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RESUMO

O diagndstico e a etiologia de uma infeccdo em queimados apresentam inumeras
dificuldades, sendo dificil determinar a presenca e o grau de infeccdo na ferida. A
frequéncia e a gravidade de complicagdes sépticas impdéem a necessidade de um
acurado diagnostico e de uma apropriada terapéutica. O estudo avaliou as
caracteristicas microbiolégicas da queimadura com o uso de biépsia, examinando a
associacao entre resultados de cultura semiquantitativa e achados histopatologicos. Foi
coletado um total de 140 bidpsias e 70 swabs, entre 0 sétimo e o nono dia apos a
queiamdura, de 70 pacientes admitidos na unidade de queimados do Hospital
Universitario Evangélico de Curitiba (HUEC) - Curitiba-PR, no periodo de um ano. A
bidpsia, obtida com punch (4mm), foi encaminhada para andlise microbiol6gica e
histopatoldgica. Pela cultura semiquantitativa, o numero de UFC/g de tecido foi obtido
por meio da férmula N x V x v / W, e foram consideradas como indicio de infecgao
contagens > 10° UFC/g de tecido. Os resultados histopatolégicos foram feitos pelas
coloragcbes de hematoxilina-eosina e de Gram, quanto a Vvisualizagdo de
microrganismos no tecido necrético e no tecido viavel, indicando infeccdo. A
predominancia de homens (59%) foi observada em quase todas as faixas de idade,
sendo o alcool (46%) o agente envolvido na maioria dos casos. A média do tamanho da
queimadura foi de 32% SCQ. A taxa de mortalidade observada foi de 10%. Os
microrganismos foram identificados e testados quanto a sensibilidade a antimicrobianos
pelo método de microdiluicdo em agar. P. aeruginosa (44%) foi o patégeno causador de
infeccao mais comum, seguido por A. baumannii (31%), S. aureus (13%) e outros
(12%). As drogas mais ativas contra os microrganismos comumente isolados foram
polimixina (100% de sensibilidade) para P. aeruginosa, e A. baumannii € vancomicina
(100%) e linezolide (100%) para S. aureus. Infeccbes causadas por MRSA foram
frequentes (67%) do total de S. aureus. Das 28 andlises histolégicas positivas 21
apresentaram infeccdo, e nessas, bactérias gram-negativas estiveram envolvidas em
81% dos casos. Concordancias de 100% e 90% foram encontradas entre culturas
negativas ou com baixos niveis de crescimentos e achados histolégicos negativos,
respectivamente. Em contraste, infeccdo histolégica ocorreu em apenas 43% de
amostras com cultura > 10°> UFC/g de tecido. A boa concordancia entre identificacdes
histolégicas e microbiolégicas mostra que a cultura semiquantitativa e a analise
histolégica de bidpsia poderiam ser vistas como adjuntas no entendimento de possiveis
infeccoes no paciente queimado, fornecendo informagdes Uteis com relacdo a
quantificagdo da microbiota predominante, seus padrbes de sensibilidade e sua
profundidade, na ferida por queimadura.

Palavras-chave: Pacientes queimados; Infeccao; Biopsia; Cultura semiquantitativa;
Histopatolégico.
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ABSTRACT

The diagnoastic and the etiology of infection in burned tissued present countless
difficulties, being dificult to define the presence and the grade of the infection on the
wound. The frequency and gravity of the sepsis complications impose the necessity of
an accurate diagnosis and proper therapeutic. The study evaluated the microbiological
characteristics of the burn wound by the usage of biopsy, examining the association
between results from semiqutitaive culture and histopatologic findings. It has been
colected a total of 140 biopsies and 70 swabs, between the seventh and ninth day after
of burned, of 70 patients admitted in the burning unit from Hospital Universitario
Evangélico de Curitiba — Curitiba-PR (HUEC), during a period of one year. The biopsy
has been obtained with punch (4 mm) and sent to microbiologic and histopathology
analysis. Through semiquantitative culture the number of UFC/g of tissue was obtained
by the N x V x v/w formula, and considering as infecion indication the countings with >
10° UFC/g of tissue. The histopatological results has been made by the hematoxylin-
eosin(HE) and Gram colorations to the visualization of microorganisms in the necrotic
tissue and viable tissue, indicating infection. The predominancy of men (59%) has been
observed in most of age ranges, being alcohol (46%) the agent involved in most of
cases, the medium size of burn wound were 32% of TSBA and the mortality rate
observed reached 10%. The microorganims has been identified and tested upon
susceptibility to antimicrobial agents by agar diluition method. P. aeruginosa (44%) has
been the patogen more usual, causing infection, followed by A. baumannii (31%), S.
aureus (13%) and others(12%). The most active drugs against the microorganisms
comonly isolated were polimix (100% of sensibility) to P. aeruginosa and A. baumannii
and vancomycin (100%) and linezolid(100%) to S. aureus. Infections caused by MRSA
were frequents (67%) of S. aureus. From the 28 positive histopatological analisys 21 has
been infection, and in these gram-negative bacterias were involved in 81% of cases.
Agreement of 100% and 90% has been encountered between negative cultures or low
levels of growing and negative histologic findings, respectively. In contrast, histologic
infection happenden only in 43% of samples with culture >10° UFC/g of tissue. The
good agreement between the histologic and microbiologic identifications show that the
semiquantitative culture and the biopsy histologic analisys could be viewed as an adjunt
in the understanding of possible infections in the burned patient, suppling useful
informations with relation of predominant flora quantification, their standarts of sensibility
and the depth of this burn wound.

Key-words: Burns patients; Infection; Biopsy; Semiquantitative culture; Histopatological



1. INTRODUCAO

Os pacientes com queimaduras representam uma populacdo altamente
susceptivel a infeccao por microrganismos de origem enddgena e exdégena, como um
resultado do rompimento da barreira normal da pele, acompanhado de uma depressao
da resposta imune. Inicialmente a pele lesada é considerada livre ou virtualmente livre
de bactérias, destruidas pelo calor. Porém, a grande quantidade de tecido necrético, de
exudatos ricos em proteinas, e a queda no suprimento de oxigénio proporcionam um
excelente meio para o crescimento e a proliferacdo de microrganismos (EROL, 2004). A
queimadura pode atingir total ou parcialmente a pele e seus anexos, podendo levar a
um quadro de deficiéncia imunolégica devido a formacéao de toxinas na pele queimada.

O diagnéstico e o estabelecimento da etiologia de uma infeccdo em paciente
queimado apresentam inumeras dificuldades. Na maioria das vezes é dificil determinar
a presenca e o grau de infecgdo na lesdo por queimadura, a qual permanece como a
principal causa de 6bito, sendo estimado que 75% das mortes, em pacientes que
sobrevivem ao periodo inicial de choque, estejam relacionadas a infeccao invasiva
(VINDENES, 1995). Porém, fatores associados ao paciente e ao microrganismo, tais
como: idade, extensao da lesdo termal, profundidade da queimadura, tipo e numero de
microrganismos, producdo de enzimas e toxinas, além de motilidade, determinam a
probabilidade de infec¢ao invasiva da ferida (ARSLAN, 1999).

A caracteristica da microbiota da ferida resultante da queimada muda com o
tempo. Inicialmente, os cocos gram-positivos sdao mais prevalentes, oriundos
principalmente das glandulas sebaceas e de foliculos pilosos, sendo substituidos
gradativamente, até o final da primeira semana, por microrganismos gram-negativos
oportunistas, que parecem ter uma maior propensao para invasao (NASSER , 2003;
PRUITT, 1998). Os bacilos gram-negativos, comuns colonizadores da area queimada
e subseqlentemente causa corrente de infeccbes nosocomiais, tém se tornado
menos freqlentes nos ultimos anos, devido ao uso de antimicrobiano tépico,
particularmente para Pseudomonas spp.



Porém, Pseudomonas aeruginosa permanece a principal causa de colonizacao
da lesao termal e de sérias infeccdes invasivas em feridas por queimadura. A selecao
e a disseminacao de mecanismos de residéncia adquirida aumentam a probabilidade
de colonizagéo e subsequente infeccdo da ferida por espécies de Pseudomonas spp
multiresistentes (LARI, 2000). Alguns fatores de viruléncia de espécies gram-negativas
incluem toxinas (endo e/ou exotoxinas), enzimas proteoliticas, polissacarideos
extracelulares, tal como o muco produzido por certas cepas, e motilidade concebida
pelos flagelos (MCMANUS, 1980). Adicionalmente, resisténcia a antimicrobianos, tanto
intrinseca quanto adquirida, pode influenciar o curso da infeccao, uma vez
estabelecida (PRUITT, 1998), enquanto os cocos gram-positivos sdo reportados com
aumentada freqiéncia em infeccbes nosocomiais, principalmente o Staphylococcus
aureus oxacilina resistente (MRSA).

A frequéncia e a gravidade de complicagdes sépticas, em pacientes
gravemente queimados, impdem a necessidade de um acurado diagnostico e uma
apropriada terapéutica. As técnicas de diagnostico com bidpsia, que envolve o exame
histopatologico e a cultura, sdo fundamentais para a verificagdo de infeccéo invasiva
e para avaliar o estado microbiolégico da queimadura, identificando infeccoes
causadas por bactérias resistentes ou microrganismos oportunistas (PRUITT, 1973).
Enquanto as técnicas de cultura de superficie envolvem mais freqlientemente cultura
por swabs o que permite uma analise qualitativa e semiquantitativa da microbiota da
ferida por queimadura. Uma variedade de outras técnicas incluem discos com filtro de
papel, placas de contato, almofada de veludo seca e pré-encharcada, sendo também
utilizado amostras de fluidos da ferida. Essa vigilancia da colonizagdo da lesao
queimada em uma unidade de queimados permite a administracdo de apropriada
terapia antimicrobiana, depois da andlise dos resultados da cultura, bem como a
instalagdo de medidas de controle de infeccao.

Apesar das técnicas de cultura com bidpsia serem estudadas ha muito tempo
e de ser comprovada a sua eficacia, sdo muito pouco utilizadas, ou talvez nem o

sejam, em unidades de queimados no Brasil.



1.1. OBJETIVOS

1.1.1. Objetivo Principal:

Avaliar as caracteristicas microbiolégicas através de culturas da ferida por

queimadura e correlaciona-las com achados histopatolégicos quanto a profundidade e

quantificacdo dos microrganismos nesses tecidos, para o diagnéstico de infecgao.

1.1.2. Objetivos Secundarios:

O presente estudo foi proposto para:

1.

Estudar as caracteristicas epidemioldgicas dos pacientes com infecg¢ao clinica
admitidos na unidade de queimados do HUEC — Curitiba-PR.

. Demonstrar o valor da biépsia de tecido para o correto diagnostico de

infeccdo do paciente queimado.

Verificar a viabilidade do uso de uma técnica de cultura semiquantitativa de
bidpsia, em uma grande Unidade de Queimados, para identificar infeccao
bacteriana.

Analisar quantitativamente os padrdes de colonizacdo microbiolégica da
queimadura, utilizando como limiar contagens > 10° UFC/g de tecido para
predizer infecgao.

Verificar a prevaléncia dos microrganismos envolvidos em colonizagdo e
infeccdo da queimadura e seus padrdes de susceptibilidade aos
antimicrobianos.

Comparar microbiologicamente a cultura de bidpsia e a cultura de superficie
por swab.

Determinar a relevancia do exame histopatolégico de bidpsia da ferida por
qgueimadura com a ocorréncia de infecgdo relacionada a invasao bacteriana
tissular.

Confrontar a andlise microbiologica e histopatoldégica com relacdo aos seus

achados de quantificagao e profundidade dos microrganismos.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. FISIOPATOLOGIA DA QUEIMADURA

Poderiamos resumir toda a fisiopatologia das queimaduras em poucas palavras,
as quais seriam, sem duvida, Aumento da Permeabilidade Capilar (A.P.C.) e Edema.
(GOMES, 1995). Imediatamente apds a queimadura, o fluxo sanglineo, tanto arterial
quanto venoso, é interrompido na zona de coagulacdo da pressao hidrostatica e da
permeabilidade capilar, em resposta a liberacdo de histaminas pelos mastocitos,
resultando numa perda de liquidos, eletrdlitos e proteinas para o espaco intersticial.
Ocorre assim o edema, que € maximo na regiao atingida mas pode ocorrer também a
distancia, influenciado pela extensao da superficie corporal queimada (SCQ).

