zona de expansdo ou distorcdo no halo de inibicdo do

crescimento entre os discos contendo o 2ZMPA ou EDTA
3.7.4.3 Armazenamento

Apbs o isolamento, identificagcdo bioquimica/enzimética das espécies e
caracterizacao do perfil de suscetibilidade, o micro-organismo em estudo foi
cultivado em agar nutriente e incubado a 35°C. Apo6s 24 horas de incubacdo,
as colonias bacterianas foram transferidas com o auxilio de um swab para

quatro tubos tipo epenforff contendo caldo tripitic soy (TSB) (Himedia® )
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acrescido de 20% de (glicerol. Posteriormente, o0s epenforffs foram

armazenados a — 20°C e a — 80° C (OPLUSTIL et al., 2004)

3.8. Variaveis do estudo

As variaveis socio demograficas estudadas foram:

e |dade: definida pela data de nascimento indicada em documento de

identificacéo;

e Género: masculino ou feminino, definido a partir da observacédo de

caracteres sexuais secundarios, observados pelos pesquisadores;

As variaveis clinicas incluidas foram:

e Tempo de duracao da lesao: informado pelo sujeito da pesquisa

em anos e caracterizada em meses;

e Dor no leito da leséo: informado pelo paciente;

e Hiperemia da pele perilesional: presenca de area avermelhada

em torno da lesdo num perimetro de até 10 cm;

e Hipertermia da pele perilesional: aumento da temperatura local

comparando-se com a regido proximal;

e Borda edemaciada: presenca de edema por inflamacao

caracterizada por dor, calor e rubor;

e Borda hiperemiada: presenca de vermelhiddo nas bordas;
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Hipertermia da borda: presenca de calor nas bordas;

Borda dolorosa: informada pelo paciente ao realizar a

manipulagéo da ferida durante o curativo;

Exsudato purulento: presenca de exsudato purulento,

piossanguinolento e purulento—esverdeado;

Celulite: inflamacéo da derme e/ou do tecido subcutaneo;

Aumento de temperatura local na pele: temperatura elevada
detectavel na pele adjacente da ferida, cerca de 4cm da margem

da ferida quando comparado a 10 cm da regido da lesao;

Aumento de dor na ulcera /mudanca na natureza da dor:
informada pelo paciente mediante se houve aumento da dor ao

redor da lesdo desde o desenvolvimento da Ulcera.

Formacdo de novas Ulceras nas margens inflamadas da
Ulcera pré-existente: observou-se a presenca de bordas
hiperemiadas com caracteristicas de inflamagéo e abaulamento,
tipo bolsdes, acompanhada de maceracao.

Ampliacao da ferida nas margens inflamadas: buscou-se sinais
de inflamagdo como hiperemia, tunel em formacgédo, edema e/ou
abaulamento, presenca de rompimento, aumentando a area de

delimitacao da ferida.

Descoloragéo do tipo opaca/ tijolo vermelho escuro: presenca

de tecido de granulag&o palido, descolorado.
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e Tecido de granulacdo friavel que sangra facilmente: tecido de

granulacao que sangra facilmente ao ser manipulado.

e Infeccao: presenca de pelo menos uma das variaveis clinicas de

acordo com a EWMA (2005).

Variaveis microbiolégicas

e Cultura positiva/negativa: crescimento de colonias bacterianas
apos o periodo de incubacao de 24 horas, em agar MacConkey ou

nao.

e Presenca de enterobactérias: presenca de isolados de espécies
da familia Enterobacteriaceae como: E. coli, P. vulgaris, P.
mirabillis, M morganii, Providencia rettgeri, K. pneumoniae, K.

oxytoca, C. freundii, Enterobacter spp..

e Presenca de BGNNF e outros: Pseudomonas sp. e

Pseudomonas aeruginosa.

e FenoOtipo de resisténcia para B lactamases: bastonetes Gram-
negativos com resultados positivos para AmpC, ESBL e Metalo-3-

lactamase.

3.9 Anédlise estatistica

O banco de dados foi estruturado no software Statistic Package for

Social Sciences® for Windows — SPSS (versdo 17.0). Os dados foram
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inseridos no banco por dois pesquisadores, foi realizada a analise de

consisténcia dos mesmos.

Em seguida realizou-se procedimentos de estatistica descritiva
(frequéncias absolutas e relativas, medidas de tendéncia central) e
inferencial (andlise de proporc¢des, teste Qui-quadrado) adotando-se p<0,05,

utilizando os Software SPSS e Epiinfo® (versao 6).

3.10 Aspectos Etico-Legais

Atendendo a Resolucdo numero 196/96 (MS, 1996) sobre pesquisa
envolvendo seres humanos, o projeto foi encaminhado e aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Goias para
apreciacdo e parecer ético, protocolo (041/2009) (Anexo E). Os dados foram
coletados mediante aquiescéncia dos gestores da Secretaria Municipal de
Saude, Diretoria da Rede Basica, Gestores Técnicos de cada Unidade
Basica de Saude inseridas no estudo, e dos sujeitos, por meio do termo de

consentimento livre e esclarecido (Apéndice A).
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Artigol

Antimicrobial susceptibility and the production of B-lactamases in
isolated gram-negative bacteria of venous ulcers in primary health care

patients

Abstract: This cross-sectional study was performed in the dressing rooms of
primary healthcare centers in Goiania, Goias, Brazil, with the following
objectives: to identify the prevalence of gram-negative bacteria in venous
ulcers with clinical signs of infection; analyze the susceptibility profile of the
isolates; and detect the production of AmpC B-lactamases and metallo-beta-
lactamases and ESBL. The participants were 69 patients with venous ulcers,
with or without arterial complication, totaling 98 lesions. It was verified that
74.5% of the lesions showed GNB (gram-negative bacteria) growth,
particularly enterobacteria (53.8%) and non-fermenting gram-negative
bacteria (46.2%). The prevalent species among the enterobacteria was
Escherichia coli (24.5%), followed by Enterobacter aerogenes, Pantoea
agglomerans and Proteus mirabilis (12.2% each). Regarding the non-
fermenting gram-negative bacteria (NFGNB), the prevalent genare was
Pseudomonas (66.6%), particularly the species P. aeruginosa (59.5%),
present in 25.5% of the analyzed wounds. Regarding the susceptibility profile
of the enterobacteria, the highest resistance rates were to tetracycline
(38.8%) and amoxicillin-clavulanic acid (26.5%). Among P. aeruginosa, the
highest resistance was observed for cefoxitin (100%). Regarding the
production of the AmpC enzyme, 30% of the microorganisms in the CESP
(Citrobacter spp., Enterobacter spp., Serratia spp. and Providencia spp.)
group. The remaining microorganisms of the CESP group (70%) that were
sensitive to cefoxitin were subjected to a confirmatory test, and 37.5% were
found to be positive for the production of the AmpC enzyme. Regarding
metallo-beta-lactamase (MBL), 23.8% of the NFGNB showed reduced
sensitivity to imipenem, meropenem or ceftazidime. When subjected to the
confirmatory test, 8% of the P. aeruginosa were positive for the MBL enzyme.

Keywords: Gram-negative bacteria; beta-lactamases; venous ulcer
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INTRODUCTION

Infections are among the factors that hinder the healing process of
vascular ulcers [1,2,3]. Infection is a frequent process [4,5,6,7,8], considering
that the lesions are exposed to the environment for a long period of time,
besides the poor health conditions of the hosts [6,7]. The lack of solutions for
healing these lesions has serious effects on the quality of life of these
individuals [1,2,3].

Among the microorganisms present in the infectious processes of
venous ulcers, it is common to find gram-positive microorganisms, namely
Staphylococcus aureus[9,10]and gram-negative bacteria (GNB), particularly
E. coli, Pseudomonas aeruginosa and Proteus mirabilis [5, 10,11,12,13].

The scientific community has become more concerned aboutGNB
over the last several years because of their profile of resistance to
antimicrobial medications, thus increasing the difficulty in establishing an
effective treatment [14,15,16,17] .

The main resistance mechanism of the GNB is the production of beta-
lactamases, particularly the AmpC and the metallo-beta-lactamases (MBL)
[18].

The AmpC beta-lactamases hidrolyse penicillins, cephalosporins and
monobactams, are not inhibited by beta-lactamase inhibitors and contain a
chromosomal origin for some microorganisms. The CESP group, including
Pseudomonas aeruginosa and Morganella morganii, are examples of gram-

negative bacteria that induce chromosomal AmpC enzymes [19].
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When exposed to inducing agents, these microorganisms, particularly
penicillins, cephalosporins and carbapenems, are stimulated to produce large
amounts of AmpC B-lactamases. When the inducing agent is with drawn, the
enzyme production is reduced to basal levels [20,21].

These bacteria that present with innate AmpC production commonly
begin to show sensitivity in the antibiogram, thus causing an inadequate
conduct to be established. When treatment is implemented, this same
microorganism can show resistance, which compromises the treatment and
affects the quality of the care [20,21].

