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Resumo

Em virtude da constante infecgdo em ulceras por pressdo, o conhecimento das principais bactérias causadoras destas
se faz necessario na prevengdo e tratamento das mesmas. A coleta foi realizada através de swab estéril. As amostras
foram classificadas como infectadas através de Leitura de Absorbancia (> 0.080). Foi realizado caracteriza¢ao de bacilos
Gram-negativos ¢ cocos Gram-positivos através de testes bioquimicos. O perfil de suscetibilidade antimicrobiana foi
determinado por teste de disco difusdo em Agar Miiller Hinton. Das 26 amostras, 22 apresentaram crescimento bacteriano
e foram classificadas como infectadas. Os microrganismos isolados incluem Pantoea agglomerans 59%, Salmonella sp.
5%, Citrobacter freundii 9%, Proteus vulgaris 14%; Staphylocococus spp. coagulase-negativo 9% e 5% de Micrococcus.
As amostras apresentaram elevado nivel de resisténcia aos agentes antimicrobianos. A presenca de bactérias pertencentes
a familia Enterobacteriaceae, como a P. agglomerans, pode ser explicado pelo fato da infeccdo ser iniciada a partir da
colonizacdo da pele fragil, com bactérias oriundas do trato urinario ou digestivo, visto maior incidéncia de tlcera por
pressdo na regido sacral. A infecc@o destas feridas e o elevado nivel de resisténcia aos antibidticos, podem aumentar
significativamente o indice de morbidade e mortalidade em ambiente intra-hospitalar.

Palavras-chave: Bactéria; Infecgio; Ulcera por Pressao.
Abstract

Facing the constant infection of pressure ulcers, the knowledge of the main bacteria causing this is necessary in the
prevention and treatment. The samples were gathered by sterile swab. They were classified as infected by Absorbance
Reading (> 0.080). Gram-negatives bacilli and Gram-positives cocci were characterized by using biochemical tests.
Bacteria were submitted to the disk diffusion test for determination of the bacterial antimicrobial susceptibility. Of the
26 samples, 22 presented bacterial growth and were classified as infected. Microorganisms isolated included Pantoea
agglomerans 59%, Salmonella sp. 5%, Citrobacter freundii 9%, Proteus vulgaris 14%; Staphylocococus spp. coagulase-
negativo 9% and 5% of Micrococcus. Samples had higher levels of resistance to the antimicrobial agents. The presence
of bacteria belonging to the family Enterobacteriaceae, such as P. agglomerans, can be explained by the fact that the
infection is initiated after the colonization of fragile skin, with bacteria originating from the urinary or digestive tract,
due to the higher incidence of pressure ulcer in the region sacrallnfection of pressure ulcers and isolated microorganisms
with higher levels of resistance to the antimicrobial agents can increase significantly morbidity and mortality in hospital
environments..
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Resumen

Ante la constante en tlceras por presion, el conocimiento de principales bacterias causantes de ésta se hace necesario
en prevencion y tratamiento de las mismas. Recoleccion se realizo a través de swab estéril. Muestras fueron clasificadas
como infectadas a través de Lectura de Absorbancia (> 0.080). Se realizo caracterizacion de bacilos gram-negativos
y cocos grampositivos a través de pruebas bioquimicas. Perfil de susceptibilidad antimicrobiana fue determinado por
prueba de disco de difusion. De las 26 muestras, 22 presentaron crecimiento bacteriano y se clasificaron como infectadas.
Microorganismos aislados incluyen Pantoea agglomerans 59%, Salmonella sp. 5%, Citrobacter freundii 9%, Proteus
vulgaris 14%; Staphylocococus spp. coagulasa-negativo 9% y 5% de Micrococcus. Muestras presentaron un alto nivel
de resistencia a agentes antimicrobianos. Presencia de bacterias pertenecientes a familia Enterobacteriaceae, como P.
agglomerans, puede ser explicada por el hecho de que la infeccion se inicid a partir de colonizacion de piel fragil, con
bacterias oriundas del tracto urinario o digestivo, visto mayor incidencia de tlcera por presion en region sacral. Infeccion
de estas heridas y alto nivel de resistencia a antibioticos, pueden aumentar significativamente el indice de morbilidad y
mortalidad en un ambiente intrahospitalario.
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Introducao

As tlceras por pressao (UP) sdo consideradas um
dos principais exemplos de prejuizo para a integridade
da pele!. A UP é uma lesdo localizada na pele e/ou
tecido subjacente, geralmente sobre uma proeminéncia
Ossea, como resultado da pressdo, isoladamente ou
em combinacdo com cisalhamento e/ou fric¢do®. A
compressao do tecido mole resulta em isquemia e, se
nao for descomprimida, pode evoluir para ulceracao e/
ou necrose'.