Em decorréncia disso ocorre uma tipica resposta inflamatéria, que inter-relaciona
os sistemas de coagulacdo, o sistema calicreina-cininas, o sistema fosfolipase-acido
aracdénico-prostaglandina e o renina-angiotensina, e o sistema complemento (QUADRO
1). Esses aumentam ainda mais a pressao hidrostatica, a permeabilidade capilar e,
consequentemente, o edema. O aumento de pressao coldido-osmaotica desses tecidos
agrava a retencao hidrica, enquanto o aumento da permeabilidade capilar permite a
passagem, através de poros muito aumentados, ndo s6 de solucdes cristaldides como
também das solugdes colbides, podendo sair particulas com peso molecular de até
150.000 Daltons para o espaco intersticial. E o importante edema dos tecidos afetados
€ um fator agravante de isquemia tecidual; portanto, esforcos terapéuticos devem ser
envidados para minimizagao desse processo infiltrativo (TOCANTINS, 1988).

Essa importante perda de liquidos, eletrélitos e proteinas, tanto para o intersticio
quanto para o meio externo, traz como consequéncia: desidratacao, risco de choque
hipovolémico e complica¢des renais (LEMOS, 2003), além de proporcionar excelentes
condicbes para o suporte de crescimento e proliferacdo de microrganismos. E assim,
adicionalmente, a trombose termal que confere avascularidade a escara, além de
promover a infeccdo por impedir a chegada de componentes celulares do sistema de
defesa imune, limita a chegada de antimicrobianos na queimadura (BENNETT, 1998).



QUADRO 1 - REPRESENTAGAO ESQUEMATICA DA ATIVACAO DE VIAS QUE CONTRIBUEM PARA
O EDEMA TECIDUAL
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2.2. PROGNOSTICO DA QUEIMADURA

Varios sdo os fatores que influenciam o prognéstico e determina a maior ou
menor gravidade de uma queimadura. Podemos citar alguns dos fatores que irdo
influenciar o prognostico de uma maneira indireta, tais como a doenga de base, o
agente causal, o nivel de imunossupressdo do paciente, traumas associados a
queimadura e até mesmo a idade do paciente, pois criangcas menores de 2,5 anos e
adultos com idade superior a 65 anos apresentam um pior prognéstico (TEPLITZ, 1980).
Outro fator indireto de prognostico e de morbidade é a lesdao de vias aéreas por
queimaduras. Mesmo em pacientes com superficie corporal queimada de pequena ou
média intensidade, o indice de mortalidade nesses pacientes é bem elevaco. As
manifestacdes clinicas de queimaduras de vias aéreas sao freqientemente inaparentes

nas primeiras 24 a 36 horas apés a lesdo. Importante edema da faringe pode se formar,



sendo imperativas a intubacao orotraqueal e a ventilagdo mecanica. Broncoscopia com
fibra dptica pode ser realizada para a confirmacao do diagnéstico (GOMES, 1995).

A extensdo da superficie corporal queimada (SCQ) e a profundidade da lesao
térmica também irdo influenciar o prognéstico, porém a mortalidade cresce
progressivamente apds os 40% de area queimada (TEPLITZ, 1980). Esses sé&o
importantes fatores de risco para o desenvolvimento de infeccdo, podendo induzir
resposta hipermetabdlica, que é caracterizada pela mobilizagdo de todos os substratos
disponiveis, e leva a um quadro de deficiéncia imunoldgica, devido a formagdo de
toxinas na pele queimada (ONCUL, 2002).

2.3. PROFUNDIDADE DA QUEIMADURA

A importancia de se definir a profundidade da queimadura esta no fato de o
tratamento da ferida ser ditado por ela. Na pratica clinica, essa profundidade é avaliada
apenas pelo julgamento clinico (HEIMBACH, 1992). Para a correta determinagéo do grau
da queimadura deve-se esperar de dois a trés dias para que a lesao se defina melhor e
possa ser feito um diagnostico com menos erros. No entanto, a analise histopatologica
de biopsia parece ser a ferramenta mais precisa no diagnéstico da profundidade da
queimadura, como demonstrado por Papp et al (2004). em seu estudo experimental.
Mas nédo se trata de uma técnica utilizada para a pratica clinica, pois essa consome
tempo e deixa uma cicatriz no sitio da bidpsia (HEIMBACH, 1992). A complexidade das
mudancas dinamicas que ocorrem nos elementos celulares e parenquimais da pele,
apos a queimadura, tém resultado, no entanto, em dificuldades para se produzir uma
técnica que concorra com as medidas histologicas de profundidade da queimadura
(WATTS, 2001).

A lesao de primeiro grau € aquela que atinge a camada mais externa da pele, a
epiderme; clinicamente, a regido atingida encontra-se hiperemiada na auséncia de
bolhas ou flictenas (FIGURA 1). Este tipo de queimadura n&o provoca alteragdes

hemodinamicas, nem tampouco € acompanhada de alteragdes clinicas significativas.



FIGURA 1 - REPRESENTAGAO CLINICA E HISTOLOGICA DE UMA QUEIMADURA
DE PRIMEIRO GRAU
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As queimaduras de segundo grau envolvem a epiderme e parte da derme. Seu
reconhecimento é simplificado, pois a caracteristica clinica mais marcante é a formacao
das bolhas ou flictenas, apresentando dor intensa a manipulagao (FIGURA 2).

FIGURA 2 - REPRESENTAGAO CLINICA E HISTOLOGICA DE UMA QUEIMADURA
DE SEGUNDO GRAU
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FONTE: Morgan et al., 2000

Enquanto as de terceiro grau s&o aquelas que acometem a totalidade das

camada da pele (epiderme e derme), e em muitos casos outros tecidos tais como tecido



celular subcutaneo, mdusculos e tecido Osseo. Essa apresenta um aspecto

esbranquicado ou marmoéreo; ha reducao da elasticidade tecidual, tornando-se rigida
(FIGURA 3).

FIGURA 3 - REPRESENTACAO CLINICA E HISTOLOGICA DE UMA QUEIAMDURA
DE TERCEIRO GRAU
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FONTE: Morgan et al., 2000

2.4. CALCULO DA SUPERFICIE CORPORAL QUEIMADA (SCQ)

A superficie corporal queimada € um dos principais fatores que influenciam na
sobrevida dos pacientes. A estimativa da extensdo da area queimada pode ser feita
usando-se a tabela de Lund & Browder (FIGURA 4), que leva em consideracao diferentes
proporgdes do corpo humano em relagdo aos diferentes grupos etarios (MARCHESAN,
2005).

Um outro esquema muito utilizado e de facil memorizagéo € a Regra dos Nove
de Kyle e Wallace (1951), devendo ser utilizada, nas emergéncias, como uma avaliagao
superficial. Essa regra imputa valor igual a nove ou multiplos de nove as partes
atingidas: 9% para cada membro superior e para a cabega, 18% para cada membro

inferior e para cada face do tronco, € 1% para a genitalia.



FIGURA 4 — DIAGRAMA DE LUND & BROWDER PARA CALCULO DA SUPERFICIE CORPORAL
QUEIMADA, COM TABELA PARA AJUSTE DE ACORDO COM A IDADE

IDADE A B C
Yada cabeca %5 da coxa %5 da perna
RECEM-NASCIDO 9,50 2,75 2,50
00 a 01 ano 8,50 3,75 2,50
01 a 05 anos 6,50 4,00 2,75
05 a 10 anos 5,50 4,25 3,00
10 a 15 anos 4,50 4,50 3,25

2.5. ETIOLOGIA DAS QUEIMADURAS

As causas mais comuns de queimaduras sdo, por ordem de frequéncia, as
escaldaduras por liquidos superaquecidos, acidentes com substancias inflamaveis, por
combustao, exposicao direta a chama, contato com objetos aquecidos, queimaduras
quimicas, elétricas e outras (TOCANTINS, 1988). Criancas entre 1 a 5 anos de idade
representam um alto risco, e 0 mecanismo predominante € a escaldadura acidental. Em
adolescentes e adultos jovens, as queimaduras mais freqluentes sao resultados de
acidentes com liquidos inflamaveis. Contudo, no grupo dos adultos a maioria sao

homens entre 17 a 30 anos de idade, e a principal lesdo deve-se ao contato com fogo,
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resulta do alcool, de abusos com drogas ou de doengas psiquiatricas preexistentes
(KAQO, 2000; MOZINGO, 1998).

A profundidade da lesdo depende do agente etiol6gico envolvido e do tempo de
exposicao a ele. Assim, na escaldadura € em geral superficial, ao passo que na chama
tende a ser mais profunda (LEMOS, 2003). Apesar da SCQ ser um dos fatores que
influenciam o progndéstico de uma queimadura, nas elétricas geralmente se tem uma
menor superficie corporal envolvida, mas os efeitos destrutivos sdo muito mais graves
do que os das queimaduras térmicas. As queimaduras elétricas resultam da passagem
da corrente elétrica pelo corpo do paciente, destruindo musculos, nervos e vasos
sanguineos, podendo resultar em profundas alteracbes do balango acido-base e na
producado de mioglobinuria, acarretando sérias alteracées da funcao renal (DINO, 1995).
Sua gravidade depende da duragdo do contato (MARCHESAN, 2005). Queimaduras
quimicas sao usualmente causadas por acido sulfarico ou &cido nitrico, e pelos élcalis,
como soda cdustica ou amdnia anidra. Geralmente as lesdes por éalcalis sdo mais
graves do que as causadas por acido, porque o alcali penetra rapido e mais
profundamente (DINO, 1995).

Mudanc¢as nos cuidados com a ferida, incluindo o uso de efetivos antimicrobianos
tépicos e excisdao precoce do tecido queimado para obter a melhor cicatrizacdo da
ferida resultante da queimadura, tém significativamente reduzido a ocorréncia de
infeccdo invasiva da ferida, e isso se relaciona com diminuicdo da morbidade e da
mortalidade. Contudo, manifestagdes dos efeitos imunossupressores da queimadura, e
infecgbes de outros sitios, predominantemente em pulmdes, permanecem as principais
causas de morbidade e mortalidade em pacientes severamente queimados (MOZINGO,
1997).

2.6. INFECCAO DA FERIDA POR QUEIMADURA

A infeccao é a maior complicacdo em feridas causadas por queimaduras. Estima-
se que 75% das mortes seguidas da lesdo termal sejam relacionadas a ela (REVATHI,

1998; VINDENES, 1995). O diagnoéstico e a etiologia de uma infeccdo em um paciente
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queimado apresentam inumeras dificuldades. A colonizacdo da escara e mesmo a
bacteremia transitéria sao freqlentes, além do que os sintomas decorrentes da lesao
podem simular um processo infeccioso (FERNANDES, 2004).

As queimaduras tornam-se infectadas porque o ambiente no sitio da ferida é
ideal para a multiplicagédo de microrganismos. O estado imunossupressivo do paciente e
a imediata falta de anticorpos € que permitem a livre multiplicacdo de potenciais
patégenos na ferida (EDWARDS-JONES, 2003). Essa é susceptivel a colonizagdo por
microrganismos originados de sitios exdgenos ou enddégenos, incluindo o meio
ambiente hospitalar, os tratos gastrointestinais e respiratérios, os tecidos adjacentes
nao queimados ou as estruturas da profundidade dérmica (ELSAYED, 2003). Atualmente,
tem-se acreditado que muitos casos de sepse sdo causados por fontes enddgenas de
contaminagdo bacteriana e que essas fontes estdo localizadas principalmente na
propria queimadura, em estruturas tais como: foliculos pilosos e glandulas sebéceas. Ja
o papel das fontes exdgenas nao esta claro, mas parece que, pelo controle da
contaminacao superficial e pela transmissdo de bactérias exdgenas como evidenciado
pela contaminacgdo cruzada, poderia ser marcadamente diminuido (BREUING, 2003).

A populacao microbiana da ferida por queimadura logo apds a queimadura é rara
e predominantemente se constitui de gram-positivos. Com o passar dos tempos,
microrganismos gram-negativos colonizam a queimadura, e pelo fim da primeira
semana esses prevalecem (AGNIHOTRI, 2004; NASSER, 2003). A colonizacao dessa
ferida por microrganismos gram-negativos ocorre predominantemente por bactérias
enddbgenas, devido as mudangas locais e gerais na microbiota da pele normal do
paciente, as quais sao agravadas pelo tratamento com o uso de antimicrobianos
sistémicos. O sistema gastrointestinal, por exemplo, € colonizado por patégenos, os
quais colonizam a queimadura cinco dias apds a lesdao (BARRET, 2001).

O tipo de microrganismo presente na escara influencia a incidéncia de infecgao
invasiva. Infec¢des da ferida causadas por gram-positivos tendem a ser superficiais e a
permanecerem localizadas (PRUITT, 1984). Porém, enzimas e outros produtos
metabdlicos produzidos pelos gram-negativos aumentam o potencial invasivo e a rapida

expansao da infeccdo (BARRET, 2003). Além disso, muitos gram-negativos sao
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resistentes a antimicrobianos comuns, independentemente de esse microrganismo se
originar do paciente ou do ambiente, o que faz com se torne dificil de ser erradicado,
seja ele de qualquer das fontes (ONCUL, 2002). Estudos tém mostrado que a
proliferagdo e a subsequiente penetragdo desse tipo de bactéria na escara podem ser
retardadas, ou ainda prevenidas, com o uso de agentes antimicrobianos tépicos. No
entanto, as taxas de infec¢des locais e a sepse da ferida confirmam que a protecao
provinda do tratamento com antimicrobianos tépicos € parcial (BARRET, 2003; SHARMA,
1981).