In other cases, spontaneous mutation occurs, in which there may be
permanent production of AmpC due to the loss of the genetic repressor
usually present in this group of bacteria. These mutant strains show
resistance in the antibiogram [21].

The metallo-beta-lactamase (MBL) produced by several GNB,
particularly P. aeruginosa, has a great clinical and epidemiological
importance because it affects several broad-spectrum B-lactams, including
the carbapenems. Detecting MBL-producing microorganisms is of great
importance in controlling wound infections and implementing effective
treatments [22,23].

In the management of vascular ulcers, particularly venous ulcers, it is
recommended that a microbiological analysis be performed when there are
clinical signs of infection, before the implementationof any antimicrobial

therapy [4,6,10,24].

Publicagcbes 72



Although the microorganisms most often present in the lesions are
known, they can vary according to geographic areas and with time, hence the
importance of monitoring the distribution of the different types of strains [25].

The scarcity of epidemiological data regarding the infectious agents
and their resistance mechanisms hinders the formulation and adoption of
appropriate policies to control healthcare-associated infections (HCAIS) in the
field of wound evaluation and treatment in primary healthcare. Therefore, it is
necessary to be aware of the presence of gram-negative bacteria in these
lesions.

The objectives of the present study were to identify the prevalence of
gram-negative bacteria in venous ulcers with clinical signs of infection;
analyze the susceptibility profile of the isolates; and detect the production of
AmpC B-lactamases and metallo-beta-lactamases.

MATERIAL AND METHODS

This cross-sectional study was performed in each of the 49 dressing
rooms of the primary health care network of Goiania (Goias, Brazil), where
patients with chronic wounds are evaluated and treated. The participants
were patients under going treatment for venous ulcers, between October of
2009 and October of 2010. Within this period of time, a total of 130 patients
were receiving treatment for leg ulcers in the referred dressing rooms. The
research team was able to includelll participants; the others did not
regularly attend the healthcare services. Thirteen patients declined to
participate. Of the remaining 98 patients, 87 met the inclusion criteria: have a
venous ulcer with or without arterial complication; age = 18 years; and

present at least one of the signs of infection according to the description of
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the European Wound Management Association [24]. Eighteen patients with
drew from the study and did not complete the data collection process.
Therefore, the study sample was comprised of 69 participants.

Procedures for data collection

Data collection was performed using an interview script addressing the
sociodemographic data of the individuals and the clinical characteristics of
the lesions. The presence of clinical signs and symptoms of infection was
evaluated according to the protocol described by the European Wound
Management Association [24].

The specimens were collected following the technique described by
Levine et al. (1976) [26], which presents outcomes similar to those found
using the biopsy technique [10].

The specimens were inoculated in a transport media (Stuart) and
forwarded to the laboratory at room temperature within 12hours.
Microbiological analysis and susceptibility profile

For the primary isolation of the gram-negative bacteria, the samples
were plated on MacConkey agar and incubated for 24 hours at 35°C. Next,
the GNB were identified by means of standardized biochemical tests and
subjected to susceptibility testing to antimicrobial medication using the disk-
diffusion technique, following a standardized technique [27]. Standard strains
(Escherichia coli ATCC®25922 andPseudomonas aeruginosa ATCC®27853)
were used as quality controls in the tests [28].

The antimicrobial medications used in the resistance profile study

were selected based on the current literature [29,30,31,32].
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The following antimicrobials were used in the resistance profile for the
enterobacteria: amoxicillin/ clavulanic acid (20/10ug), aztreonam (20/10ug),
cefepime (30ug), cefotaxime (30ug), cefoxitin (30ug), cefpodoxime (10ug),
ceftazidime (30ug), ceftriaxone (30ug), ciprofloxacin (5ug), gentamicin
(10ug), imipenem (10ug), levofloxacin (5ug), meropenem (10ug), tetracycline
(30uQ), piperacillin/tazobactam (100/10p9), and
trimethoprim/sulfamethoxazole (1.25/23.75ug).

The antibiotics used in the resistance profile for the non-fermenting
gram-negative bacteria (NFGNB): amikacin (30ug), aztreonam (30ugQ),
cefepime (30ug), cefotaxime (30upg), cefoxitin (30ug), ceftazidime (30ug),
ciprofloxacin (5ug), gentamicin (10ug), imipenem (10ug), levofloxacin (5ug),
meropenem (10ug), polymyxin B (300U), piperacillin/ tazobactam (100/10ug)
and trimethoprim/ sulfamethoxazole (1.25/23.75ug).

Phenotypic detection of AmpC B-lactamases

The microorganisms identified as belonging to the CESP group, P.
aeruginosa and M. morganii, were evaluated in terms of the production of
AmpC B-lactamases using the cefoxitin disk test as the phenotypic marker
[29]. The isolates sensitive to cefoxitin on the antibiogram were subjected to
a complementary confirmatory test, using disk approximation [19].

A bacterial suspension corresponding to the 0.5 McFarland standard
was prepared and plated on the surface of Mueller-Hinton agar. One
ceftriaxone and one ceftazidime disk were placed 20mm apart (center-to-
center) on the cefoxitin disk. The cefoxitin was used as an inducing agent for

the AmpC enzyme.
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The plates were incubated for 18 to 24 hours at 35°C. The result was
considered positive when a flattened halo was observed around the
ceftriaxone or ceftazidime, or both (Figure 1).

Phenotypic detection of metallo-beta-lactamase

The production of metallo-beta-lactamase by GNB was evaluated
using the imipenem, meropenem and ceftazidime disks as phenotypic
markers. The isolates that presented reduced sensitivity to one of these
antimicrobials and to aztreonam were subjected to the confirmatory test
[23,33].

Ceftazidime (30ug) and imipenem (10ug) disks were placed 25mm
apart (center-to-center) on a filter paper disk (blanck disc Oxoid®) containing
3uL of 2-mercaptopropionic acid (1.2 g/mL 2-MPA) and another soaked with
5uL of ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) (Figure 2). Ceftazidime
(30ug) and imipenem (10ug) disks were also used separately as controls.
The plates were incubated for 18 to 24 hours at 35°C [33].

The appearance of an inhibition halo or any increase in the size of the
halo around the ceftazidime and/or imipenem disks and the meropenem were
considered to be indications of the production of metallo-beta-lactamase
(Figure 2).

Ethical-legal aspects
The research was approved by the Research Ethics Committee of the

Universidade Federal de Goias (protocol 041/2009).
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Data analysis

The data were analyzed by means of descriptive statistics procedures
(absolute and relative frequencies, mode and median), using the Statistical
Package for the Social Sciences for Windows — SPSS® (version 17.0).
RESULTS

Evaluations were performed on 69 patients, who had between one and
five lesions, with a mode of one lesion and median of two lesions, totaling 98
ulcers. Most participants were male (58%), aged between 28 and 93 years,
with a median of 62 years. The duration time of the lesions was between two
months and 66 years, with a median of 27 months (2.25 years) and a mode
of 60 months (5 years).

Regarding the microbiologic analysis, it was verified that in 74.5% of
the lesions there was GNB growth, with a total of 91 isolated GNB. The
identified bacteria belonged to the Enterobacteriaceae family (53.8%) and the
NFGNB group (46.2%) (Table 1).

Among the enterobacteria, the prevalent bacterium was Escherichia
coli (24.5%), followed by Enterobacter aerogenes, Pantoea agglomerans and
Proteus mirabilis (12.2% each). In addition, Klebsiella pneumoniae was also
identified in two lesions (4.1%) from different patients treated in different
health centers. Regarding the NFGNB, the most prevalent genera was
Pseudomonas (66.6%), particularly the species P. aeruginosa (59.5%),
present in 25.5% of the analyzed wounds (Tablel).

Regarding the susceptibility profile of the enterobacteria, the highest
resistance rates were to tetracycline (38.8%), amoxicillin-clavulanic acid

(26.5%), and sulfamethoxazole-trimethoprim (24.5%). The enterobacteria
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were 100% sensitive to eight of the tested antimicrobials, including the beta-
lactam: aztreonam, cefepime, cefotaxime, cefpodoxime, ceftazidime,
ceftriaxone, imipenem and meropenem. The quinolones were also active
against most of these isolates (Table2).

The NFGNB showed sensitivity to several antimicrobials, including
beta-lactams such as amikacin, meropenem, ceftazidime and cefepime.
Among the P. aeruginosa, the highest resistance was observed for cefoxitin
(100%) and sulfamethoxazole-trimethoprim (80%). The other species of
Pseudomonas and the other NFGNB showed a similar susceptibility profile
(Table3).

Regarding the production of the AmpC enzyme, 30% of the
microorganisms of the CESP group and 100% of the P. aeruginosa were
resistant to cefoxitin on the antibiogram, thus verifying the presence of
mutant strains, i.e., strains that have lost the regulator mechanism and
produce AmpC continuously. The other microorganisms of the CESP group
(70%) that were sensitive to cefoxitin were subjected to the confirmatory test
and 37.5% tested positive, which verified the production of inducible AmpC.