No Brasil, a incidéncia e prevaléncia de UP
sdo semelhantes as relatadas na lite-ratura mundial
com incidéncia de 39,8% em pacientes de risco,
internados em hospital universitario, podendo gerar
um gasto anual de 25 mil reais com curativos®**. Uma
complicagdo importante ¢ a infec¢do da ferida, com
possivel incidéncia em até 28% da populagdo internada
em hospitais, gerando gastos anuais estimados em mais
de 1 bilhdo de ddlares com diagndstico e tratamento®.

De maneira geral, as bactérias estdo presentes
em todos os graus de UP, mas a infec¢do é conceituada
como uma carga microbiana de bactérias > 105 UFC /
g (2,6). Num modelo experimental em ratos, Bornside
e Bornside (1979) citado por Bowler et al. (2001),
demonstraram que uma contagem bacteriana em tecido
de 105 UFC / g foi equivalente a uma ordem de que 103
UFC / mL, quantidade obtida a partir de um swab.

Bordignon-Junior et al. (2012) realizou um
estudo com trés bactérias Gram-negativas distintas,
onde um indculo padronizado em 106 UFC mL"' de
cada micro-organismo foi preparado a partir dos pré-
cultivos, submetidos a dilui¢do decimal seriada (dgua
peptonada 0,1%) até turbidez equivalente a solugdo 0,5
MacFarland, determinada pela leitura da absorbancia
em espectrofotometro (A=630 nm) entre 0.080 e 0.100.
Neste intervalo de densidade optica, a suspensao celular
contém, aproximadamente, 1,0 x 108 UFC mL"'.

Em feridas, como as UP, ¢ comum a presenca de
microrganismo patogénicos, como os bacilos Gram-
negativos (BGN), particularmente, pertencentes a
Enterobacteriaceae. Assim, o estabelecimento desta
infeccdo local pode funcionar como reservatorio
desses microrganismos em hospitais e contribuir para a
destruicdo dos tecidos®*1°,

O diagnéstico da infeccgdo € feito, também, com
a historia clinica da ferida ndo cicatrizada, exame fisico
e testes laboratoriais. Mas o exame de referéncia para
determinar a infec¢do da ferida ¢ a bidpsia de tecido,
mas uma alternativa aceitavel ¢ a técnica de swab
quantitativo de Levine®.

Além disto, uma analise bacteriologica regular
de feridas infectadas ¢ uma necessidade, visto que, a
propagacdo atual das bactérias patogénicas multi-
resistentes acrescentou uma nova dimensao ao problema

de infecgoes de feridas!'.

Desta forma, diante da constante infec¢dao das
UP, o conhecimento das principais bactérias causadoras
desta entidade se faz extremamente necessario na
atuagdo da prevencgao e tratamento das mesmas.

Metodologia

Tipo de estudo e Sujeito

Este estudo ¢ do tipo analitico observacional
transversal, aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Universidade Severino Sombra (CEP 745.046) em
cumprimento a Resolugdo 466/12 - CONEP. Foram
incluidos pacientes com idade igual ou maior que 18
anos, de ambos os sexos, portadores de UP. Todos os
voluntarios foram esclarecidos dapesquisa e consentiram
na participacdo por meio da assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). A detecgao
de paciente portador de UP foi realizada através de
busca ativa, com visitas semanais as enfermarias (clinica
médica, cirargica e obstétrica) do Hospital Universitario
Sul Fluminense, Vassouras - RJ.