O quadro clinico desenvolvido pode sugerir 0 grupo de bactérias que esta
causando a infeccdo. As oriundas dos gram-positivos s&o freqientemente
acompanhadas de hipertermia, leucocitose e confusdo mental, e na escara é observado
um exudato purulento associado a celulite periescara. Com os gram-negativos ha
predominantemente hipotermia, leucopenia, intolerancia a glicose, distensdo abdominal
e ileo, sindrome da angustia respiratéria e oliguria; a confusdo mental pode estar
ausente. Na escara pode-se observar mudanca de coloragdo para tons escuros,
marrons ou violaceos (FERNADES, 2004).

2.6.1. Métodos de Diagndstico Laboratorial

Em termos gerais, a analise microbiolégica quantitativa e qualitativa da ferida por
queimadura pode ser investigada em amostras de tecido (bidépsia) ou em amostras do
fluido da superficie (Swabs). A maioria dessas feridas € colonizada com
microrganismos, e uma falha no isolamento deles provavelmente, pode ser uma

consequéncia da utilizagao de falhas técnicas microbioldgicas.

2.6.1.1. Técnicas com amostras de tecido de ferida por queimadura

A deteccdo de bactérias na queimadura, realizada em bidpsia, tem sido

reconhecida como um excelente método na determinacdo de densidade da carga
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microbiana, da presenca de patdgenos invasivos e da invasdo tecidual (EDWARDS-
JONES, 2003; BOWLER, 2001). As técnicas mais usadas sao cultura quantitativa e
semiquantitativa por bidpsia, exame histopatolégico e, mais recentemente,
dermoabrasao.

O método de cultura quantitativa, descrito por Loebl et al. (1974a), tem sido
reconhecido por varios autores como indicador util para diagnéstico e tratamento da
infeccdo em pacientes queimados (ELSAYED, 2003; LAWRENCE, 1992; MCMANUS, 1987;
PALLUA, 1999). Por essa técnica o tecido € obtido assepticamente e entdo pesado,
homogeneizado, seriamente distribuido, € semeado em meios de culturas seletivos e
nao-seletivos, em condicbes aerbbicas e anaerbbicas, de maneira a fornecer
informagdes quantitativas e qualitativas. Por se tratar de um método que envolve vérias
diluicdes, tornando-se, consequentemente, muito trabalhoso, Shulman et al. (1979)
desenvolveram o método da cultura semiquantitativa, envolvendo o uso de 10 ul e 100
ul de homogeneizado de amostra, plaqueados em agar sangue e agar MacConkey,
dependendo do peso da amostra. Buchanan et al. (1986), por sua vez, compararam a
técnica padrao da cultura quantitativa com a da cultura semiquantitativa, a qual
ofereceu reprodutibilidade, eficacia, rapidez e reducao substancial de custos.

O uso de biépsia na avaliagdo quantitativa microbioldgica produz informacoes
precisas quanto ao tipo de infeccdo presente e a carga bacteriana, principalmente de
feridas cobertas por tecido necrético (STEER, 1996a). Por essa razdo, sugere-se que a
técnica de swab, uma das técnicas de cultura de superficie, ndo avalia a medida da
densidade bacteriana abaixo da superficie da escara, falhando em predizer presenca
ou progressao de colonizacdo, em razdo da baixa correlacdo entre a microbiota
superficial cultivada e a infecgdo do tecido profundo (BHARADWAJ, 1983; LOEBL, 1974b).
Por isso cresce a importancia da realizacao de biépsia no diagnéstico de infeccao da
ferida, podendo ser realizado exame histopatologico para identificacdo de invasao
microbiana, e de cultura quantitativa para isolamento do microrganismo e realizagao de
testes de susceptibilidade.

Pruitt e Foley (1973) tém reiterado a importancia e a utilidade da biépsia de ferida

resultante da queimadura para o diagnéstico de infec¢gdo microbiana. Os autores, ainda
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sugerem uma detalhada classificagdo histopatoldgica da severidade da infecgdo. Essa
andlise é baseada em profundidade de penetracdo do microrganismo, presenc¢a de uma
resposta inflamatéria, evidéncia de invasdo no tecido viavel e identificacdo de
envolvimento vascular (PRUITT, 1973). Tal biépsia diferenciara colonizacao de infec¢ao
invasiva da ferida por queimadura (EDWARDS-JONES, 2003). Como reportado por
McManus et al. (1987), o exame histolégico de bidpsia de pele queimada é superior ao
exame de cultura quantitativa, considerando-se o diagndstico de infecgcao invasiva. Em
alguns estudos, o exame histolégico € um método utilizado para o diagnéstico de
infeccoes fungicas, pois o isolamento por cultura desses microrganismos tem um baixo
rendimento. Além disso, técnicas para recuperagao quantitativa de fungos em tecido
sao pouco desenvolvidas (DI LONARDO, 1993; PRUITT, 1973). Contudo, essa técnica nao
esta disponivel na maioria dos paises em desenvolvimento (SJOBERG, 2003).

Outra técnica envolvendo dermoabrasao, que foi recentemente descrita, a qual
permite quantificar a colonizagdo microbiana incluindo camadas mais profundas da
ferida, ainda minimizando o grau de invasédo no tecido em feridas. A amostra € obtida
utilizando-se um instrumento rotativo de alta velocidade com um disco abrasivo de aco
de tamanho pré-determinado. O disco € pesado e transferido para um caldo, € em
seguida sao realizadas diluicbes desse caldo (PALLUA, 1999). A técnica de
dermoabrasao tem-se mostrado mais sensivel, qualitativa e quantitativamente, que uma
amostra de superficie. Contudo, a técnica requer equipamento especializado, e o
trabalho de Pallua et al. (1999) excluiu investigacao de bactérias anaerobicas.

Estudos de quantificacdo bacteriana em lesées por queimaduras indicam que
biépsias com contagens iguais ou superiores a 10° UFC/g de tecido sdo indicios de
infeccao invasiva da ferida. Os trabalhos de Robson e Hegger (1969), em particular,
realizados ha mais de trés décadas e se baseiam em observacdes de um grupo que
acredita que infeccao aguda ou crénica da ferida existe quando a carga microbiana é de
mais que 10° UFC/g de tecido. Mais recentemente Breidenbach e Trager (1995)
demonstraram que a concentragdo critica de bactérias = a 10* UFC/g de tecido deve
ser atingido causando infeccdo em ferida complexa. Os autores também observaram

que a cultura quantitativa de tecido prediz a probabilidade de infeccdo da ferida mais
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efetivamente do que cultura feita por swab. Culturas quantitativas de 10° ou mais UFC/g
de tecido foram também associadas com uma elevada taxa de mortalidade de 75%
(PRUITT, 1973).

Em alguns estudos, as concentracdes de bactérias superiores a 10° UFC/g de
tecido tém sido usadas como um criterioso diagnéstico, tanto de infeccao invasiva
quanto de septicemia (MCMANUS, 1987; WOOLFREY, 1981). Alguns outros estudos
compararam 0 uso de biopsia e técnicas de coleta de amostras de superficie para
predizerem sepse (SJOBERG, 2003; STEER, 1996b; WILLIAMS, 1984). Loebl et al. (1974b)
demonstraram que 88% de criancas e 63% de adultos com contagem maior que 10*
UFC/g de tecido desenvolveram sepse, comparando-se com 44% de criancas e 41% de
adultos com culturas de superficie positivas. Shulman et al. (1979) também associaram
essa densidade com prognostico para a realizacdo de enxertos, demonstrado um
importante efeito na reducao dos custos hospitalares por evitar seu fracasso. Como a
técnica de bidpsia reduz a microbiota superficial a concentragdes insignificantes
(LEVINE, 1976), isso demonstra que os microrganismos que se desenvolveram na
cultura refletem, de fato, a colonizacdo do tecido profundo. Portanto, tem-se utilizado
biopsia, na pratica clinica, para avaliar a ferida como uma provavel fonte de
contaminacao bacteriana, a qual se torna invasiva no paciente com clinica de sepse
(MARVIN, 1975; PRUITT, 1973).

2.6.1.2. Técnicas com amostras de superficie de ferida por queimadura

Técnicas de amostras de superficies muito freqientemente envolvem o uso de
swab de algodao, as quais possibilitam uma analise semiquantitativa e qualitativa da
microbiota da ferida. O swab pode também ser usado para realizar uma analise
quantitativa plena, desde que sejam dissolvidos e liberados todos os microrganismos
associados, quando transferidos para um diluente apropriado. Apesar de seu uso em
larga escala, na grande maioria dos centros que atendem queimados, principalmente
no Brasil, ha debates sobre o valor de técnicas de amostras com swab e o valor da

limpeza da ferida antes de o swab ser realizado (BOWLER, 2001). Esses demonstram
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que a limpeza da ferida € necessaria com o objetivo de se evitar que a diversidade da
microbiota presentes nesse tipo de ferida, torne mais complexo e problematico o
isolamento e a identificacdao do verdadeiro patégeno.

Uma variedade de outras técnicas incluindo, discos de papel filtro, cilindro de
esfrega, swab umido e a almofada de veludo (“velvet pad surface”), tém sido usadas
para amostras de fluido da superficie da ferida para analise microbiolégica (WILLIAMS,
1984; GEORGIADE, 1970), havendo, entdo, argumentos em debate para o suporte do
uso de amostras de superficie como um método Util para se acessar rotineiramente a
microbiota das queimaduras. Essa é a opinido dos autores para o gerenciamento de
rotina de feridas que sao apenas clinicamente infectadas ou daquelas que nao tém
sinais clinicos de infeccao mas estao deteriorando ou tém uma longa historia de falha
na cicatrizacdo. Nessas situacbes, amostras de swab de superficie podem fornecer
dados Uteis a respeito da presenca do potencial patéogeno, da diversidade do
microrganismo envolvido e, consequientemente, uma indicacdo da probabilidade do
sinergismo microbiolégico (BOWLER, 2001).

Uma amostra de swab pode prover uma estimativa semiquantitativa da carga
microbiana (exemplo: escasso crescimento ou abundante crescimento, ou maior 10°
UFC/ml), o qual é consideravelmente mais facil de se realizar que uma analise
quantitativa completa. A andlise quantitativa da microbiota superficial pode também ter
um papel para predizer o risco de infecg¢do invasiva, varios estudos tem demonstrado a
correlacdo entre cultura de superficie e cultura de bidpsia.

Robson e Hegger (1969) argumentam enfaticamente que bidpsias sdo essenciais
para quantificacao e determinacao de infecgéo invasiva na ferida. O valor de culturas de
superficie na avaliacao de infecg¢do de feridas tem sido questionado por Robson (1979).
O autor defendeu que fluidos de ferida purulenta podem impedir o crescimento de
microrganismos, ao passo que biopsia pode render significativamente numeros de
bactérias se tais culturas forem feitas rotineiramente. Entao, deve-se ter em mente que
o tecido superficial pode abrigar uma diversidade de microrganismos aerdbicos e
anaerobicos, um ou mais dos quais podem invadir a profundidade do tecido, e é

altamente improvavel que tecido superficial fosse estéril enquanto tecido profundo
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estivesse infectado. Contudo, técnicas nado invasivas tém mostrado ser benéficas na
determinagdo do numero de microrganismos que estdo na interface do tecido ou sao
causas de infeccao.

Levine et al. (1976) demonstraram uma grande correlagdo entre cultura
quantitativa de swab e de biépsia em feridas abertas, e similarmente Thomson e Smith
(1994) demonstraram uma correlagao entre uma contagem semiquantitativa de swab e
a contagem quantitativa de bidpsia. Lawrence (1985) também afirmou que bacteriologia
quantitativa fornece pouca informacao além daquela obtida de um swab, e que swabs
com contagens maiores que 30 UFC indicam uma contagem na biépsia de > 10° UFC/g
de tecido, enquanto Vindenes e Bjerkness (1995) concluiram que microrganismos

invasivos na ferida espelham aqueles encontrados nas culturas de superficie por swab.