Regarding the detection of metallo-beta-lactamase, 23.8% of the
NFGNB presented reduced sensitivity to imipenem, meropenem or
ceftazidime. When subjected to the confirmatory test, it was observed that
8% of the P. aeruginosa tested positive.

DISCUSSION

In this study, the GNB identified in the venous ulcers are commonly

present in chronic skin lesions [5,8,10,11,12,13]. The prevalence of GNB

(74.5%) in the lesions evaluated in this study is superior to the findings
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reported in literature, which report ranges between 47% and 60% for venous
ulcers [10,34].

These microorganisms are not part of the normal skin microbiota and
many are from the human intestinal tract. E.coli, for instance, indicates fecal
contamination [20,35]. This fact has severe clinical implications for the
patients, as many of these microorganisms are known to be virulent and can
predispose to limb amputations [12] and systemic infections, in extreme
situations and depending on the immunological status of the patient [20].

Regarding the species isolated in the present study, it was verified that
the results agree with the literature, because studies regarding the infecting
agents of venous ulcers identified the presence of enterobacteria in 40% of
lesions [36] and P. aeruginosa in 60% [10]. The identification of P.
aeruginosa has important clinical relevance because it is invasive and
toxigenic [20]. Regarding the ulcers, there should be heightened awareness
of this bacterium’s ability to form a biofilm [37], which has a significant effect
on the healing process and on the efficacy of the treatment. Pseudomonas
aeruginosa can lead to the development of severe infections in individuals,
including sepsis [16,38,39].

Another relevant issue is the identification of K. pneumoniae, which
does not belong within the normal skin microbiota. This bacterium can be
isolated from other human sites and also environmental sources, such as
hospitals. It has several virulence factors, including the production of beta-
lactamases and also the capacity to form biofilms [20,40,41,42]. Despite
being identified as a colonizer of chronic wounds, Klebsiella has a low

isolation frequency in the studies addressing these lesions [4,11,43].

Publicacbes 79



Regarding the susceptibility profile, enterobacteria presented high
sensitivity rates to most of the tested antimicrobials, including those
recommended [19,44] for the treatment of severe infections caused by these
agents, such as carbapenems, quinolones and cefepime.

Although the enterobacteria presented low resistance rates to
tetracycline and amoxicillin-clavulanic acid, this fact should be highlighted
because they refer to broad-spectrum antimicrobials [30,33]. Amoxicillin-
clavulanic acid has been recommended as the first choice for treating
infections with E. coli as the etiologic agent [32]. This drug has an associated
beta-lactamases inhibitor that hinders the resistance mechanism of
microorganisms mediated by the production of beta-lactamases [21,30].
Resistance to this antimicrobial is evidence of the presence of other
resistance mechanisms[31].

Among the microorganisms of the CESP group, 37.5% of the isolates
were characterized as being producers of inducible AmpC beta-lactamase.
This is very relevant data from the clinical perspective, due to the possibility
of treatment failure when using second- and third-generation penicillins and
cephalosporins. Bacteria that produce inducible AmpC can be sensitive to
the drugs described in vitro (listed in the antibiogram) and show resistance
during the treatment [19].

The NFGNB isolated in this study were also sensitive to many
antimicrobials. However, all the P. aeruginosas were resistant to cefoxitin,
thus characterizing hyperproduction of the AmpC enzyme by mutant strains.
It is important to highlight that mutant strains can be selected from inducible

populations during treatment with agents that are weak inducers [19].
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Despite the low percentage regarding the production of metallo-beta-
lactamases (8%),this data should be highlighted. The studied population is
within an outpatient setting and, generally, this resistance phenotype is
identified in isolates of nosocomial infections in highly complex units [22,45].

The metallo-beta-lactamase enzyme affects all the beta-lactams,
except the monobactams, assigning high resistance levels to the
carbapenems. These are broad-spectrum antimicrobials indicated for the
treatment of skin and soft tissue infections caused by multi-drug resistant
microorganisms [31,45].

Although this study did not identify the presence of extended spectrum
beta-lactamase (ESBL) and carbapenemases in the isolated K. pneumoniae,
healthcare professionals who care for this population should be cautious
regarding the possibility of their appearance. Carbapenemase-producing
Klebsiella spp. make therapy with beta-lactam antimicrobials impossible
because they inactivate them all, including the carbapenems [46].

A study regarding the frequency of antimicrobial resistance in Latin
America found that 31.4% of the ESBL-producing bacteria were acquired in
the community, with K. pneumoniae among the identified microorganisms
[42].

Healthcare professionals should be concerned about knowing the
profile of the microorganisms isolated in healthcare institutions, because the
antibiogram is an in vitro laboratory test that evaluates the response pattern
of the bacteria based on pre-established concentrations of antimicrobials.

The reported sensitivity results suggest that the evaluated drug can be used
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in vivo to eliminate the pathogen; however, these data should not be
considered to be exact[32].

The antibiogram does not consider clinical aspects that affect the
infectious process, such as: age, infection site, renal function, and the
patient's health condition/presence ofdisease. The results should be
interpreted considering the type of microorganism, its pathogenicity and
resistance mechanism(s) [5,32,47]. The wounds generally present
polymicrobial infections [8] and the antibiogram for each species should be
analyzed considering all of the microorganisms present to support making
the appropriate choice of treatment.

One study [48] suggests that laboratories should release the
antibiogram reports calling attention to the fact that strains initially sensitive to
certain antibiotics can be producers of inducible AmpC beta-lactamases.

In order to detect multi-drug resistant strains, studies [22,42] also
suggest that the microbiological analysis services should perform
confirmatory and phenotypic screening tests [49] to more precisely detect the
resistance mechanisms with clinical and epidemiological relevance.

The detection of microorganisms in venous ulcers and their profile of
resistance to the antimicrobials used in practice could help in choosing the
best therapy to be used by the team [50]. However, what is observed is that
there are few studies in the literature that address patients undergoing
treatment through primary healthcare services. This makes it difficult to
understand the pattern of the isolated microorganisms in this type of patient,

as well as making healthcare decisions.

Publicacbes 82



According to a technical report of the Brazilian National Health
Surveillance Agency published in 2010, one recommendation in regards to
identifying multi-drug resistant microorganisms is to notify infection control
services, in addition to several other significant measures [46] such as:
“contact precautions added to the standard precautions for every healthcare
professional, visitor, and companions; strengthening the institutional policy
regarding the rational use of antimicrobials; encouraging hand washing;
assessing the need to implement cohort measures regarding healthcare
professionals and patients; assessing the need to implement the practice of
collecting surveillance cultures according to the epidemiological profile of the
institution;emphasizing general environmental hygiene measures; applying,
in addition to the standard precaution measures, contact precautions during
intra- and inter-institution transportation, regarding the healthcare
professionals who maintain direct contact with the patients, including the
reinforcement of environmental hygiene measures; and communicating, in
the case of intra- and inter-institution transfers, if the patient is infected or
colonized by multi-drug resistant microorganisms”.

The Brazilian recommendations [46] for preventing the dissemination
of multi-drug resistant microorganisms are aimed at health facilities in
general, including primary healthcare centers. These centers should consult
with their own infection control center, as well as enlisting the support from
the Municipal Commissions for Infection Control in Healthcare Services. This
could contribute to generating data that could help in the implementation of

timely local infection control measures.
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It is still unclear how to manage primary healthcare patients with
venous ulcers who have multi-drug resistant microorganisms, hence the
need to discuss the public policies concerning this issue, considering that
protection, prevention and control measures are not exclusively restricted to
the healthcare professionals providing outpatient care to this population.

The identification of strains with resistance profiles can be an
indication of the dissemination across health care units, because a large
number of the study subjects were undergoing special treatment at highly
specialized units that were reference centers for the treatment of venous
ulcers. One way to confirm the dissemination of inter-institutional clones
would be to perform genotypic tests.

CONCLUSION

The presence of gram-negative pathogens withresistance profiles in
primary healthcare patients suggests the need to implement microbiological
surveillance for patients with venous ulcers experiencing a prolonged or

difficult healing process.
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FIGURES

CRO CFO CAZ

N

flattened halos

Figure 1. Confirmation test for phenotype resistance to AmpC beta-
lactamase. Positive result — flattened halos surrounding ceftriaxone and

ceftazidime .