Avaliacdo clinica da UP

A avaliagdo das UP incluiu a localizagdo anatomica
e classificacdo de acordo com a National Pressure
Ulcer Advisory Panel (NPUAP): Estagio 0 : Lesdo
suspeita de tecidos profundos, 4rea pirpura ou marrom
localizada, de pele intacta e palida, ou bolha hematica
devido a acometimento de partes moles por pressao e/
ou cisalhamento; Estagio 1: pele intacta com hiperemia
mantida em 4area localizada sobre proeminéncia
oOssea; Estagio 2: perda de espessura parcial de derme,
visualizada como ulcera com leito vermelho-réseo, sem
necrose, ou bolha com contetido seroso; Estagio 3: perda
de espessura total, subcutdneo pode ser visualizado,
porém o0sso, tendao e musculo ndo expostos; Estagio 4:
perda de espessura total com osso, tenddo ou musculo
exposto; pode haver necrose e Nao classificavel: perda
de espessura total, em que o leito encontra-se recoberto
por necrose e/ou escara’.

Coleta da amostra

A obtencdo de material biologico foi feita a partir
de tecido de granulagao viavel utilizando-se swab
estéril por técnica asséptica e, entdo, pressionando-o
e rodando-o em lcm? da area ferida por 5 segundos
para existir expressao do fluido do tecido, conforme
técnica proposta por Levine et al. (1976). O material
coletado foi armazenado em meio Stuart (Absorve®)
e imediatamente transportado para o Laboratério de
Microbiologia, onde o material coletado foi inoculado
em tubos com caldo de Infusdo de Cérebro e Coragado
Bovino (BHI - Merck®) e incubado em estufa por 24
horas a 35 +£2° C 1214,

Leitura de Absorbancia
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Apo6s 24 horas de inoculagdo em BHI (Merck®), as
amostras foram analisadas através do espectrofotometro
UV - visivel da marca Femto® 800XI (Brasil), com
comprimentos de onda (A) de leitura de 630 nm. O
parametro de absorbancia > 0.080 foi utilizado como
critério para amostras infectadas®.

Isolamento e identificagdo das bactérias

O caldo que apresentou turvagdo apos 24h
e classificado como infectado através da leitura de
absorbancia, foi semeado em Agar MacConkey
(HiMedia®), Agar Sangue (Kasvi®) e Agar Manitol
Salgado (BioBras®). Para caracterizagdo de bacilos
Gram-negativos, apés crescimento em Agar Sangue
(Kasvi®) e Agar MacConkey (HiMedia®), foram
utilizados os testes bioquimicos, conforme Koneman
et al. (2014): oxidase; fermentagdo de carboidratos
(sacarose, lactose e glicose); producdo de indol;
motilidade em meio sélido; prova de vermelho de
metila, utilizagdo de citrato, prova de Voges Proskauer
e producdo de sulfato de hidrogénio. As colonias
identificadas como cocos Gram-positivos, a partir do
crescimento em Agar Sangue (Kasvi®) e Agar Manitol
Salgado (BioBras®), foram submetidas as provas de
catalase, coagulase e resisténcia a bacitracina'?.

Antibiograma

O perfil de suscetibilidade antimicrobiana foi
determinado por teste de disco difusdo. Uma suspensao
bacteriana (0,5 mL) foi distribuida por toda a superficie
das placas contendo Agar Miiller Hinton (HiMedia®)
com o auxilio da al¢a de Drigalski. Os discos foram
depositados sobre a superficie do meio de cultura, ja
contendo o inoculo. Apds incubagao por 18 horas a 35
+ 2° C, os diametros formados na zona de inibi¢do, ao
redor do depodsito dos farmacos, foram observados e
medidos, em milimetros usando um paquimetro, que foi
encostado na parte de tras da placa de Petri invertida. Os
antimicrobianos testados para Gram-negativos foram:
gentamicina (10 pg), amoxicilina/acido clavulanico
(20 pg), ciprofloxacina (5 pg), cefalexina (30 pg),
ampicilina (10 pg), piperacilina + tazobactam (10
ng), cefepime (30 pg), cefoxitina, (30 pg), imipenem
(10 pg) e ceftriaxona (30 pg). Para Gram-positivos
foram testados oxacilina (1 pg), vancomicina (30 pg),
linezolida (30 pg), cefalexina (30 pg), imipenem (10
ug), penicilina (10 pg), cefoxitina, (30 pg), amoxicilina/
acido clavulanico (20 pg), piperacilina + tazobactam
(10 pg), ceftriaxona (30 pg), eritromicina (15 pg) e
ciprofloxacina (5 pg). Os resultados do antibiograma
foram avaliados conforme recomendagdo do Clinical
and Laboratory Standards Institute (2014).