2.6.1.3. Coloracao de Gram

A coloracao de Gram é utilizada para classificar os microrganismos com base em
suas caracteristicas tintoriais, tamanho, forma e grupamento de células. E um dos
poucos testes em microbiologia clinica que pode auxiliar rapidamente no diagnostico
presuntivo de doencas infecciosas. E utilizado para verificar a qualidade do espécime
clinico, com base no conteudo de células somaticas. Bactérias e fungos sdo gram-
positivos, gram-negativos ou gram-variaveis. A aparéncia gram-variavel pode se dever
ao excesso de descoloragdo, tempo de vida do microrganismo, influéncia de
tratamentos antimicrobianos e outros fatores (MAZA, 1997). A descoloracéo insuficiente
com alcool-acetona permite a retencédo do cristal-violeta, o que dificulta a observacao
de bactérias Gram-negativas. Por outro lado, esfregacos obtidos de culturas velhas ou
contendo numerosas bactérias mortas ou expostas a acao de antibiéticos apresentam
irregularidades na coloracao. As bactérias gram-positivas perdem a capacidade de reter
o cristal-violeta, apresentando-se gram-negativas, as quais podem se corar mais
fracamente pela safranina, podendo simular a ocorréncia de infeccbes mistas (gram-

positivas / gram-negativas).
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A morfologia da maioria das bactérias coradas com Gram € mais caracteristica
quando os esfregacos sao preparados a partir de cultivos com 18 a 24 horas em caldo,
periodo no qual as células bacterianas se encontram na fase logaritmica de
crescimento. Com freqUéncia, a morfologia é menos caracteristica quando os
esfregacos sdo preparados com base em colénias desenvolvidas na superficie de
meios de agar (KONEMAN, 2001), bem como quando essa coloracao é realizada em
cortes histologicos. A reagdo de coloracdo € dependente da composicdo da parede
celular do microrganismo. A espessa camada de peptideoglicano e de acido teicdico
encontrada em microrganismos gram-positivos causa resisténcia a descoloracdo com
alcool-acetona. Esses microrganismos retém o corante cristal violeta e adquirem a
coloragdo purpura. As paredes celulares ricas em lipopolissacarideos dos
microorganismos gram-negativos sdo rompidas pelo alcool-acetona, e o cristal violeta é
liberado da fina parede celular. O contracorante safranina ou fucsina pode, entdo, ser
visto conferindo ao organismo gram-negativo a coloragao rosada (MAZA, 1997).

Amostra coletada com swab, aspirados, exsudatos, escarro, liquor ou outros
fluidos orgéanicos, urina jato médio sem centrifugacao, bidpsias ou fragmentos de tecido
etc. podem ser analisados pelo Gram. Em algumas situacbes ndo sdo observados
microrganismos, embora ocorra desenvolvimento na cultura; tal fato se justifica pela
baixa concentracdo dos microrganismos existentes na amostra. Quantidades inferiores
a 10° UFC/ml freqiientemente ndo sdo visualizadas na microscopia comum, com
aumento de 1000x (imers&o). A coloracdo de Gram apresenta sensibilidade em torno
de 90% para as mostras com contagens superiores a 10° UFC/ml (STINGHEN, 2003).
No entanto, informacdes baseadas nessa técnica podem nédo ser suficientes para guiar
possiveis mudangas de quimioterapia antimicrobiana ou implementagcédo de apropriadas
medidas de controle de infec¢do (ELSAYED et al., 2003).

2.6.1.4. Cultura de amostras da ferida por queimadura

A analise de culturas de bactérias de bidpsia e de swabs em queimados € uma

importante ferramenta para a avaliacdo da severidade de infeccbes da queimadura,
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porque permite uma avaliacdo quantitativa e qualitativa do patégeno no tecido
(BREUING, 2003). A maioria dos microrganismos das infeccbes cultivados em
queimaduras cresce aerobicamente, em 24 a 48 horas no agar sangue ou no agar
MacConkey, assegurando que potenciais patdégenos nao sejam perdidos (TREDGET,
2004), incubados a uma temperatura de 35° C. As identificagcbes podem ser feitas com
razoavel facilidade (ROSSOLINI, 2005), utilizando técnicas microbiolégica padrdes.

Pseudomonas aeruginosa produz um brilho metalico no agar sangue, e as
colénias freqliientemente desenvolvem um buraco aparente (devido a producédo de
bacteriocina), provocado pela prolongada incubacdo. Pseudomonas aeruginosa e
bacilos gram-negativos méveis (com flagelo polar) constituem um nao-fermentador da
lactose e apresentam uma colbnia branca no agar sangue ou clara no agar MacConkey.
Geralmente, observa-se um odor frutificado, devido a producdo de compostos de
piocianina. Pseudomonas aeruginosa € oxidase positiva, com fluorescéncia sob onda
longa de luz ultravioleta, crescimento a 42° C, e crescimento em &gar cetrimide. Essas
caracteristicas sdo suficientes para diferenciar Pseudomonas aeruginosa das outras
pseudomonas e dos outros bacilos gram-negativos nao fermentadores (TREDGET,
2004).

Quanto ao isolamento de Staphylococcus aureus, o uso de agar manitol salgado
(MSA) é indicado. Assim, cepas de Pseudomonas aeruginosa multiresistentes nao
ocultarao o crescimento de Staphylococcus aureus nesse meio, como poderia
acontecer em meios nao seletivos. As espécies de Staphylococcus produzem colénias
caracteristicas em agar sangue de carneiro. A maioria apresenta coldénias que crescem
rapido, com 1 a 2 mm de didmetro apds 24 horas de incubag¢do, embora algumas
espécies passam formar colénias menores durante esse periodo. As colbnias de S.
aureus sao usualmente lisas, butirosas e convexas, com borda continua, podendo
produzir um pigmento amarelo ou amarelo-alaranjado (KONEMAN, 2001). Para
identificacdo de Staphylococcus aureus oxacilina resistente (MRSA), todos os
Staphylococcus aureus isolados deverao ser inoculados em placas contendo oxacilina e
sal (6 pg/ml de oxacilina e 4% de NaCl). Os isolados que crescerem depois de 48 horas
de incubacéo a 30 + 1° C serdo considerados MRSA (FUCHS et al., 2002).
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2.6.1.5. Testes de susceptibilidade

Uma vez estabelecido o diagnostico de infeccdo, ha necessidade de mudanca
em ambas as terapias, local e sistémica, que podem ser instituidas por meio da analise
do respectivo teste de susceptibilidade aos antimicrobianos (FUCHS, 2002). Os testes de
sensibilidade sao indicados para qualquer organismo que contribua para um processo
infeccioso que justifique quimioterapia antimicrobiana, se sua sensibilidade ndo puder
ser predita, de maneira confiavel, a partir da identificacdo do organismo. Os testes de
sensibilidade sao iniciados, com mais freqiéncia, quando se acredita que o organismo
causativo pertence a uma espécie capaz de apresentar resisténcia aos agentes
antimicrobianos mais freqlientemente usados. Os mecanismos de resisténcia incluem a
producédo de enzimas que inativam as drogas, a alteracao do sitio-alvo das drogas e a
alteracdo da absorgéo ou do efluxo das drogas. Os testes de sensibilidade também sao
importantes nos estudos da epidemiologia da resisténcia e de novos agentes
antimicrobianos (CLSI/NCCLS, 2005).

Ensaios convencionais de sensibilidade incluem técnicas de disco difuséo, tal
como o teste de Kirby-Bauer e microdiluicdo em agar de culturas de células, tal como a
concentracao inibitéria minima (CIM). A técnica de disco difusdo envolve a aplicacao de
um inéculo padronizado de bactérias e subsequente colocacdo de um disco
impregnado com antimicrobianos em uma placa de Petri, contendo, de preferéncia,
agar Mueller-Hinton. A placa de Petri é incubada por 16-18 horas a 35° C, depois da
qual uma zona de inibicdo ao redor de cada disco € medida. Os valores da zona de
inibicdo sao comparados a tabelas padrdes, e uma avaliacdo é entdo feita quanto ao
grau de susceptibilidade. Esses testes ndo fornecem informacdes se a inibicdo € de um
efeito bacteriostatico ou bactericida (TREDGET, 2004).

O disco difusao é o método mais utilizado para testes de susceptibilidade em
laboratérios, classificando as cepas como susceptiveis, intermediarias ou resistentes a
varios antimicrobianos. E também bastante usado para a deteccdo de isolados de
MRSA heteroresistentes. Para tal fim a temperatura, nesse teste, tem um profundo
efeito, pois a maioria dos isolados de MRSA com resisténcia heterogénea que crescem

a 372 C parecem ser sensiveis a meticilina, enquanto, se a temperatura de incubacao
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diminuir para 25° C ou 30° C, o numero de isolados de MRSA aumentara, devendo a
incubacao ser realizada a 35° C, que é a 6tima para testes de susceptibilidade em S.
aureus. MRSA com resisténcia heterogénea é também um fenémeno tempo-
dependente. Prolongadas incubacdes, por exemplo de 48 horas, sdo recomendadas
para sua 6tima deteccdo. Apesar desse ser um tempo étimo, 24 horas é um periodo de
incubacéo aceitavel para ser usado na rotina dos laboratérios. Esse método é também
afetado pelo pH, e a deteccao é suprimida em pH 5.2, devendo ser realizado em pH
alto (CUNHA, 2005).

A determinagdo da concentracao inibitéria minima (CIM) obtida usando-se o
teste de diluicdo pode mostrar ao médico a concentragdo do agente antimicrobiano
necessaria no sitio da infec¢do, para inibir o organismo infectante. As CIMs tém sido
determinadas usando-se concentragbes derivadas, tradicionalmente, de diluigbes 2X
em série indexadas a base 1 (ex., 1, 2, 4, 8, 16ug/mL, etc.). Utilizam-se também outros
esquemas de diluicdo, incluindo o uso de apenas duas concentragées bem separadas,
ou de “ponto de corte”, ou concentragdes entre os valores usuais (ex., 4, 6, 8, 12,
16ug/mL). Sempre que os resultados da CIM forem relatados aos clinicos com a
finalidade de orientar a terapia, esses resultados devem ser acompanhados por uma
categoria de interpretacao (ex., sensivel, intermediaria, ou resistente).

A principal vantagem do método de diluicdo em agar por concentracao inibitéria
minima é o resultado quantitativo; no entanto, por se tratar de uma metodologia um

pouco trabalhosa, ndo é adotada como rotina na maioria dos laboratérios.

2.6.1.6. Resisténcia aos antimicrobianos

O ambiente hospitalar é o principal foco para o surgimento e a disseminacao de
bactérias multiresistentes. As freqlentes introdu¢cées de novos antimicrobianos no
cenario clinico resultam em continuas mudancgas dos padrdes de resisténcia entre os
patdégenos. A relagéo direta entre o uso de agentes antimicrobianos e a prevaléncia de
bactérias resistentes tem sido documentada em varias ocasides, especialmente nas

UTls. O processo seletivo de agentes antimicrobianos € o principal fator no surgimento
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de resisténcia entre bactérias. Mais ainda, concentragcdes abaixo do ideal de
antimicrobianos em lesdes por queimadura provém 6timas condi¢cdes para colonizagao
de cepas multiresistentes e subseqlente disseminacao (OGLE, 1988). Resisténcia a
drogas em bactérias pode ser ainda adquirida por plasmideos ou pela selegdo de
mutantes resistentes (RAM, 2000); contudo, a analise dos plasmideos nao é facil de ser
realizada (CHITKARA, 1973).

Resisténcia a mdultiplas drogas € comum entre os agentes causadores de
infecgbes da lesdo por queimadura (RASTEGAR LARI, 1998), deixando poucas opg¢des
ou opcdes nao efetivas de tratamento para o clinico. Staphylococcus aureus resistente
a oxacilina (MRSA) é agora a maior causa de infecgdo nosocomial na Europa e esta
aumentando sua prevaléncia em unidades de queimados por todo o mundo. Ao lado do
MRSA, Acinetobacter baumannii € Pseudomonas aeruginosa multiresistentes a drogas,
e atualmente Enterococcus spp resistente a vancomicina (VRE) estd aumentando, entre
os isolados. Esses causam um grande problema para o paciente e para a equipe, pois
é dificil a erradicacéo da infeccdo. Mais perigosa ainda é a aumentada resisténcia de S.
aureus para vancomicina, que tem recentemente sido reportada. Se essa cepa se
tornar prevalente em unidades de queimados nao existirdo antimicrobianos efetivos
para eventos de septicemia (EDWARDS-JONES, 2003; GANG, 1999). Por esse motivo, 0
uso de vancomicina (HOLDER, 1998), bem como de outros antimicrobianos, deve ser
prudente (FUCHS, 2002).