EDTA
2-MPA

Figure 2. Phenotypic test to detect metallo-beta-lactamase. Positive result:
an expansion or distortion zone in the halo of growth inhibition between the

disks containing 2MPA or EDTA.
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TABLES

Table 1. Distribution of the gram-negative bacteria (n=91) identified in

venous ulcers of patients treated in dressing rooms of Primary Health

Centers in Goiania, Goias, Brazil

Microorganisms

%

Non-fermenting Gram-negative bacteria (NFGNB)

Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas sp.
Other NFGNB
Enterobacteriaceae
Citrobacter freundii
Citrobacter sp.
Enterobacter aerogenes
Enterobacter gergoviae
Escherichia coli
Klebsiella oxytoca
Klebsiella pneumoniae
Morganella morganii
Pantoea agglomerans
Proteus mirabilis
Proteus vulgaris

Providencia rettgeri

42

25

03

14

49

02

01

06

01

12

04

02

02

06

06

04

03

46.2

59.5

7.1

33.4

53.8

4.1

12.2

24.5

8.2

4.1

4.1

12.2

12.2

8.2

6.2
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Table 2. Susceptibility profile of Enterobacteria (n=49) isolated from the
venous ulcers of patients treated in dressing rooms of the Primary Health

Centers in Goiania, Goias, Brazil

R* S* I*
ANTIBIMICROBIALS
n % n % n %

Amoxicillin/clavulanic acid 13 26.5 34 69.4 02 4.1
Aztreonam - - 49 100.0 - -
Cefepime - - 49 100.0 - -
Cefotaxime - - 49 100.0 - -
Cefoxitin 07 14.3 42 85.7 - -
Cefpodoxime - - 49 100.0 - -
Ceftazidime - - 49 100.0 - -
Ceftriaxone - - 49 100.0 - -
Ciprofloxacin 06 12.2 43 87.7 - -
Gentamicin 03 6.1 46 93.8 - -
Imipenem - - 49 100.0 - -
Levofloxacin 06 12.2 42 85.7 01 20
Meropenem - - 49 100.0 - -
Piperacillin/tazobactam - - 48 97.9 01 2.0
Tetracycline 19 38.8 28 57.1 02 4.1
Trimethoprim-sulfamethoxazole 12 24.5 34 69.4 03 6.1

*R — resistant, S — sensitive, |- intermediate
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Table 3. Distribution of the susceptibility profile of the non-fermenting gram-

negative bacteria (n=42) isolated from the venous ulcers of patients treated

in the dressing rooms of Primary Health Centers in Goiania, Goias, Brazil

Pseudomonas Pseudomonas sp. (f=3) BGN NF

aeruginosa (f=25) (f=14)
Antimicrobials

R* S* [* R* S* I* R* S* I*

% % % % % % % % %
Amikacin 16 80 04 - 100 - - 100 -
Aztreonam 12 88 - - 100 - 7.1 78.7 14.2
Cefepime 12 88 - - 100 - - 100 -
Cefoxitin 100 - - 100 - - 50 50 -
Cefotaxime 20 44 36 - 33 67 - 100 -
Ceftazidime 12 84 04 - 100 - - 100 -
Ciprofloxacin 16 80 04 33 67 - 14.0 86.0 -
Gentamicin 04 92 04 - 100 - 7.1 92.8 -
Imipenem 12 88 - - 100 - 7.1 92.9 -
Levofloxacin 28 72 - 33 67 - 7.1 85.8 7.1
Meropenem 12 84 04 - 100 - - 100 -
Piperacillin/tazobactam 12 88 - - 100 - - 100 -
Polymyxin B - 96 04 - 100 - 7.1 92.9 -
Trimethoprim/sulfamethoxa 80 16 04 100 - - 357 64.3 -

zole
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Artigo 2

Avaliacéao clinica de ulceras venosas: presenca de sinais e sintomas de

infeccédo e resultado de cultura para bastonetes Gram-negativos

Resumo

Objetivos: Descrever os sinais e sintomas clinicos de infeccdo em Ulceras
venosas (UV); avaliar o estagio clinico de infeccao das lesbes e a relagcédo
destes com a presenca de bastonetes Gram-negativos (BGN). Método:
Estudo transversal, amostra 69 pacientes, atendidos em unidades basicas
de saude em Goiania, GO, no periodo de 10/2009 a 10/2010 que
apresentavam les6es com indicios de infeccdo. Realizou-se avaliacao
microbioldgica de todas as lesdes. Utilizou-se de analise descritiva, teste de
propor¢cdes e Qui-quadrado (p<0,05). Resultados: Destacaram-se, com
frequéncia >70%: descoloracdo do tipo opaca e/ou tijolo vermelho escuro;
aumento do volume do exsudato e dor. O estagio trés de infec¢éo foi 0 mais
prevalente (71,4%). Houve relacdo entre celulite e tecido de granulacéo
friavel que sangra facilmente e o resultado de cultura para BGN. Concluséo:
A identificacdo de infeccdo nas UV deve ser norteada pelo conhecimento
acerca da etiologia, caracteristicas classicas e estagios clinicos de infeccéo.

Descritores: Ulcera venosa, infec¢cdo, bactéria Gram-negativa, enfermagem

Clinical evaluation of venous ulcers: the presence of signs and
symptoms of infection and the culture results for Gram-negative

bacteria
Abstract

Objectives: To describe the clinical signs and symptoms of infection in
venous ulcers (VU); assess the clinical stage of infection of the lesions and
their relation with the presence of Gram-negative bacteria (GNB). Method:
This cross-sectional study was performed with a sample of 69 patients of
health care centers in Goiania, Goias, between October/2009 and
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October/2010, who had lesions suggesting infection. All lesions were
subjected to microbiological evaluation. Descriptive analysis, proportions and
Chi-Square test (p<0.05) were used. Results: The highlighted results with
>70% frequency are: opaque and/or reddish brown discoloration; increase in
exudate volume and pain. Stage-three infection was the most prevalent
(71.4%). An relation was found between cellulitis and friable granulation
tissue that bleeds easily and the culture for GNB. Conclusion: The
identification of VU should be guided by knowledge regarding etiology,
classic characteristics and the clinical stages of infection.

Keywords: venous ulcer, infection, gram-negative bacteria, nursing

Evaluacion clinica de Ulceras venosas: presencia de sefiales y
sintomas de infeccion y resultado de cultivo para bacilos Gram-

negativos
Resumen

Objetivos: describir las sefiales y sintomas de infeccion en Ulceras variosas
(UV); evaluar el estadio clinico de infeccién de lesiones y su relacion con la
presencia de bacilos Gram-negativos (BGN). Método: Estudio transversal,
muestra 69 pacientes atendidos en unidades basicas de salud en Goiania-
GO, de 10/2009 a 10/2010 que presentaban lesiones con indicios de
infeccion. Se efectu6 evaluacidon microbiolégica de todas las lesiones,
utilizandose analisis descriptivo, test de proporciones y Qui-cuadrado
(p<0,05). Resultados: Se destacaron, con frecuencia >70%: decoloracion
de tipo opaca y/o ladrillo rojo oscuro; aumento del volumen de exudado y
dolor. El estadio tres de infeccién fue el de mayor prevalencia (71,4%).
Existié relacidon entre celulitis y tejido de granulacién quebradizo que sangra
facilmente y el resultado de cultivo para BGN. Conclusion: La identificacion
en las UV debe ser orientada por el conocimiento etioldgico, caracteristicas

clasicas y estados clinicos de infeccion.

Descriptores: ulcera varicosa, infeccion, bacilo Gram-negativo, enfermeria
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INTRODUCAO

As Ulceras venosas sdo geralmente colonizadas por micro-
organismos, tanto residentes como transitérios da pele, e algumas vezes por
agentes patogénicos?. Dentre os agentes patogénicos destacam-se
bastonetes Gram-negativos (BGN), os quais sao carreados até a ferida por
meio de agua contaminada ou contaminagdo cruzada em ambientes

hospitalares®™.

Alguns sdo invasivos e toxigénicos e apresentam a
capacidade de formar biofilme, o que interfere no tratamento instituido, seja
sistémico ou topico. Devido a estas caracteristicas, estes bastonetes tém
levado pacientes a septicemias e ao 6bito®.

Os BGN tém preocupado a comunidade cientifica nos ultimos anos,
devido a suas mudancas no perfil de resisténcia aos antimicrobianos, o que
interfere na resolutividade do tratamento clinico®®. Além disso, apresentam
uma notavel capacidade de formacdo de biofime que se destaca'”,
interferindo na terapéutica.

A presenca de BGN pode ser frequente em ambientes nao
hospitalares®, porem é pouco citado pela literatura. Estudos®? tem
reportado a presenca e prejuizos causados por estes, em sua maioria em
ambientes hospitalares.