Analise Estatistica

Os resultados foram expressos em valor absoluto e em
porcentagem.

Resultados e Discussao

A presenca de UP esta associada ao aumento
do tempo de internacdo e aumento de custos, além
de maior morbidade e mortalidade dos pacientes
internados*. Durante o periodo de seis meses, foram
colhidas amostras de UP de 26 pacientes, internados nas
enfermarias do HUSF.

Quanto a localizagdo da UP, a regido sacral
foi a mais freqiiente em 58% (Tabela 1). Isso se deve
principalmente por ser local de apoio quando o paciente
permanece em decubito dorsal, quando acamados,
favorecendo o desenvolvimento da lesdo. Assim, a
regido sacral ¢ a mais predisposta para o surgimento da
lesdo!"18,

Em relagdo ao estadiamento das UP, verificou-
se que 54% encontravam-se no estagio 3 e 27% no
estagio 2 (Tabela 1). A literatura sugere uma maior
incidéncia no estagio 2 em relag@o aos demais estagios
em pacientes hospitalizados (17,19 — 21). Embora a
literatura nao seja consensual quanto a maior incidéncia
do estadiamento, sabe-se que em ambos os estagios 2 e
3, ocorre perda do tecido epidérmico ¢ dérmico, parcial
e total, respectivamente, fazendo com que o tecido fique
exposto a colonizagdo de bactéria. Mas a infeccdo se
concentra nos estagios 3 e 426,

Tabela 1. Regido corporal com tlcera por pressdo e estagio da lesdao

| Classifica¢io
Regido E0 E1 E2 E3 E4 NC

Sacral(18) 0% 0% 33% 47% 20% 0%

Trocanter 0% 0% 33% 67% 0% 0%

A
Calcéneo 0% 0% 100% 0% 0% 0%
@
Escapula 0% 0% 100% 0% 0% 0%
()

Halux (1) 0% 0% 0% 100% 0% 0%

Isquio (1) 0% 0% 100% 0% 0% 0%

Legenda: EO = Estagio 0; E1 = Estagio 1; E2 = Estagio 2 E3= Estagio 3;
E4 = Estagio 4 ¢ NC= Nao Classificavel; Os dados foram expressos em

porcentagem.

Em um estudo prospectivo de 16 pacientes com
UP, no qual os mesmos foram acompanhados por 2184
dias, a incidéncia de infecgdo foi de 1,4 casos por 1000
dias de lesdo®’. No presente estudo, 100% das amostras
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foram classificadas como infectadas (Tabela 2). Isso se
deve ao fato de que a compressao faz com que o local da
lesdo seja menos resistente a infeccao bacteriana, pois
induz a isquemia, inibindo a primeira linha de defesa
contra a invasdo bacteriana®.

Tabela 2. Frequéncia de bactérias Gram-Negativas e Gram-Positivas isoladas

de UP.

Bacterias n %
Pantoea agglomerans 13 59%
Proteus vulgaris 3 13%
Citrobacter freundii 2 9%
Salmonella sp. 1 5%
Staphylocococus 2 9%

coagulase-negativo spp.

Micrococcus 1 5%

Os dados estdo expressos em valor absoluto (N) e em porcentagem %.

A infec¢do de feridas cronicas ¢ conhecida
por desempenhar um papel significativo no retardo da
cicatrizagdo destas. Balbuena et al. (2015) coletaram
amostras de 66 UP e encontram infec¢des causadas por
bacterias pertencentes a familia Enterobacteriaceae
(52%) e por S. aureus (24%). Outros estudos indicam
a presenca de P. aeruginosa, P. mirabilis, E. faecalis,
E. coli, Citrobacter sp. e Klebsiella sp**?*?’. No
presente estudo, observamos que a maior parte
dos isolados foram caracterizados pertencentes a
familia Enterobacteriaceae (90%), destacando-se a P.
agglomerans em 59%. Este agente patogénico pode ser
isolado a partir de amostras de sangue, feridas, urina,
garganta, e Orgdos internos?.