Para S. aureus, linezolide esta disponivel para administracdo oral e é efetivo no
tratamento de infecgdes por MRSA. Vancomicina tem sido menos usado, devido aos
efeitos colaterais, como aumento de resisténcia e aparecimento de isolados de
Staphylococcus aureus com resisténcia intermediaria a Vancomicina (VISA) e
Staphylococcus aureus resistente a Vancomicina (VRSA) (CUNHA, 2005). Dentre os
gram-negativos o imipenem é uma das drogas mais efetivas, principalmente para o
tratamento de Pseudomonas aeruginosa. Porém, a ocorréncia de resisténcia ao
imipenem tem sido crescentemente reportada (ALTOPARLAK, 2004; OZKURT, 2005).
Ozurt et al. (2005) demonstraram que a presenga, em pacientes, de Pseudomonas

aeruginosa sensivel ao imipenem € determinado como um fator de risco, pois
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Pseudomonas aeruginosa tem a habilidade de desenvolver resisténcia a drogas
durante a terapia. Essa resisténcia aos carbapenens é de interesse clinico, desde que
essa droga pode representar a Ultima escolha no tratamento de infecgdes causadas por
Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumanni. A aquisicdo de metalo-beta-
lactamases entre bactérias gram-negativas nao fermentadoras representa um risco
epidemiolégico, por dois motivos: (1) metalo-beta-lactamases conferem resisténcia néo
apenas aos carbapenens, mas teoricamente a todos os B-lactamicos, e séao
freqlentemente associados com resisténcia aos aminoglicosideos, e (2), 0s genes que
codificam as enzimas metalo-beta-lactamases sdao comumente carregam elementos
méveis que podem se disseminar horizontalmente entre as cepas (LUZZARO, 2004).
Altoparlak et al. mostraram, em 2005, que os isolados dessas duas bactérias produtoras
de metalo-beta-lactamases sdo mais prevalentes em centros de queimados que em
outras unidades.

A freqUente alta resisténcia aos antimicrobianos, como ja mencionado, indica a
necessidade de urgentes medidas para se restringir a expansdo de espécies
multiresistentes em unidades de queimados. Esses métodos incluem isolamento de
pacientes contaminados, sensivel restricdo na administracdo de agentes

antimicrobianos e procedimentos higiénicos de desinfeccao (TREDGET, 2004).

2.6.2. Principais Patégenos

Na pele normal os microrganismos gram-positivos sdo os residentes mais
comunente isolados, enquanto os gram-negativos ndo sdo usualmente encontrados em
areas de pele seca, mas estdo associados com areas umidas e intertriginosas, como
axila, virilha e outros. Como a lesao térmica destr6i a barreira cutéanea, ocorre
progressiva colonizagdo bacteriana no tecido desvitalizado, inicialmente por germes
gram-positivos, e aproximadamente no final da primeira semana sdo gradualmente
substituidos por gram-negativos (AGNIHOTRI, 2004; NASSER, 2003). Esses
microrganismos comumente envolvidos em infeccao invasiva da ferida por queimadura

incluem, principalmente, ndo estdo limitados a, Pseudomonas aeruginosa,
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Acinetobacter spp, membros da familia Enterobacteriaceae (como Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Serratia marcescens, Enterobacter cloacae, e Proteus mirabilis),
Staphylococcus aureus (incluindo cepas oxacilina resistente — MRSA), Streptococcus
pyogenes, Enterococcus spp (incluindo cepas resistentes a vancomicina), anaerdbios,
Candida spp, Aspergillus spp, e agentes virais tais como virus Herpes simples e
Citomegalovirus (NASSER, 2003; PRUITT, 1998; VINDENES, 1995; REVATHI, 1998).

O tipo de bactéria que coloniza e infecta pacientes queimados e seus padrdes de
sensibilidade é altamente variavel entre unidades de queimados, e € grandemente
influenciado pelo uso de antimicrobianos tépicos e por politicas nos cuidados a ferida,

bem como pelo uso de antimicrobianos sistémicos.

2.6.2.1. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa € o principal patdégeno causador de colonizagdo da
lesdo queimada e de sérias infeccdes da ferida, permanecendo uma causa importante
de sepse, morbidade e alta mortalidade em pacientes queimados (ROSSOLINI, 2005). O
significativo aumento da incidéncia de Pseudomonas aeruginosa durante a primeira
semana de admissdo, em comparagdo com o dia da admissao, sugere uma origem
nosocomial, e também sugere um perigo para a distribuicdo de infecgdes futuras entre
0s pacientes internados, sendo essa bactéria um dos lideres causadores de infecgdes
nosocomiais (RASTEGAR LARI, 1998).

Ocasionalmente, Pseudomonas aeruginosa coloniza 5% a 10% dos sitios do
corpo humano, com uma preferéncia para areas umidas (FERNANDES, 2004). A
prevencao da colonizacao por Pseudomonas aeruginosa é usualmente baixa, mas altas
taxas de colonizagdo podem ser encontradas apds a hospitalizacdo. A colonizacao
mais comum é em trato respiratério de pacientes sob ventilacdo mecanica, em trato
gastrointestinal e na pele de pacientes queimados (BOWLER, 2001). Esses
microrganismos podem ser originados de sitios exdgenos ou enddgenos, incluindo o
meio ambiente hospitalar, e tecidos adjacentes ndo queimados ou de estruturas da

profundidade da pele (ELSAYED, 2003), sendo que 70% de todas as queimaduras sao
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colonizadas por essa bactéria em trés semanas, e a incidéncia de infeccao aumenta em
pacientes com queimaduras que cobrem mais de 30% da superficie corporal (SHARMA,
1981).

Os mecanismos de viruléncia de Pseudomonas aeruginosa sdo complexos e
apenas parcialmente entendidos. Aderéncia mediada por pili e por outras adesinas
parece ser caracteristica morfolégica importante para a colonizagdo de membranas,
mucosas e de outras superficies (PRINCE, 1992), enquanto a producdo de uma matrix
exopolissacaridica mucdide que rodeia as células e ancora umas nas outras é
importante para o crescimento como um biofilme, no qual as células bacterianas sao
protegidas das defesas inata e imune, e tornam-se menos susceptiveis aos
antimicrobianos (ONSON, 2002). Um importante papel para o dano tecidual e a invaséao
tem sido reconhecido para um numero de produtos secretados por Pseudomonas
aeruginosa, incluindo: elastase, protease alcalina, citotoxina, fosfolipase C e
rhamnolipidio. Finalmente, a toxicidade local e sistémica estd provavelmente mais
relacionada a liberacdo de endotoxina e a producdo de exotoxina A (uma enzima
extracelular que inibe a sintese de proteina), e exotoxina S (VASIL, 1999). Essas
bactérias também possuem flagelos, considerados como importante caracteristica

morfolégica na viruléncia em pacientes queimados (FIGURA 5).

FIGURAS - ILUSTRAQAQ DO PILI POLAR E FLAGELOS DE Pseudomonas aeruginosa QUE SAO
CARACTERISTICAS TIPICAS DESSA BACTERIA

@ 2004 Dennis Kunkel Microscopy, Inc, | FONTE: EHA Consulting Group
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Evitar ou retardar infec¢cdes por Pseudomonas aeruginosa provoca grandes
beneficios quanto a morbidade e a mortalidade, especialmente quando o tamanho da
lesdo e a idade do paciente queimado aumentam (LEE, 1990). PRUITT et al., em 1998,
documentou que nos 57 casos de infeccdo invasiva da ferida houve 26 casos de
bacteremia secundaria por Pseudomonas aeruginosa. Severas infec¢cdes ou bacteremia
estdo associadas a altas taxas de mortalidade, e sdo freqientemente dificeis de serem
tratadas, pois a quantidade de agentes antimicrobianos usados contra Pseudomonas
aeruginosa é limitada; além do mais, esse microrganismo exibe notavel habilidade para
adquirir resisténcia a esses agentes (ROSSOLINI, 2005).

Sabe-se que a mortalidade e a morbidade, associados a infeccdo em pacientes
queimados, estdao bem relacionados a idade do paciente, a area total da queimadura
(SCQ) e a presenca ou a auséncia de concomitante lesao inalatéria (TREDGET, 2004).
Contudo, Herruzo-Cabrera et al. (1996) reportaram que a longa estada no hospital foi o
principal fator de risco para infecgdo na queimadura. Muitas pesquisas das causas das
infeccdes, em centros de queimados, incluem na lista de microrganismos o S. aureus
resistente a oxacilina (MRSA) como o patégeno mais freqliente causador de infeccao
na lesdo por queimadura e no enxerto (REARDON, 1998; PRASANNA, 1998), mas esses
microrganismos raramente levam a mortalidade (TAYLOR, 1992). Contudo, bactérias
gram-negativas, incluindo Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter spp, Klebsiella spp,
bem como E. coli sao as maiores causas de morte em centros de queimados
(TREDGET, 2004). McManus et al., em 1985, sugeriu que 10% de todos os pacientes
queimados desenvolvem bacteremia por Pseudomonas aeruginosa, acarretando uma
taxa de mortalidade de 80%.

Em queimados essa morbidade e mortalidade podem ser reduzidas por medidas
adotadas para se evitar infeccdo nosocomial ou para se retardar o inicio de infeccao o
mais distante possivel. A cuidadosa lavagem das maos, antes e apdés 0 manuseio com
0 paciente sao indispensaveis na prevencdo e no controle da transmissdo de
resisténcia cruzada a antimicrobianos, entre bactérias (REVATHI, 1998). Continua
vigilancia de infeccbes em unidades de queimados é muito importante, pois novos

microrganismos resistentes podem ser rapidamente isolados e confinados, e continuas
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manutencées do ambiente e educacao do pessoal devem ser feitos (ROBERTS, 2001).
Alguns estudos tém mostrado os beneficios do isolamento de pacientes queimados em
quartos simples, para a diminuigdo do risco de contaminacao cruzada e subsequente
infeccdo (ONCUL, 2002; TANEJA, 2004). Isso, no entanto, pode nado ser possivel em

alguns centros, devido a limitagdo dos recursos.

2.6.2.2. Staphylococcus aureus

A colonizacao por Staphylococcus aureus esta freqlentemente associada a
demora na cura da ferida, a um aumento na necessidade de intervengdes cirargicas e
ao prolongado tempo de internacdo (KOOISTRA-SMID, 2004). A transmissdao ocorre
envolvendo o paciente e o pessoal em contato com eles. Colonizagdo nasal e da
orofaringe dos pacientes, bem como dos trabalhadores da saude em centros de
queimados representam um importante papel na colonizacédo da ferida por queimadura
com essa bactéria (TAYLOR, 1992).

Desde a década de 70, Staphylococcus aureus oxacilina resistente (MRSA) tem
sido reportado como uma causa de epidemias em hospitais por todo o mundo
(LESSEVA, 1996). O primeiro isolado de MRSA foi citado, em meados de 1961, quando
a meticilina foi introduzida como um antibidtico antiestafilococos, rapidamente
substituida por uma penicilina antiestafilococos menos téxica, como a oxacilina. Por
essa razao, bem como pela maior estabilidade a oxacilina tornou-se o antibiético usado
para a deteccdao de resisténcia a meticilina. Cepas de Staphylococcus aureus
reportados como oxacilina resistentes sdo meticilina resistentes. Essas cepas tém-se
mostrado mais virulentas que o Staphylococcus aureus oxacilina sensivel (MSSA) e
vém causando o mesmo espectro de infeccdo (CUNHA, 2005). O MRSA coloniza narina
e pele, bem como a secrecao respiratéria de pacientes sob ventilacdo mecénica, e
quando carregado nas maos do pessoal médico € um importante fator para a
disseminacao de paciente para paciente (BERNAL, 2000; CUNHA, 2005).

Hoje, MRSA é a causa mais comum para infec¢gdo nosocomial severa, em todo o

mundo (VOSS, 1994). Nos ultimos anos, a porcentagem de pacientes com infecgdo por
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MRSA tem aumentado drasticamente (TAYLOR, 1992). Varias epidemias tém ocorrido,
principalmente em unidades de queimados, e estudos epidemiol6gicos tém sido
realizados envolvendo amostras de pessoas, de pacientes e do ambiente hospitalar, na
tentativa de elucidar os mecanismo de transmissdao (RUTALA, 1983). Muitas dessas
epidemias tém envolvido disseminacgao inter-hospitais, de pacientes colonizados ou de
pessoal médico para outros pacientes (ONCUL, 2002), resultando em mais episodios de
epidemias ou niveis varidveis de colonizacdo/infeccao nas instituicdes. Pacientes
colonizados em hospitais, quando recebem alta hospitar, podem carrear cepas para sua
comunidade e entdo colonizar ou infectar pacientes nao-hospitalizados. O oposto
(pacientes colonizados ou infectados em comunidades) pode provocar a introducao de
MRSA no hospital, quando da admissao de pacientes (CUNHA, 2005).