A avaliacao clinica dos sinais e sintomas de infeccdo nas Ulceras e do
quadro geral dos pacientes tem sido a base para a decisdo quanto a
instituicdo de terapéutica tdopica com propriedades antimicrobianas e anti-
sépticas, além de antibioticoterapia. Esta avaliacdo clinica leva em conta
sinais e sintomas classicos de infeccéo, tais como: dor, edema, rubor, calor
e exsudato purulento®, bem como sinais adicionais descritos na literatura®.
A analise de evidencias clinicas de processo infecioso deve considerar

a2 para efeitos praticos a EWMA®®),

também a analise microbiol6gic
padronizou a classificagdo de estagios clinicos de infeccdo em Uulceras
venosas, recomendando que a lesédo seja monitorada, pois nos estagios um
e dois, mesmo com a presenca de sinais e sintomas clinicos de infeccéo,
nao ha a necessidade de tratamento sistémico. Ja para os estagios trés
(pus, edema, dor, calor local e ainda celulite, linfangite ou gangrena) e
quatro (sinais locais de infeccdo, pirexia, elevacdo de células brancas e

sepsi), 0 uso de antimicrobiano sistémico se faz necessario.
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Para a instituicao de terapéutica eficaz é necessario que a equipe seja
interdisciplinar para que se consiga a resolutividade dos problemas dos
pacientes com Ulceras venosas. A equipe deve ser composta por
Enfermeiro, Nutricionista, Médico e Fisioterapeuta, de maneira que seja
garantida a qualidade da assisténcia®™. O enfermeiro tem um papel singular
neste processo™, pois dispde de maior contato com estes individuos, sendo
capaz de identificar precocemente tanto sinais e sintomas de infeccdo como
evidencias de que a terapéutica ndo esta apresentando o efeito desejado.

Geralmente a assisténcia prestada aos pacientes com Ulceras
venosas tem sido realizada na atencdo primaria, pela equipe de
enfermagem. Assim estudar a ocorréncia dos sinais e sintomas clinicos de
infeccédo, a distribuicdo dos estagios de infeccdo e a associacdo entre sinais
e sintomas clinicos de infeccdo nas Ulceras venosas e a presenca de
bastonetes Gram-negativos, pode contribuir para o desenvolvimento do
conhecimento da Enfermagem na clinica dos processos infecciosos. Maior
subsidio do profissional nesta area podera contribuir para melhores decisdes
terapéuticas na escolha de produtos para uma assisténcia de qualidade.

O estudo teve como objetivos: descrever sinais e sintomas clinicos de
infeccdo em JUlceras venosas de pessoas em tratamento na atencao
primaria; avaliar o estagio clinico de infec¢do das lesdes e avaliar a relacéo
entre a presenca do sinal ou sintoma clinico de infeccdo e a presenca de
bastonetes Gram-negativos.

METODO

Estudo transversal, realizado com pacientes em atendimento, para
tratamento de Ulceras venosas, em salas de curativos em unidades béasicas
de saude no municipio de Goiania, GO, de outubro/2009 a outubro/2010.

Foram estabelecidos como critérios de inclusdo: ter Ulcera venosa
com ou sem complicagcao arterial; idade = 18 anos; e apresentar um dos
sinais ou sintomas classicos de infec¢cdo ou sinais ou sintomas adicionais
descritos pela European Wound Management Association (EWMA)®, exceto
“cicatrizacdo sem evolucdo apesar de adequada compressao”, uma vez que
no cenario da pesquisa nao ha fornecimento regular de produtos para

terapia compressiva.
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Foram identificados 130 pacientes em tratamento para Ulcera de
perna nas salas curativo nesse periodo. Os pesquisadores conseguiram
abordar 111 pacientes, entre 0s que mais que apresentavam assiduidade
regular ao tratamento. Dentre os pacientes abordados, 13 se recusaram a
participar do estudo, 18 desistiram da pesquisa e ndo completaram a coleta
de dados. Assim a amostra foi constituida de 69 participantes.
Procedimento para a coleta dos dados

Para a coleta de dados foi aplicado um roteiro de entrevista com o
qual foram levantados os dados socio demogréficos, caracteristicas das
lesbes, sinais e sintomas de infeccao classicos (dor, edema, rubor, calor e
exsudato purulento), além daqueles considerados como adicionais pela
EWMA®, ou seja: celulite; aumento de temperatura local da pele; aumento
de dor na ulcera/mudanca na natureza da dor; formacdo de novas Ulceras
nas margens inflamadas de Ulcera pré-existente; ampliacdo da ferida nas
margens inflamadas; descoloracdo do tipo opaca e/ou tijolo vermelho
escuro; tecido de granulacdo friavel que sangra facilmente; aumento da
viscosidade do exsudato; aumento do volume do exsudato; mau cheiro; nova
manifestacdo de ferida de coloracdo amarronzada; aparecimento subito/
aumento da quantidade de esfacelos; repentino aparecimento de manchas
necroticas negras; aumento do tamanho da ulcera.

A presenca de dor foi avaliada tanto na lesédo quanto na borda, a
hiperemia foi avaliada na pele perilesdo e na borda, o aumento da
temperatura foi investigado na pele perilesédo e o edema foi avaliado na pele
perilesdo e ainda mediante analise de volume de exsudato na leséo.

Realizou-se avaliacdo microbiologica das lesdes para a verificagdo da
presenca de micro-organismos, sendo que, no presente estudo focalizou-se
especificamente os bastonetes Gram-negativos.

Avaliacdo microbioldgica

A coleta dos espécimes se deu conforme a técnica de Levine
(1976)19).

Os espécimes foram inoculados em meio para transporte (meio de
Stuart) e enviados ao laboratoério do Instituto de Patologia e Saude Publica
da Universidade Federal de Goias, a temperatura ambiente em até 12 horas.
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Para o isolamento primério dos bastonetes Gram-negativos, as
amostras foram semeadas em agar MacConkey e incubadas por 24 horas a
35°C. Em seguida, os BGN foram identificados por meio de provas
bioquimicas padronizadas®”.

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica da Universidade
Federal de Goias (protocolo 041/2009).

Os dados foram analisados utilizando o Software Epiinfo® (versdo 6),
por meio do qual realizou-se procedimentos de estatistica descritiva
(frequéncias absolutas e relativas, medidas de tendéncia central) e

inferencial (analise de proporc¢des, teste Qui-quadrado) adotando-se p<0,05.

RESULTADOS

Foram avaliados 69 pacientes com 98 lesdes. Predominou o género
masculino (58%) com idade de 28 a 93 anos. Os pacientes apresentaram de
uma a cinco ulceras, com Mo=1 lesdo e Md=2 lesbes. Verificou-se que o
tempo de duracdo das Ulceras variou de dois meses a 66 anos (Md=2,25
anos e Mo=5 anos).

Verificou-se, quanto aos sinais classicos de infec¢do nas Ulceras
venosas, que se destacaram a dor no leito da lesédo (70,4%), dor nas bordas
(64,3%) e o exsudato purulento (62,3%) (Tabela 1).

Identificou-se que quanto ao estagio clinico das lesdes, estas foram
classificadas em estagios Il (71,4%) e Il (28,6%).

Verificou-se que em 73 (74,5%) das lesGes houve crescimento de
bastonetes Gram-negativos (BGN). Ao analisarem-se as proporg¢des entre 0s
sinais e sintomas classicos de infec¢do das Ulceras e a presenca de BGN
nestas, observou-se que estas foram semelhantes, no entanto ndo houve

diferenca estatisticamente significante (Tabela 1).
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Tabela 1. DistribuicAdo dos sinais e sintomas classicos de infeccdo em

Ulceras venosas de pacientes atendidos na rede basica de salde e suas

propor¢des segundo o resultado da cultura

Sinais classicos de infec¢ao

Presenca de bastonetes Gram-negativos

n(98) % sim(73) % X2 p
Pele perilesional
) . Sim 54 55,1 38 70,4
Hiperemia
N&o 44 44,9 35 79,5 1,07 0,30
. . Sim 52 53,0 40 76,9
Hipertermia
N&o 46 47,0 33 71,7 0,35 0,55
Borda
) . Sim 38 38,7 26 68,4
Hiperemia
N&o 60 61,3 47 78,3 1,20 0,27
Sim 35 35,7 25 71,4
Edema
N&o 63 64,3 48 76,2 0,27 0,60
Sim 63 64,3 46 73,0
Dor
N&o 35 35,7 27 77,1 0,20 0,65
. Sim 69 70,4 52 75,4
Dor no leito da leséo .
Nao 29 29,6 21 72,4 0,09 0,75
Sim 50 51,0 40 80,0
Exsudato purulento
N&o 48 49,0 33 68,7 1,63 0,20

Ao avaliar-se a distribuicdo dos sinais e sintomas adicionais de

infeccdo nas Ulceras destacaram-se: descoloracdo do tipo opaca e/ou tijolo

vermelho escuro (79,6%); aumento do volume do exsudato (74,5%);

aumento de temperatura local da pele (65,3%); mau cheiro (61,2%) e

aumento de dor na ulcera/mudanca na natureza da dor (54,1%) conforme a

tabela 2.