A presenca de bactérias pertencentes a
familia Enterobacteriaceae, como a P. agglomerans,
pode ser explicado pelo fato da infecg@o ser iniciada,
provavelmente, a partir da colonizagdo da pele fragil,
com bactérias oriundas do trato urinario ou digestivo,
visto maior incidéncia de UP na regido sacral.

A contaminacdo microbiana das UP ¢ de grande
relevancia visto que amesma, além de retardar o processo
de cicatrizagdo, pode levar a bacteremia, causando a
morte em pacientes debilitados *. Apesar de raramente
descrita em bacteremia espontanea, a P. agglomerans
esta associada a bacteremia por contaminagao do fluido
intravenoso, nutricdo parenteral, agente anestésico
propofol e produtos derivados de sangue®®. Durante a

realiza¢do do presente estudo, foi possivel estimar que
cerca de 70% dos pacientes vieram a 0bito por sepse.
Apesar de nao podermos afirmar que a causa da sepse
foi induzida pela UP infectada é possivel que exista uma
associa¢do entre os fatores.

Outro fator de risco possivelmente relacionado
ao obito dos pacientes ¢ a crescente emergéncia de
microrganismos resistentes aos antimicrobianos®.
No presente estudo, destaca-se o elevado indice de
resisténcia antimicrobiana (Tabela 3). A resisténcia aos
antibioticos ¢ inevitavel e irreversivel, sendo esta uma
conseqiiéncia natural da adaptagao da célula bacteriana a
exposic¢ao aos antibiodticos. O uso intenso de antibidticos
na medicina, na produgdo animal ¢ na agricultura tem
causado um aumento na resisténcia em todo mundo®.

Tabela 3. Analise do perfil de suscetibilidade antimicrobiana.

Antibiéticos | S I R
Bactérias Gram-Negativas
Amoxicilina/acido cla- 5% 5% 90 %
vulanico (20 pg)
Ciprofloxacina (5 pg) 0% 0% 100 %
Cefalexina (30 pg) 0% 0% 100 %
Cefoxitina (30 pg) 0% 0 % 100 %
Cefepime (30 pg) 0% 5% 95 %
Piperacilina+Tazobactam 0% 0% 100 %
(10 png)
Ampicilina+Subalctam 0% 5% 95 %
(10 png)
Gentamicina (10 pg) 0% 0% 100 %
Ceftriaxona (30 pg) 0% 0% 100 %
Imipenem (10 pg) 0% 0% 100 %
Bactérias Gram-Positivas
Ceftriaxona (30 pg) 0% 0% 100 %
Vancomicina (30 pg) 0% 0% 100 %
Oxacilina (1 pg) 0% 0% 100 %
Ciprofloxacina (5 pg) 0% 0% 100 %
Linezolida (30 pg) 0% 0% 100 %
Piperacilina+tazobactam 0% 0% 100 %
(10 ng)
Penicilina (10 pg) 0% 0% 100 %
Imipenem (10 pg) 0% 54 % 46%
Eritromicina (15 pg) 0% 0% 100 %
Cefoxitina (30 png) 0 % 0 % 100 %
Cefalexina (30 pg) 0% 33 % 67 %

Legenda: S = sensivel; I = intermediario e R = resistente; Os
dados foram expressos em porcentagem (%).
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Conclusao

Através dos resultados, observa-se que 100%
das UP analisadas foram classificadas como infectadas
e os microrganismos isolados apresentavam elevado
percentual de resisténcia aos antibidticos testados,
podendo aumentar de forma significativa o indice de
morbidade e mortalidade em ambiente intra-hospitalar.
Nossos resultados corroboram a importancia da
investigacdo deste tema em outros nosocomios, uma
vez que o ambiente hospitalar pode interferir no perfil
bacteriologico.
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