Pacientes com extensas lesdes por queimadura sao especialmente susceptiveis
a colonizagao por MRSA, causada pela perda da barreira da pele e pela redugédo da
capacidade imunoldgica (COOK, 1998). Um problema adicional € causado pela
sobrevivéncia intracelular de Staphylococcus spp em leucocitos polimorfonucleares,
pois a funcao bactericida dessas células esta aumentada nas queimaduras, permitindo,
assim, a sobrevivéncia da bactéria por mais tempo (FUCHS, 2002). Outros fatores como
fibronectina, fibrinogénio, coldgeno e muitos outros compostos sado expostos a
superficie dessas feridas. Muitas espécies de bactérias podem ser receptoras para tais
moléculas, e assim rapidamente a superficie da ferida é colonizada. Staphylococcus
aureus codifica muitas proteinas que interagem especificamente com componentes da
matriz celular de humanos. Esses componentes da superficie do microrganismo
reconhecem moléculas adesivas, tornando essas bactérias entre as mais comuns
encontradas como colonizadoras da ferida resultante da queimadura (KOOISTRA-SMID,
2004).

Uma importante fonte de infeccédo é o préprio paciente, nos casos de prévia
colonizagao, carregando Staphylococcus aureus para a lesao termal. Nesses casos, a
colonizagao pode ser classificada como enddgena. As outras fontes de colonizagao, tao
importante quanto elas, sdo os trabalhadores das unidades de queimados.

Especialmente, pacientes que ndo se apresentam colonizados por essa bactéria no
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momento da admissdo sdo propensos a se tornarem infectados por meio do contato
com essas pessoas. Nesse caso, a colonizagéo é classificada como exdgena. A rota da
transmissao enddégena pode ser bloqueada pelo tratamento com antimicrobiano nasal
tépico, em todos os pacientes admitidos, enquanto a infec¢do cruzada pela via exégena
pode ser evitada ou reduzida pela adequada lavagem ou higienizacdo das maos
(KOOISTRA-SMID, 2004; LESSEVA, 1996). No entanto, é dificil erradicar a colonizagao por
MRSA, pois no tratamento poucos antimicrobianos atuam contra essas bactérias,
podendo ser constatado que aumento na prevaléncia de MRSA é evidente em

instituicbes com uso excessivo de antimicrobianos.

2.6.2.3. Acinetobacter baumannii

Um grande numero de centros de queimados tem visto um aumento de infecges
por Acinetobacter spp, principalmente Acinetobacter baumannii, microrganismos de
origem nosocomial (TREDGET, 2004; HERRUZO, 2004). Recentemente, Wisplinbhoff et
al. (1999) demonstraram que Acinetobacter baumanni era endémico em 367 pacientes
com grandes queimaduras, e desses, 29 pacientes desenvolveram bacteremia. Eles
foram comparados com 58 controles n&o infectados, entre os quais as taxas de
mortalidade foram de 31% versus 14%, respectivamente, com duas mortes diretamente
relacionadas a infeccao por essa bactéria. Apesar de sua patogenicidade nao ser tao
alta, observacdes sugerem que essa espécie pode causar maceragbes em enxertos de
pele (LAWRENCE, 1992).

Acinetobacter baumannii € um microrganismo nao fermentador, usualmente
resistente aos antimicrobianos, principalmente (B-lactamicos e carbabenens (WONG,
2002). Essa resisténcia aos carbapenens é de grande interesse clinico, uma vez que
essa droga pode representar a ultima escolha no tratamento de infecgdes, que
ameacam a vida, causadas por essa bactéria, sendo essencial a pesquisa de metalo-f3-
lactamase para todos os isolados resistentes aos carbapenens (ALTOPARLAK, 2005). A
longa hospitalizagcao foi considerada como fator de risco para a multiresisténcia do

Acinetobacter baumannii em uma unidade de queimados (WONG, 2002). Esse
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microrganismo pode ser adquirido da microbiota enddégena ou pode ser transmitido de
fontes exdgenas, e subsequtientemente pode tornar-se endégeno (HERRUZO, 2004). Em
vista da sua capacidade para sobreviver em fémites (SHERERTZ, 1985) e na superficie
de pacientes (trato gastrointestinal, pele, feridas, queimaduras, faringe, etc), torna-se
facilmente compreensivel essa sua rapida tendéncia para disseminagao entre pacientes
e suas complicacdes em epidemias nas UTls (AGNIHOTRI, 2004). Uma vez ocorrendo
epidemias causadas por esse microorganismo, sua erradicacdo € muito dificil
(SHERERTZ e SULLIVAN, 1985).

Recentemente Acinetobacter baumannii substituiu Klebsiella pneumoniae como
segundo patégeno mais comum causador de infeccdo em pacientes queimados
(AGNIHOTRI, 2004). Isso se deve, principalmente, a sua habilidade em permanecer
vidvel em ambiente hospitalar, gragas ao seu status de microrganismo multiresistente e
a varios outros fatores (AGNIHOTRI, 2004; VINDENES, 1995). A alta incidéncia de
septicemia por esse microrganismo pode ter sido ligada ao uso de antimicrobianos de
amplo espectro, os quais podem estar alterando mais ainda os padroes de
susceptibilidade dos patégenos nosocomiais (BANG, 2002). Possiveis formas de
transmissao poderiam ser as maos ou alguns fémites contaminados (WANG, 2003), tal
como o estetoscédpio. Herruzo-Cabrera et al. (1996) demonstraram experimentalmente
que Acinetobacter baumannii pode sobreviver pelo menos um dia no estetoscopio, se a
desinfeccao normal (alcool 1 minuto) fracassar. Como as medidas de controle mostram
eficiéncia limitada, muito esfor¢o deve ser feito para evitar a introducéo dessa bactéria
em uma unidade de queimados. Como restricdo de pacientes colonizados nas UTIs e
unidades de queimados estdo os procedimentos de desinfeccdo e anti-sepsia dos
fomites e do pessoal das unidades de saude (HERRUZO, 2004).

2.6.2.4. Outros patégenos associados com infecgcdo em pacientes queimados

A queimadura tende a ser infectada por bactérias gram-negativas de origem

entérica, como Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Enterobacter
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gergoviae, responsaveis por infeccao de origem enddgena. Ziegler et al. (1988)
demonstraram que ha uma relacdao entre infeccdo no paciente queimando com
anormalidade na funcdo da barreira do intestino. Contudo, ndo estd claro se é o
aumento da permeabilidade intestinal que causa a infeccdo ou se é a infeccdo que
causa o rompimento na barreira intestinal. Adicionalmente esse paciente, via de regra,
recebe antimicrobianos sistémicos, e essas drogas facilitam o crescimento bacteriano
excessivo no intestino, afetando a estrutura e a funcdo da mucosa intestinal (ZIEGLER,
1988).

Os microrganismos gram-negativos oportunistas sao a principal causa de
bacteremia e do aumento de mortalidade em pacientes queimados (MCMANUS, 1994).
Estao ainda muito envolvidos em septicemia, como demonstrado no estudo de Macedo
et al., em 2005, no qual Enterobacter cloacae e Klebsiella pneumoniae foram causas de
sepse em 12,1% e 8,6% dos pacientes, respectivamente. Cepas de Proteus mirabilis
tém sido, também, encontradas como agentes de infecgdo invasiva em queimados. A
base da toxicidade é desconhecida, porém existem varias possibilidades. Uma delas é
que produtos metabdlicos do metabolismo da uréia dessa bactéria podem ser toxicos.
Uma segunda possibilidade € que a toxicidade pode ser o resultado da resposta do
hospedeiro para um outro produto da bactéria, tal como enzima proteolitica ou
lipopolissacéaride. Sendo, a infecg¢ado invasiva simultanea a toxicidade (MCMANUS, 1982).
Alguns estudos, no entanto, ndo revelaram incidéncia dessa espécie, ou mostraram
uma taxa de isolamento muito baixa, ndo excedendo 1% (NASSER, 2003 ; VINDENES,
1995).

Outro gram-negativo envolvido em infecgcdo da ferida por queimadura e em
bacteremia é Stenotrophomonas malthophilia (DALAMAGA, 2003). Apesar de essa
bactéria ser encontrada normalmente no solo, em plantas e em ambientes aquosos, é
também menos comumente isolada de humanos, e tem-se tornado problematica em
ambientes hospitalares. A S. malthophilia € uma bactéria aerdbica, nao fermentador,
mével, oxidase negativa, catalase positiva e mesofilica (com crescimento 6timo em
temperatura entre 30-37¢ C). Constitui um significativo patégeno nocosomial,

especialmente em pacientes imunocomprometidos e tratados com terapia
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antimicrobiana de amplo espectro, como € o caso dos queimados (GILLIGAN, 2003).
Esses pacientes mostram fatores classicos de predisposicao para a evolucao dessas
infeccbes. Adicionalmente, a ventilagdo mecénica e o cateterismo representam
procedimentos que predispdem a infeccao por essa bactéria.

Colonizagdo por Candida spp no paciente queimado vem aumentando
progressivamente (SONG, 2001), em decorréncia da preferéncia seletiva pelo uso
sistémico ou tépico de antibacterianos. A maioria das infeccoes ocorre em pacientes
com grandes lesdes, como demonstrado por Tredget et al., em 2004, e séao
normalmente causadas por Candida spp, colonizando a queimadura trinta dias apds o
acidente. Apesar de ser rara a invasao do tecido viavel por Candida spp, a mortalidade
por esse fungo na infeccao invasiva é maior que 90% (VINDENES, 1995).

Bactérias anaerdbicas tém tido uma representagao entre 11% a 31% do numero
total de microrganismos isolados em areas de queimaduras (BOWLER, 2001). Infec¢oes
por esse tipo de bactéria, como Clostridium perfringens e Clotridium tetani, s&o pouco
freqUentes, porém podem ocorrer em queimaduras elétricas profundas. Nesses casos,
a prevencao de gangrena gasosa através de debridamento cirdrgico deve ser feita
assim que possivel. O tétano, no queimado, deve ser prevenido com imunizacao
(FERNANDES, 2004). Os virus sdo também microrganismos que vém aumentando sua
importancia em pacientes queimados. Em alguns casos de infecgcbées por virus do tipo
Herpes simplex e Citomegalovirus (CMV), a origem pode se enddgena ou infeccao

primaria, e a maioria apresenta infecgéo inaparente (ELSAYED, 2003).
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3. CASUISTICA E METODOS

3.1. CASUISTICA E AMOSTRAS

Foram incluidos no estudo 70 pacientes com suspeita clinica de infeccao na
ferida por queimadura, apresentando minimo de 20% de superficie corporal queimada
(SCQ) de Il e lll graus, ou com 10% ou mais de areas de lll grau. Foram coletadas 70
amostras de tecido (bidpsias) e de swabs, de pacientes admitidos no Servico de
Queimados (Centro de Referéncia — Alta Complexidade) do Hospital Universitario
Evangélico de Curitiba - Curitiba-PR (HUEC). Esses encontravam-se entre o sétimo e o
nono dia de internacdo, que correspondia ao mesmo periodo apds a queimadura.
Sendo portanto, incluido no estudo apenas pacientes que foram internados no mesmo
dia em que ocorreu o acidente, no periodo de agosto de 2004 a setembro de 2005,
totalizando 70 pacientes.

Foi obtido o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE), assinado pelo
paciente e/ou pelo responsavel legal, anteriormente a coleta (ANEXO 1). Caso o
paciente fosse incapaz de ler e/ou de fornecer consentimento por escrito, esse era
assinado por uma testemunha. Os pacientes incluidos no estudo foram devidamente
esclarecidos sobre os objetivos e procedimentos, assim como sobre os efeitos
esperados, possiveis beneficios, desvantagens, e sobre quaisquer riscos em potencial.

O presente trabalho foi submetido aos comités de ética do Hospital Universitario
Evangélico de Curitiba (HUEC) e do Hospital de Clinicas da UFPR (HC-UFPR) e
aprovado por eles (ANEXO ll).

Uma ficha com dados clinicos e laboratoriais do paciente foi preenchida apds a
coleta e utilizada como parametro para analise do quadro clinico (ANEXO IlI).

As coletas foram realizadas no centro cirurgico de queimados (CCQ), onde os
pacientes eram admitidos dentro da rotina do servico de troca de curativos, nao
havendo mudancas no procedimento anestésico (anestesia geral). Foi realizada
limpeza das areas queimadas escolhidas para a retirada de dois fragmentos, com uso
de cloreto de sodio (NaCl) a 0,85%. Foram escolhidas areas da escara necrética que se

apresentavam com aspecto, coloracao e cheiro compativeis com processo infeccioso
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e/ou crescimento bacteriano (PECK, 1998), conforme a experiéncia clinica dos
profissionais diretamente envolvidos no tratamento clinico e cirdrgico dos pacientes.
Esses pacientes ndo estavam fazendo uso de antimicrobianos tépicos e sistémicos até
o momento em que foi realizada a coleta.