Em relacdo a distribuicdo das propor¢cdes sinais e sintomas clinicos

adicionais de infeccdo e o resultado de cultura observou-se que para a

maioria dos sinais ndo houve diferenca significante, a excecao de celulite

(p=0,04) e tecido de granulacédo friavel que sangra facilmente (p=0,04)

(Tabela 2).
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Tabela 2. Distribuicdo dos sinais adicionais de infeccdo em Ulceras venosas

de pacientes atendidos na rede basica de saude e das propor¢des segundo

o resultado da cultura

Sinais adicionais de infeccéo

Bastonetes Gram-negativos

n(98) % Sim(73) % X2 p
sim 73 74,5 55 75,3
Aumento do volume do exsudato
néo 25 25,5 18 72,0 0,11 0,74
. ) . sim 78 79,6 55 70,5
Descoloracdo do tipo opaca/ tijolo vermelho
escuro ndfo 20 204 18 90,0 3,18 0,07
sim 64 65,3 46 71,8
Aumento de temperatura local da pele
n&o 34 347 27 794 066 041
. sim 61 62,2 46 75,4
Mau cheiro
néo 37 37,8 27 72,9 0,07 0,79
) . sim 42 42,9 33 78,5
Aumento da viscosidade do exsudato
néo 56 57,1 40 71,4 064 042
sim 53 54,1 39 73,6
Aumento de dor na Ulcera/mudangca na
natureza da dor néao 45 459 34 75,5 0,05 0,82
sim 36 36,7 31 86,1
Tecido de granulagdo friavel que sangra
facilmente nao 62 63,3 42 67,7 4,84 0,04
Aparecimento subito/ aumento da quantidade sim 36 36,7 21 75,0
de esfacelos néo 62 63,3 46 74,2 0,01 0,92
. . ) sim 20 20,4 14 70,0
Ampliacdo da ferida nas margens inflamadas .
néo 78 79,6 54 69,2 0,00 0,94
sim 18 18,4 13 72,2
Aumento do tamanho da Ulcera
néo 80 81,6 60 75,0 0,00+ 0,95
) sim 21 21,4 12 57,1
Celulite
nao 77 78,6 61 79,2 4,23 0,04
sim 14 14,3 10 71,4
Formacdo de novas Ulceras nas margens
inflamadas de Ulcera pré-existente néao 84 85,7 63 75,0 0,000 0,96
_ _ sim 10 10,2 06 60,0
Repentino  aparecimento de  manchas
necroéticas negras nao 88 89,8 67 76,1 0,53* 0,47
Nova manifestagdo de ferida de coloracdo sim 03 3.1 02 66.6
amarronzada nao 95 96,9 71 74,3 - -

*X2 com correcéo de Yates

DISCUSSAO

Compreender a presenca de sinais e sintomas clinicos de infeccdo em

Ulceras venosas e a sua relacdo com a presenca de bastonetes Gram-
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negativos consiste numa contribuicao inédita para a 4rea da salude, uma vez
que a literatura®%*#19 tem trazido aspectos sobre a interferéncia dos micro-
organismos no reparo destas lesdes, e 0s aspectos abordados neste estudo
tem sido observado separadamente por outros estudiosos.

Esta abordagem € imprescindivel para a pratica clinica de enfermagem
e outros campos da saude. A identificacdo de sinais e sintomas clinicos de
infeccdo em Ulceras venosas subsidia a assisténcia prestada e aliada a esta
conduta a andlise microbiolégica tem sido complementar®®?. Para o
enfermeiro o reconhecimento destes, bem como dos estagios clinicos de
infeccdo é de suma importancia para a instituicdo de terapéutica adequada
no tratamento destes pacientes.

Os sinais e sintomas classicos de infeccdo em feridas séo
reconhecidos desde a década de 50 e estudos tém apresentado maneiras
diversas de identifica-los®??.

No presente estudo identificou-se que nas Ulceras venosas a
presenca de dor no leito da lesé@o e nas bordas e o0 exsudato purulento foram
0s sinais e sintomas de infeccéo classico mais frequente. Porém ao avaliar-
se a relagdo destes sinais com o resultado de cultura positiva para BGN,
observou-se que, de um modo geral, ndo existe. Entre os sinais e sintomas
clinicos de infeccao estudados, néo foi identificado qualquer um deles que
sugerisse ou indicasse a presenca de BGN. Isto pode ser devido ao fato
destas lesdes apresentarem evidencias de processo inflamatério
inespecifico e ndo de processo infeccioso™.

Em estudo? cujo objetivo foi testar a validade dos sinais classicos de
infeccdo e os sinais especificos para cicatrizacdo em feridas por segunda
intencdo observou-se que o0s sinais com melhor predicdo para infeccdo
foram: aumento da dor, presenca de granulacdo friavel, odor fétido e
tunelizacéo, estando 11 (30,5%) das lesGes infectadas, ndo sendo 0s sinais
classicos preditores, embora presentes.

Para os sinais e sintomas clinicos adicionais no presente estudo a
descoloracéo do tipo opaca e/ou tijolo vermelho escuro; aumento do volume
do exsudato; aumento de temperatura local da pele; mau cheiro e aumento
de dor na Ulcera/mudanca na natureza da dor apresentaram-se mais

prevalentes. No entanto ao estudar a relacdo entre os sinais e sintomas
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adicionais de infeccdo e o resultado de cultura positivo para os BGN,
identificou-se apenas relagdo entre celulite, tecido de granulacao friavel que
sangra facilmente e cultura positiva para BGN, o0 que indica que a presenca
destes sinais e sintomas prediz que ha infeccdo na lesdo. Segundo a
EWMA®® alteracdes no estado geral do paciente como febre e elevacéo de
células brancas juntamente com celulite é indicativo de infeccdo, de acordo
com o estagio clinico trés de infeccdo da lesdo recomenda-se terapéutica
antimicrobiana sistémica.

Em relacdo ao estagio clinico verificou-se que as les6es encontravam-
se com maior frequéncia no estagio trés, sendo os sinais mais prevalentes:
aumento do volume do exsudato, descoloracdo do tipo opaca ou tijolo
vermelho escuro, aumento da temperatura local, mau cheiro, aumento ou
mudancga na natureza da dor. Indicando a necessidade de terapéutica tanto
tépica quanto sistémica, para o restabelecimento da lesdo™?.

No intuito de verificar os sinais e sintomas adicionais preditores de
infeccdo estudo® definiu critérios para identificacéo de infeccdo em feridas
dentre elas a Ulcera venosa. Foram instituidos escores de concordancia para
cada sinal ou sintoma: alto, com escore entre 8 e 9, médio, entre 6 e 7 e
baixo entre 4 e 5. Observou-se que para celulite, odor fétido, dor,
cicatrizacdo sem evolucdo, aumento do exsudato e rompimento da ferida, os
escores foram altos (8 e 9), sendo estes preditores de infeccdo nestas
lesbes. JA no presente estudo apenas dois sinais foram preditores de
infeccédo, a celulite e o tecido de granulacao que sangra facilmente.

O fato de sinais e sintomas classicos e adicionais ndo terem sido
preditores de infeccdo nas Ulceras venosas analisadas, suscita reflexdes
acerca dos aspectos relacionados ao processo inflamatério, processo de
cicatrizacdo, e caracteristicas das Ulceras venosas, que por vezes se
interigam e/ou se sobrepbe ao processo de infeccdo inteferindo na
identificacdo do quadro infeccioso da leséo.

O processo inflamatorio ocorre ap0s uma injaria e € classicamente
caracterizado pelos sinais e sintomas de calor local, rubor, edema, dor e
perda da funcdo™® com a finalidade de protecdo do organismo na reparacéo
da lesdo. J4 em relagdo ao processo de cicatrizacdo a literatura®® refere

gque para que o processo da reparacado tecidual aconteca é necessario que
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ocorra hemostasia, inflamagéo, proliferacdo e maturacdo e para as feridas
crbnicas ocorre um retardo na fase inflamatodria interferindo no seu
restabelecimento.

Nas Ulceras ocorre uma excessiva producdo de células inflamatorias,
fazendo com que haja um aumento na concentracédo do fator transformador
de necrose tumoral (TNF-a), reduzindo a concentracdo de fatores que
promovam a proliferagdo, etapa seguinte. Assim reprimindo a atividade
mitogénica das células, levando a wuma inflamacdo patogénica
desencadeada por descontrolada cadeia que leva a mais inflamacéo®?,
permanecendo presentes 0s sinais e sintomas inflamatorios na leséo.

Em relagéo a etiologia das Ulceras venosas existem varias tedrias, uma
delas a teoria dos leucdcitos, a qual discorre que na presenca da
hipertensdo venosa dos membros inferiores (uma das causas de
insuficiéncia venosa®2? decorrente do fluxo sanguineo retrogrado®®),
ocorre diminuicdo na velocidade da passagem do sangue, permitindo o
agrupamento de células brancas na parede do endotélio. A obstrucédo
vascular leva a isquemia tecidual local e bloqueio da passagem de oxigénio
pelas hemacias, ocasionando a liberacdo de mediadores inflamatérios,
ocasionando a formac&o de lceras venosas®®.