Para a retirada dos fragmentos de pele queimada foi introduzida a lamina do
punch de 4mm de didmetro (FIGURA 6), instrumento formado por uma Iamina circular na
extremidade de um tubo, que permite a remogdo de um cilindro constituido por
epiderme, derme e pequena porcdo de hipoderme, logo abaixo da escara,
perpendicularmente a pele. Apés atingir a marca limite de corte em profundidade, obtida
com a rotacdo do punch, a amostra de tecido era incisada com o uso de uma tesoura
curva ou bisturi e o auxilio de uma pinga anatémica (FIGURA 7). Em geral ndo houve
necessidade de sutura, porém coube ao cirurgido avaliar tal condi¢gdo, no ato da

intervencgao.

FIGURA 6 - PUNCH DE 4 MM UTILIZADO PARA RETIRADA DA BIOPSIA
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FIGURA 7 - ESQUEMA DA COLETA DE BIOPSIA COM PUNCH

O primeiro fragmento removido foi colocado em um frasco estéril contendo 2 ml
de cloreto de sodio a 0,85 % e encaminhado ao laboratério para analise microbiolégica
(FIGURA 8). Na chegada do material ao laboratério foi registrada a sua entrada no
sistema informatizado do HUEC. O segundo fragmento, destinado a histopatologia, foi
colocado em solucédo fixadora de formalina (formol a 10%) e encaminhado ao

departamento de Patologia Médica, para posterior processamento.

FIGURA 8 - FRAGMENTO DE PELE QUEIMADA EM FRASCO COM NacCl
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3.2. METODOS

3.2.1. Cultura Semiquantitativa de Shulman

O fragmento de pele foi pesado em uma balanca de precisdao e homogeneizado
com 2ml de diluente em um triturador de tecidos de 15 ml. Foram entédo pipetados 0,1 e
0,01 ml (10ul e 100 pl) de suspensao da amostra e inoculados em placas de agar
sangue (AS) e agar MacConkey (MC), em duplicata (BUCHAMAN,1986). As placas foram
incubadas a 35 + 2° C, por 24 a 48 horas (KONEMAN, 2001).

As contagens exatas de colénias foram obtidas das placas de AS e MC, que
continham entre 15 a 300 UFC. Quando havia mais que 300 UFC em ambas as
diluicées, o fator 300 era utilizado como N nos calculos, e o resultado considerado
como maior que o valor obtido, com um sinal de maior (>). O numero de UFC por grama

de tecido foi dado pela férmula:

NxVxv
w

onde:

N = niumero de UFC contados na placa;

V = volume de indculo utilizado (0,1 ou 0,01 ml);

v = volume de diluente utilizado no homogeneizado (2ml);

W = peso do tecido.

Sendo considerado com ponto de corte para infecgéo contagens > 10° UFC/ g de

tecido.
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3.2.2. Analise Histopatoldgica

Uma vez fixada, a amostra (formol 10%) foi desidratada automaticamente,
passando por solugdes de concentracdo crescente de &lcoois e posteriormente
diafanizada em xilol, sendo entéao incluida em parafina, o que permitiu a realizagdo de
cortes de 6 um em micrétomo, com navalhas descartaveis. Os cortes foram
desparafinados, e posteriormente corados pelas colora¢des de HE (Hematoxina-eosina)
e Gram modificado - Brown-Brenn (QUADRO 2).

QUADRO 2 - TECNICAS DE PREPARO DO FRAGMENTO DE BIOPSIA PARA ESTUDO

HISTOLOGICO
x  Fragmento fixado em formalina (formol 10%)
% Desidratacdo com alcool 70, 80, 90 e 100%
% Clareamento com xilol
% Inclusdo em parafina, na estufa, 56-60° C
% Confeccgao do bloco do bloco
x  Microtomia: cortes de 5-6um, perpendiculares a

superficie cutanea

Cortes estendidos na estufa a 70-80° C e colocados
na lamina

Fixacdo do material na lamina em estufa a 70-80° C
Desparafinizagdo com xilol puro

Hidratacdo com alcool absoluto, 90, 80 70% e agua
Coloracoes de HE e Gram

Montagem da laminula com Balsamo do Canada
sobre a lamina

Exame ao microscépio éptico

X X X X X x

x

Os cortes histolégicos foram inicialmente examinados pelo HE em microscépio
optico (aumento de 100 e 400 vezes), 0 que permitiu, nos cortes com punch, a distingao
dos varios planos do tecido (epiderme, derme e subcutaneo) (FIGURA 9), a verificacdo da

presenca ou auséncia de necrose e inflamagéo, e a detecgcado de estruturas fungicas.
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Além disso, levantou a possibilidade de infeccdo bacteriana. Assim, as amostras foram
julgadas totalmente ulceradas quando apresentaram epiderme ausente ou parcialmente
ulcerada, ou epiderme com parcial reepitelizacdo. A necrose foi dita discreta quando
atingia apenas a derme superficial; moderada, com derme intermediaria; e severa
quando atingia a derme profunda. Quando nao especificada era necrose coagulativa, e
se especificada, era supurativa. Ja a resposta inflamatdria cronica, que esteve sempre
relacionada a resposta vascular/reparativa, foi classificada como discreta, moderada e
acentuada.

FIGURA 9 - VISAO PANORAMICA DO CORTE DE PELE QUEIMADA COM O USO DE PUNCH (HE 4x)

Ulceracao Total

Necrose moderada no derma

Tecido Subcutaneo

A coloragao de Gram-modificado (ANEXO V) possibilitou detectar a presenca de
bactérias no tecido e assegurar a profundidade alcangada por elas (FIGURA 10). Foram

analisadas em microscépio Optico, com aumento de 40 e 100 vezes, correlacionado
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topograficamente com o HE, e de 400 e 1.000 vezes para a visualizagdo e a
caracterizacao dos microrganismos. As bactérias presentes foram julgadas, quanto a
quantidade, em pequena quantidade (unifocal) e grande quantidade (multifocal). Quanto
a localizagdo, as bactérias foram pesquisadas em todas as camadas do punch e
também verificadas quanto a disposicdo em tecido viavel ou em tecido necrético
(necrose coagulativa ou supurativa). Se em tecido vidvel, era classificada como
infeccao invasiva da ferida por queimadura; caso contrario, ndo era considerada como
infeccao.

As andlises de todas as amostras foram realizadas pela mestranda e por um
patologista experiente envolvido no estudo. O tempo médio para a leitura de cada

lamina foi de 10 minutos.

FIGURA 10 - CORTE HIS'[OLOGICO DE PELE QUEIMADA CORADO PELO GRAM-MOCIFICADO —
VISUALIZAGAO DE BACTERIAS GRAM-POSITIVAS (GRAM 400x)

.

Cocos gram-positivos
Unifocal
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3.2.3. Identificacdo das Espécies Bacterianas

Ap0s crescimento significativo (acima de 15 UFC) nas placas de meio de cultura,
0s microrganismos isolados foram identificados utilizando-se protocolos microbiol6gicos
convencionais, baseados em caracteristicas morfolégicas e bioquimicas das bactérias,
rotineiramente utilizados no Setor de Microbiologia do HUEC.

Posteriormente, as amostras bacterianas foram suspensas em solucdo de
criopreservagao e armazenadas a - 80° C para realizagao de testes complementares de
confirmacao das identificacdes, os quais foram realizados na Secéo de Bacteriologia do
Servico de Analises Clinicas do Hospital de Clinicas da UFPR. Os microrganismos
foram preparados, para o congelamento por inoculacdo, em placas de agar sangue e
incubagao até a fase estacionaria de crescimento. As col6nias desenvolvidas na
superficie do agar foram recolhidas com algca esterilizada e transferidas diretamente
para um criotubo com caldo infuso de cérebro e coracao (BHI), adicionado de 15% de

glicerol e emulsionadas até uma suspensao final densa (REIMER, 2003).

3.2.3.1. |dentificacdo de Pseudomonas aeruginosa

Para a confirmacdo da identificacdo de Pseudomonas aeruginosa foram
analisadas as caracteristicas das colénias crescidas no agar MacConkey, que se
apresentavam como lactose-negativas, redondas, lisas e com odor adocicado
caracteristico (KISKA, 2003). Foram submetidas a prova da oxidase e, em caso positivo,
a confirmacéao da espécie em questao foi realizada por meio das provas representadas
Nno QUADRO 3.



41

QUADRO 3 - TESTES DE IDENTIFICAGCAO FENOTIPICA DAS
AMOSTRAS DE Pseudomonas aeruginosa ISOLADAS

TESTE P. aeruginosa
OF glicose +
Motilidade +
Pioverdina (Pseudo F) + 65
Piocianina (Pseudo P) + %
Crescimento a 42°C + 100 =
Acetamida + 100 =
Reducéo de nitrato +98
Gas nitrogénio +93
Hidrélise da gelatina V 82
Cetrimide 30°C + 96
OF xilose + 90

FONTE: KISKA e GILLIGAN 2003
NOTAS: + 90% das amostras positivas; V 11-89% das amostras positivas. # Provas que diferenciam a
espécie.

3.2.3.2. Identificacao de Staphylococcus aureus

Para a identificacao de Staphylococcus aureus, as coldnias suspeitas nas placas
de agar sangue foram submetidas as provas da catalase, da coagulase livre (em
lamina) e da coagulase ligada (em tubo). Mediante positividade dessas provas, foram
realizados testes confirmatérios para a identificagao definitiva, como: hemdlise em agar
sangue de carneiro, fermentacdo do manitol (em agar contendo acucar e vermelho de
fenol), crescimento em meio de Chapman contendo 7,5% de cloreto de sédio
(CHAPMAN, 1945) e atividade da desoxirribonuclease em agar DNase. Foram utilizadas
as técnicas preconizadas na 82 edicdo do Manual de Microbiologia Clinica da
Sociedade Americana de Microbiologia (BANNERMAN, 2003).

Foram também realizados, para os Staphylococcus aureus oxacilina resistente
(MRSA), testes de triagem com placas de oxacilina contendo 4% de NaCl e 6 ug/ml de
oxacilina e com placas de vancomicina contendo 4% de NaCl e 4 pg/ml de

vancomicina, para detecgao do gene mecA e VISA/VRSA, respectivamente.
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3.2.3.3. ldentificagao de Acinetobacter baumannii

Para a identificacdo dos isolados de Acinetobacter baumannii as colbnias
suspeitas no agar MC foram submetidas as provas iniciais de identificacdo, como:
oxidase, fermentacdo da glicose e motilidade (SCHRECKENBERGER, 2003). Para
diferenciar as varias espécies desse género do Acinetobacter baumannii foi realizada
uma série de testes (QUADRO 4).

QUADRO 4 - TESTES DE IDENTIFICA(}AO FENOTIPICA DAS
AMOSTRAS DE Acinetobacter baumannii ISOLADAS

TESTE A. baumannii
Oxidase -

Catalase +

Glicose A

Motilidade -

Reducao de nitrato (NO; — NO,) | -
Crescimento 44°C G =

Hemodlise em AS -

Citrato +

Hidrélise de esculina -
Liquefacao da gelatina -

Malonato V*
Arginina dehidrolase V*
Lisina descarboxilase -
Ornitina descarboxilase A
Fenilalanina desaminase \

FONTE: MACFADDIN, 2000
NOTAS: V: reacéo variavel; V' varidvel geralmente positivo; G: crescimento. * Prova que diferencia a
espécie.

3.2.3.4. |dentificacao das enterobactérias

Os isolados foram submetidos a uma bateria de testes bioquimicos para
confirmacao da identificacdo das espécies bacterianas. Foram realizadas provas
principais de identificacdo, como: glicose; gas; indol; vermelho de metila (VM); Voges
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Proskauer (VP); citrato; sulfeto de hidrogénio (H.S); uréia; L-tryptofano desaminase
(LTD); arginina; ornitina; lisina e motilidade (ABBOTT, 2003).

3.2.4. Teste de Suscetibilidade:

Foi realizado o teste de suscetibilidade aos antimicrobianos pelo método classico
de disco-difusdo em agar de Kirby-Bauer, recomendado pela Sociedade Americana de
Microbiologia (ASM), das bactérias isoladas (JORGENSEN, 2003).

Para amostras de Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumannii foram
testados o0s seguintes antimicrobianos: amicacina, aztreonam, ampicilina/sulbactam,
cefepime, ceftazidima, ciprofloxacino, gentamicina, imipenem, piperacilina/tazobactam,
polimixina, tobramicina e meropenem. Ao mesmo tempo as amostras de
Staphylococcus aureus foram testadas frente aos seguintes antimicrobianos:
amoxacilina/acido clavulanico, cefalotina, clindamicina, eritromicina, gentamicina,
linezolida, oxacilina, sulfametoxazol/trimetoprim, teicoplanina e vancomicina. E para as
demais bactérias gram-negativas fermentadoras foram testados os seguintes
antimicrobianos: amicacina, ampicilina, ampicilina/sulbactam, cefepime, cefotaxima,
ceftazidima, cefriaxona, ciprofloxacino, ertapenem, gentamicina, imipenem,
piperacilina/tazobactam e sulfametoxazol/trimetoprim (CLSI/NCCLS, 2003 — M2-A8).