No que se refere as caracteristicas clinica classicas das Ulceras
venosas a presenca de exsudato de intensidades variadas, edema na regiao
do tornozelo e/ou acima, a inflamacdo em forma de celulite e a dor no
membro afetado®’?®, so caracteristicas de processo inflamatério e também
infeccioso.

As feridas crbnicas sdo na maioria das vezes contaminadas e/ou
colonizadas por diversos micro-organismos®® e a presenca de micro-
organismos nas Ulceras tem sido analisada*®. Considera-se que este fato
leve ao desenvolvimento de inflamagdo crbénica interferindo no
restabelecimento da lesdo™?.

Quando ocorre infecgdo nas Ulceras venosas as bactérias contribuem
com a cronificacdo das lesdes por meio da producédo de toxinas, elevando a
guantidade de citocinas pro-inflamatdrias. As exotoxinas produzidas pelas
bactérias, atacam as células produzindo necrose tecidual, promovendo

retardo na cicatrizacdo da lesdo®?, permanecendo na fase inflamatéria.
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A andlise microbiolégica deve ser instituida, mediante o estagio clinico
de infeccdo nas Ulceras venosas, pois a presenca de BGN tem sido
reportada pela literatura como fator de risco para amputacdo de membro
inferior®Y, rejeicdo na pega de enxerto de pele em pacientes com Ulceras
venosas™® e principalmente ao desenvolvimento de mecanismos de
resisténcia levando ao insucesso na terapéutica estabelecida®.

A avaliacao clinica destas lesGes tem sido até o momento o subsidio
para a instituicdo de terapéutica®®, no entanto o acompanhamento clinico
do enfermeiro no atendimento a pacientes com Ulcera venosa com sinal ou
sintoma de infec¢@o deve ser criterioso no sentido de monitorar o estagio da
infeccéo.

CONCLUSAO

O estudo permitiu verificar sinais e sintomas de infeccdo mais
prevalentes nos pacientes com Ulceras venosas atendidos em unidades de
salude na atencdo primaria, demonstrando que embora estes estejam
presentes, nao significa que a leséo esteja infectada.

Possibilitou a identificacdo do estagio clinico de infec¢do das lesfes,
reforcando a necessidade dos profissionais de saude utilizarem a avaliacdo
clinica mediante estagios, como pratica interdisciplinar, o que contribuira
com tomada de deciséo terapéutica o que pode levar areducdo de micro-
organismos multirresistentes.

Observou-se que para 0s sinais e sintomas adicionais de infeccao nas
Ulceras venosas, somente para celulite e tecido de granulagéo friavel que
sangra facilmente existe relacdo entre o sinal clinico e o resultado da cultura
para BGN.

O enfermeiro tem papel primordial na assisténcia prestada a estes
individuos, sendo imprescindivel o conhecimento deste acerca do
desenvolvimento destas lesfGes, suas caracteristicas classicas e estagios
clinicos de infec¢édo, bem como fazer uso destes indicadores.

Considera-se ainda importante a realizacdo de estudos que avaliem a
sensibilidade, especificidade e valores preditivos para o estabelecimento de
analise microbiol6gica para os pacientes com Ulcera venosa.

Agradecimentos

Publicaces 106



A Fundacdo de Amparo & Pesquisa no Estado de Goias — FAPEG. A Lara
Stefania Netto de Oliveira Ledo (Coordenadora do laboratério de
microbiologia — IPTSP/UFG e Ana Beatriz Mori Lima (Farmacéutica e

Bioquimica).

REFERENCIAS:
1.Gardner SE, Frantz RA, Saltzman CL, Dodgson KJ. Staphylococcus

aureus is associated with high microbial load in chronic wounds. Wounds.
2004;16(8): 251-257.

2.European Wound Management Association (EWMA). Position Document:
Identifying criteria for wound infection. London: MEP Ltd, 2005. Available
from: http://ewma.org/english/position-documents/all-issues.html#c500.

3.oneman EW et al. Diagnéstico microbiolégico — texto e atlas colorido. 62
ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 2008.

4.Levin ASS, Arruda EAG, Oliveira MS. Infeccbes por Pseudomonas. In:
Veronesi: tratado de infectologia. Editor cientifico: Roberto Focaccia. 32 ed.
Séo Paulo: Editora Atheneu, 2005. p.971-981.

5. Ferreira ML, Dantas RCC, Moreira APA, Batistdo DWF, Gontijo Filho PP.
et al. Incidéncia de bacteremia por Pseudomonas aeruginosa produtoras de
metalo-B-lactamases em hospital universitario: distribuicdo endémica e
epidémica. Braz J Infect Dis. 2011;15(Suppl 1):102.

6. Moreira MR, Rocha LA, Guimardes MP, Barbaresco LF, Melo GB et al.
Uso de antimicrobianos, etiologia e perfil de resisténcia aos antimicrobianos
de bacilos Gram-negativos ndo fermentadores (BGN-NF) responsaveis por
pneumonias associadas a ventilacdo mecanica (PAVs) em unidade de
terapia intensiva de um hospital universitario brasileiro. Braz J Infect Dis.
2011;15(Suppl 1):171.

7.Madigan MT, Martinko JM, Dunlap PV, Clark DP. Microbiologia de Brock.
122 ed. Porto Alegre: Artmed, 2010.

8.Villegas MV, Blanco MG, Sifuenes-Osornio J, Rossi F. Increasing
prevalence of extended-spectrum-beta-lactamase among Gram-negative
bacilli in Latin America — 2008 update from the study for monitoring
antimicrobial resistance trends (SMART). Braz J Infect Dis. 2011;15(1): 34-
39.

Publicacbes 107


http://ewma.org/english/position-documents/all-issues.html#c500

9.Dalmarco EM, Blatt SL, Cérdova CMM. Identificacdo laboratorial de [3-
Lactamases de espectro estendido (ESBLs) - revisdo. RBAC.
2006;38(3):171-77.

10.Gardner SE, Frantz RA, Doebbeling BN. The validity of the clinical signs
and symptoms used to identify localized chronic wound infection. Wound Rep
Regen. 2001;9:178-186.

11.White RJ, Cutting KF. Critical Colonization — The Concept under Scrutiny.
Ostomy Wound Manage. 2006;52(11):50-6.

12.Cooper RA, Ameen H, Prince P, McCulloch DA, Harding KG. A clinical
investigation into the microbiological status of ‘locally infected’ leg ulcers. Int
Wound J. 2009;6:453-62.

13.European Wound Management Association. An integrated approach to
managing wound infection [Internet]. London: MEP Ltd; 2006 [cited 2012 feb
20]. Available from:
http://ewma.org/fileadmin/user_upload/EWMA/pdf/Position_Documents/2006

Wound Infection /English pos doc final.pdf.

14.Pinto IC, Passeri IAG, Silva DS, Oliveira MM. (Re)organizando a sala de
curativo do Dentro de Saude Escola da Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto da Universidade de Sao Paulo. Acta Paul Enferm. 2005;18(1):89-93.
15.Martins MA, Tipple AFV, Reis C, Santiago SB, Bachion MM. Ulcera
crobnica de perna de pacientes em tratamento ambulatorial: andlise
microbiologica e de suscetibilidade antimicrobiana. Cienc Cuid Saude.
2010;9(3):464-70.

16. Levine NS, Lindberg RB, Mason AD, Pruitt BA Jr. The quantitative swab
culture and smear: a quick, simple method for determining the number of
viable aerobic bactéria on open wound. J Trauma, 1976;16(2):89-94.
17.NCCLS - National Commitee For Clinical Laboratory Standards.
Performance Standards for Antimicrobial Disk Susceptibility Tests; Approved
Standard—Eighth Edition. NCCLS document M2-A8 (ISBN 1-56238-485-6).
NCCLS, 940 West Valley Road, Suite 1400, Wayne, Pennsylvania 1907-
1898 USA, 2003.

18- Landis SJ. Chronic Wound Infection and Antimicrobial Use. Adv Skin
Wound Care 2008;21:531-40.

Publicacbes 108


http://ewma.org/fileadmin/user_upload/EWMA/pdf/Position_Documents/2006%20Wound_Infection_/English_pos_doc_final.pdf
http://ewma.org/fileadmin/user_upload/EWMA/pdf/Position_Documents/2006%20Wound_Infection_/English_pos_doc_final.pdf

19.Hggsberg T, Bjarnsholt T, Thomsen JS, kirketerp-Mgller k. Success rate
of split-thickness skin grafting of chronic venous leg ulcers depends on the
presence of Pseudomonas aeruginosa: a retrospective study. PloS ONE.
2011: 6(5).

20.Gardner SE, Frantz RA, Park H, Scherubel M. The inter-rater reability of
the clinical signs and symptoms checklist and diabetic foot ulcers. Ostomy
Wound Manage. 2007;53(1):46-51.

21.Ferreira MC, Tuma Jr. P, Carvalho VF , Kamamoto F. Complex wounds.
Clinics. 2006; 61(6):571-8.

22.Balbino CA, Pereira LM, Curi R. Mecanismo envolvidos na cicatrizacao:
uma revisao. Revista Brasileira de Ciéncias Farmacéuticas. 2005;41(1).
23.Briggs M, Closs SJ. The prevalence of leg ulceration: a review of the
literature. Journal EWMA. 2003;3(2):14-9.

24.Nunes JP. Avaliacdo da assisténcia a saude dos portadores de Ulceras
venosas atendidos no programa saude da familia do municipio de Natal/RN
[dissertacdo]. Natal: Centro de Ciéncias da Saude/UFRN; 2006. 131 p.
25.Carmo SS, Castro CD, Rios VS, Sarquis MGA Atualidades na assisténcia
de enfermagem a portadores de Ulcera venosa. Rev. Eletr. Enf. [Internet].
2007 [cited 2006 marc 02];9(2):506-517. Available from:
http://www.fen.ufg.br/revista/v9/n2/v9n2al7.htm

26.Doughty, BD, Waldrop J, Ramundo J. Lower-extremity ulcers of vascular
etiology. In: Bryant, RA, Nix DP. Acute & chronic wounds. 32 ed. Saint Louis
(MO): Moshy, 2000. p. 265-295.

27.Grey JE, Enoch S, Harding KG. Venous and arterial leg ulcers. BMJ 2006;
11(323):347-350.

28.Conferencia Nacional de Consenso Sobre Ulceras de la Extremidad
Inferior (CONUEI). Espafia: EdikaMed S. L.; 2009.

29.Kingsley A. A proactive approach to wound infection. Nurs Stand.
2001;15(30):50-4, 56, 58.

30. Ambrosch A, Lobmann R, Pott A, Preibler J. Interleukin-6 concentrations
in wound fluids rather than serological markers are useful in assessing
bacterial triggers of ulcer inflammation. Int Wound J. 2008;5:99-106.
31.Santos VP, Silveira DR, Caffaro RA. Risk factors for primary major
amputation in diabetic patients. Sdo Paulo Med J. 2006;124(2):66-70.

Publicaces 109


http://www.fen.ufg.br/revista/v9/n2/v9n2a17.htm

5 CONCLUSAO

Baseado nos dados apresentados sobre a analise clinica e microbiologica
das Ulceras venosas, verificou-se que:

- as Ulceras ocorreram em pessoas com idade de 28 a 93 anos,
predominantemente no género masculino (58%); apresentaram-se como
lesGes Unicas ou multiplas, variando de uma a cinco Ulceras, com Mo=1
lesdo e Md=2 lesdes; tinham duracdo que variou de dois meses a 66 anos

(Md=2,25 anos e Mo=5 anos).

- houve crescimento de bastonetes Gram-negativos em 74,5% das 98
lesBes; as enterobactérias estiveram presentes em 53,8% e bastonetes
Gram-negativos nado fermentadores em 46,2% das lesoes;

e dentre as enterobactérias prevaleceu a espécie Escherichia coli
(24,5%), seguida de Enterobacter aerogenes, Pantoea aglomerans e
Proteus mirabillis com 12,2% respectivamente;

e quanto aos bastonetes Gram-negativos néo fermentadores, destacou-
se 0 género Pseudomonas e em especial a espécie P. aeruginosa;

- em relag&o ao perfil de suscetibilidade das enterobactérias, destacaram-se
a resisténcia a tetraciclina (38,8%), a amoxacilina-acido clavulanico (26,5%).
Entre as P. aeruginosa, a maior resisténcia foi observada para cefoxitina
(100%);

e 30% dos micro-organismos do grupo CESP e 100% das P.
aeruginosa foram resistentes a cefoxitina;

e 0S micro-organismos do grupo CESP sensiveis a cefoxitina

apresentaram-se positivos (37,5%) a producao de enzima AmpC;

Conclusdo 110



e em relacdo a metalo-beta-lactamase 8% das P. aeruginosa foram
positivas para esta enzima,

e quanto a producéo da enzima ESBL, esta ndo foi detectada.

hY

Diante dos achados relativos a suscetibilidade antimicrobiana e a
producdo de B-lactamases em bastonetes Gram-negativos, isolados das
Ulceras venosas, é necessdria a instituicdo de vigilancia microbioldgica para
esta populacao, pois possibilitar4 aos servicos o conhecimento sobre o pefrfil
de resisténcia dos micro-organismos presentes nas lesdes. Esse
procedimento contribuira para a reducdo do desenvolvimento e
disseminagdo de micro-organismos multirresistentes nesta populagdo na

atencao priméria.

Quanto a avaliacdo dos sinais e sintomas de infeccao e a relagéo

destes com a presenca de bastonetes Gram-negativos, concluiu-se que:

e 0 estagio trés de infeccdo foi o mais prevalente (71,4%), sendo 0s
sinais e sintomas: aumento do volume do exsudato, descoloracdo do
tipo opaca ou tijolo vermelho escuro, aumento da temperatura local, mau

cheiro, aumento ou mudanca na natureza da dor, os predominantes;

e celulite e tecido de granulacao friavel que sangra facilmente esteve
associado ao resultado de cultura positiva para BGN, ndo havendo

significancia estatistica para os demais sinais e sintomas.

Verificou-se neste estudo ser de suma importancia a realizacdo de

avaliacdo clinica das Ulceras segundo o estdgio de infeccdo, pois esta
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subsidiara a solicitacdo da avaliacdo microbiolégica com o intuito de auxiliar

na escolha da terapéutica pela equipe multiprofissional.

A identificacdo de infeccdo nas UV deve ser norteada pelo
conhecimento acerca da etiologia, caracteristicas classicas e estagios
clinicos de infeccdo de forma a assegurar uma terapéutica assertiva.
Observa-se ser imprescindivel a instituicdo de protocolos de atendimento
para os pacientes com Ulceras venosas de dificil processo de cicatrizacao,
como meio de padronizacdo das condutas dos profissionais que prestam

atendimento a esta populacao.

Espera-se que estes dados subsidiem os gestores da atencéo basica
de saude para que ocorram mudancas nas politicas publicas de saude, no

gue se refere ao atendimento aos pacientes com Ulceras venosas.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

O contato com os pacientes com Ulceras venosas foi gratificante, pois
observamos que apesar dos problemas de saude e a falta de recursos
financeiros para irem a unidade realizar os curativos, existia otimismo dos
participantes do estudo, 0s quais viam em ndés a esperanca para
solucionarem o0s seus problemas relacionados as Ulceras, demonstrando

carinho e respeito pelo nosso trabalho.

O desenvolvimento deste estudo possibilitou a aproximacdo com
outros profissionais da area de saude. No que se refere aos
microbiologistas, conhecer o processo de identificacdo e fenotipagem de
micro-organismos fez com que compreendéssemos que analises
microbiolégicas exigem um trabalho minucioso, metoédico e de muita

concentracdo para que os resultados sejam satisfatorios.

Trabalhar com uma equipe de pesquisa composta por varios
integrantes foi uma experiéncia por vezes estressante, pois para a coleta
dos espécimes para a analise microbiologica, necessitavamos de um esforgo
coletivo, para atingirmos as metas estabelecidas, o que exige o

envolvimento de todos.

Com isso apreendi que o desenvolvimento de pesquisa envolvendo
varias frentes de trabalho requer da equipe maturidade, respeito,
cumplicidade e colaboracdo. No que se refere a lideranca de um grupo de
pesquisas, € necessario saber lidar com o estagio de desenvolvimento

intelectual dos individuos, suas prioridades, valores culturais, conflitos de
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geracdes e ainda as questbes pessoais, 0 que se torna tarefa ainda mais
complexa, quando se trata de projetos com prazos para a realizacdo das

atividades.

Enquanto pesquisadora em prevencdo e controle de infeccao
relacionada aos cuidados em saude, embora ja soubesse da importancia do
conjunto de medidas para a prevencao e controle de infec¢cdo, com o estudo
minhas crencas foram reforcadas quanto a serem imprescindiveis em todos
0S cenarios de pratica profissional, mesmo onde aparentemente né&o

estamos expondo os individuos a riscos.

Percebi que estas medidas muitas vezes podem ser banalizadas
pelos gestores e profissionais da area de saude dos servicos por onde
passamos, o0 que € frustrante, uma vez que temos a disposicéo o que ha de
mais atual em termos de conhecimento cientifico para a atuacéo profissional

na area de saude, em relacdo a prevencdo e controle de infeccdo, nao

sendo campo privativo dos profissionais que atuam em CCIH.

Com a finalizacdo deste estudo fecho mais um ciclo de
aprimoramento intelectual e vislumbro novos horizontes enquanto pessoa,

enfermeira, docente, pesquisadora e controladora de infecgoes.
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