Os resultados das culturas foram reportados aos médicos responsaveis, com o
nuamero exato de UFC/g de tecido e o correspondente teste de suscetibilidade.

Posteriormente, foi realizado o teste de suscetibilidade por concentracédo
inibitéria  minima (CIM) de todas as amostras de Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus e Acinetobacter baumannii armazenadas, pelo método de

diluicao em agar, frente a diferentes concentracées de antimicrobianos.
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3.2.4.1. Determinagao da Concentragéo Inibitoria Minima (CIM) por Microdiluigdo em
Agar

A Concentracao Inibitéria Minima — CIM é a menor concentracdo de um agente
antimicrobiano que impede o crescimento visivel de um microrganismo, em testes de
sensibilidade por diluicdo em &gar. A CIM obtida usando-se o teste de diluicdo pode
mostrar ao médico qual a concentracao do agente antimicrobiano necessaria no sitio da
infecgéo, para inibir o organismo infectante. A CIM, entretanto, ndo representa um valor
absoluto. A “verdadeira” CIM estd num ponto entre a menor concentragao do teste que
inibe o crescimento do organismo (ou seja, a leitura da CIM) e a préxima menor
concentracao do teste.

O teste de concentracao inibitéria minima por diluicao em agar foi realizado
segundo padronizagdo do CLSI/NCCLS 2003 (M7-A6), para verificar a sensibilidade
das cepas de Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii e Staphylococcus
aureus frente a diferentes antimicrobianos (TABELA 1).



TABELA 1 - SOLUCOES-ESTOQUE DE ANTIMICROBIANOS TESTADOS PARA
CEPAS DE Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii e

Staphylococcus aureus
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ANTIMICROBIANO SOLUCAO ESTOQUE || ANTIMICROBIANO SOLUCAO
P. aeruginosa e A. (ug /ml) S. aureus ESTOQUE
baumannii (Hg /ml)

Amicacina 25600 || Amicacina 25600
Aztreonam 12800 || Cefoxitina 6400
Ampicilina/Sulbactam 12800/6400 || Ciprofloxacino 800
Cefepime 12800 [| Gentamicina 6400
Ceftazidima 12800 || Linezolide 800
Ciprofloxacino 1600 || Oxacilina 100
Gentamicina 6400 || Teicoplanina 6400
Imipenem 6400 || Vancomicina 800
Piperacilina/Tazobactam 51200/4
Polimixina 800
Meropenem 6400

Agentes Antimicrobianos

Os sais-antimicrobianos apresentam o nome genérico da droga no rétulo, bem

como sua poténcia (expressa, em geral,

em microgramas [ug] ou Unidades

Internacionais [UIl] por mg de pd). O valor da poténcia fornecido pelo fabricante devera

incluir consideracao das medidas de pureza. A poténcia podera ser expressa como

percentual, ou em unidades de pug/mg.

A equacgéo a seguir foi utilizada para determinar a quantidade de po, ou diluente,

necessaria para a solugao estoque:

Peso (mg) = Volume (mL) x Concentragdo (ug/mL) (1)

Poténcia (ug/mg)
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Assim, a concentracdo da solugcdo estoque foi determinada de acordo com a
maior diluicdo a ser testada e a quantidade de agar Muller-Hinton (MHA). Sendo
utilizadas placas grades (150 x 15 mm), com 50 ml de MHA, suficientes para obter 3-4
mm de espessura de meio padronizados.

Apesar da contaminacdo microbial ser extremamente rara, as solugées foram
esterilizadas por meio de uma membrana-filtro. As solugbes foram entdo alicotadas,

mantidas a temperatura de - 80° C e os frascos retirados apenas no dia de seu uso.

Numero de Concentracoes Testadas

Foram testadas duas concentragdes acima do ponto de corte fornecido pela
literatura (CLSI/NCCLS, 2005) até uma faixa em que os organismos do controle de
qualidade tivessem valores dentro da escala (TABELA 2)(TABELA 3). As diluicoes foram

feitas a partir da solugdo estoque com agua estéril tipo Milli Q.

TABELA 2 - PONTOS DE CORTE PARA Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter
baumannii SEGUNDO CLSI/NCCLS E CONCENTRACOES DOS
ANTIMICROBIANOS TESTADOS

ANTIMICROBIANOS PONTOS DE CORTE CONCENTRACOES
(ug/mL) TESTADAS (ug/mL)
S R
Amicacina <16 > 64 0,5-512
Aztreonam <8 > 32 0,06 — 256
Ampicilina/Sulbactam <8/4 >32/16 2/1 —256/128
Cefepime <8 > 32 0,015 —-256
Ceftazidima <8 >32 0,06 — 256
Ciprofloxacino <1 >4 0,004 — 32
Gentamicina <4 >16 0,25-128
Imipenem <4 >16 0,06 —128
Piperacilina/Tazobactam W<ea/4  V>128/4 s - 1024/4
@<16/4 @ >128/4
Polimixina <2 >4 0,125-8
Meropenem <4 >16 0,008 — 128

NOTAS: (1) Para Pseudomonas aeruginosa e (2) Para Acinetobacter baumannii
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TABELA 3 - PONTOS DE CORTE PARA Staphylococcus aureus, SEGUNDO
CLSI/NCCLS, E CONCENTRAGOES TESTADAS

ANTIMICROBIANOS PONTOS DE CORTE | CONCENTRACOES
(ug/mL) TESTADAS (ug/mL)
S R
Amicacina <16 232 1-128
Cefoxitina <8 >32 1-128
Ciprofloxacino <1 >4 0,12—-16
Gentamicina <4 >8 0,12-32
Linezolide <4 - 1-16
Oxacilina <2 24 0,12-2
Teicoplanina <8 232 0,25-128
Vancomicina <4 0,5-16

Preparo do Meio Agar Mueller-Hinton e do inéculo

O éagar MHA foi preparado a partir de uma base desidratada, seguindo as
instrucoes do fabricante, acertando-se o pH para 7,2-7,4. O volume distribuido foi de 49
ml para todos os antimicrobianos. Apos autoclavado (121°C/ 15 min), o agar foi esfriado
em banho-maria a 45-50°C, antes de serem acrescentadas, assepticamente, as
diluicdes apropriadas de solucdo antimicrobiana aos meios derretidos. Foram
colocados, posteriormente, nas placas de Petri estéries.

As placas foram entdo armazenadas a temperaturas de 2 a 8°C e utilizadas 24
horas apds o preparo, certificando-se de que a superficie estivesse seca antes da
inoculacdo. Aquelas que apresentavam umidade no meio foram colocadas na camara
de fluxo laminar durante 30 minutos e semi-destampadas, para a secagem.

O in6culo foi preparado ajustando-o ao padrdo McFarland 0,5, que contém
aproximadamente 10® UFC/ml. Por ser necessaria uma concentraco final do inéculo de
10* UFC/ml para “spot” de 5-8 mm, essa suspensao foi diluida 1:10, a fim de se obter a
concentragdo de 10’ UFC/mL, pois foi utilizado o multiinoculador (ou replicador) de
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Steer com 96 pinos, que dispensa de 1 a 2 uL, obtendo-se, portanto, a concentracao
final desejada.

Esse in6culo diluido foi distribuido em alicotas de aproximadamente 100ul na
placa de ELISA de 96 pocos, sendo entdo possivel a aplicagdo rapida e simultanea dos
indculos na superficie do agar. Inoculou-se primeiramente em uma placa controle (sem
agente antimicrobiano), e a seguir iniciou-se pela placa de menor concentracao,
passando por todas as diferentes concentragées do antimicrobiano (FIGURA 11). Por fim,
foi inoculado em uma segunda placa de controle do crescimento, para verificar se
houve contaminagdo ou transferéncia significativa de antimicrobiano durante a
inoculacao.

As placas foram mantidas a temperatura ambiente até a secagem dos pontos,
sendo importante se lembrar de que esse tempo nao pode ultrapassar trinta minutos.
Em seguida foram invertidas e incubadas a 35°C por 16-20 horas.

FIGURA 11 - ESQUEMA SIMPLIFICADO DO METODO DE DILUIGAO EM AGAR

Inéculo Inicial Diluicédo 1:10 Placa tipo ELISA

(1GUFCmL) (1GUFCmL)
(1FUFC/mL)

Replicador de Steer

Placa de MH dgar com antibiético

1 a2yl por
amostra 10 UFC/mLpor spot

FONTE: ITO, C. A. S., 2004



Determinacao da CIM e controle de qualidade
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A leitura das placas foi realizada em uma superficie escura, nao refletiva, e assim

foram determinados os pontos finais. A CIM foi registrada como a menor concentra¢ao

do agente antimicrobiano que inibe completamente o crescimento, descartando-se

qualquer colbnia Unica ou turvagao leve.

Os valores de CIMs, e CIMgy foram definidos como a concentragdo inibitoria

minima para inibir o crescimento bacteriano de 50% e 90% das amostras,
respectivamente (CLSI/NCCLS, 2005).
Conforme recomendado pelo CLSI/NCCLS, foram testadas as seguintes cepas

padroes: Pseudomonas aeruginosa ATCC® 27853, Staphylococcus aureus ATCC®

29213 e Escherichia coli ATCC® 25922, cujos resultados foram compativeis para os
antimicrobianos testados (CLSI/NCCLS, 2005) (TABELA 4).

TABELA 4 - LIMITES ACEITAVEIS PARA AS CEPAS CONTROLES, SEGUNDO CLSI/NCCLS 2005

ANTIMICROBIANOS P. aeruginosa E. coli ANTIMICROBIANOS S. aureus
P. aeruginosa e A. ATCC® 27853 ATCC® 25922 S. aureus ATCC® 29213
baumannii (ng /ml) (ng /ml) (ug /ml)

Amicacina 1-4 0,5 -4 || Amicacina 1-4
Aztreonam 2-8 0,06 — 0,25 || Cefoxitina 1-4
Ampicilina/Sulbactam 0,25 -1 0,004 — 0,015 || Ciprofloxacino 0,12-0,5
Cefepime 1-4 0,06 — 0,5 || Gentamicina 0,12 -1
Ceftazidima 1-8 0,015 -0,12|| Linezolide 1-4
Ciprofloxacino 0,5-2 0,25 - 1 || Oxacilina 0,12-0,5
Gentamicina 1-4 0,06 — 0,25 Teicop|anina 0,25 -1
Imipenem 0,25 -1 0,008 — 0,06 || Vancomicina 05-2
Piperacilina/Tazobactam Ya- 8/4 Va- 4/4

Polimixina 0,25-2 0,25-2

Meropenem 8/152 — 32/608 <0,5/9,5
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4. RESULTADOS

Foi coletado um total de 70 bidpsias e culturas de superficies (swabs), de 70
pacientes, durante o periodo do estudo. Desses 70 pacientes, 41 (59%) eram homens e
29 (41%) mulheres. A predominancia de homens foi observada em quase todas as
faixas de idade, com excegao da faixa entre 31 e 40 anos, cuja relagao foi de 2,5M:1H,
conforme representado no GRAFICO 1. A predominancia masculina foi mais marcante
nos pacientes entre 11 e 20 anos (mantendo uma relagdo de 7H:1M). Acima dos 50
anos essa relacao foi de 1H: 1M. A média de idade foi de 25,1 anos, variando de 1 a 77
anos. As criancas na faixa de 1 a 10 anos de idade perfizeram um total de 30% do total
de pacientes.

GRAFICO 1 - DISTRIBUICAO DOS 70 PACIENTES DE ACORDO COM A IDADE E SEXO
100 -
90 -
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Houve uma predominancia de queimaduras por liquidos inflaméaveis, na
freqiéncia de 46% (32 pacientes). O alcool foi o liquido envolvido na maioria dos casos.
Enquanto 26% (18 pacientes) sofreram queimaduras por escaldadura tendo como
principal causador agua fervente, 19% (13 pacientes) sofreram queimaduras por
chama, 4% (3 pacientes) queimaduras por abrasdo e eletricidade e apenas 1%
queimadura quimica por acido sulfurico (GRAFICO 2). As varias causas de lesao termal
em relacdo a idade estao presentes no GRAFICO 3.

GRAFICO 2 - ETIOLOGIA DAS QUEIMADURAS E PROBABILIDADE ACUMULADA
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GRAFICO 3 - DISTRIBUICAO DOS AGENTES DAS QUEIMADURAS EM RELAGCAO A IDADE
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A média do tamanho da queimadura foi de 32% de Superficie Corporal
Queimada (SCQ), entretanto o desvio padrao foi elevado em 17,5, ou seja, houve uma
variagdo muito grande, de 10 a 80% de SCQ O GRAFICO 4 mostra a distribuicdo da
extensdo da queimadura para os 70 casos, por faixa de idade. Em média as criangas e
os idosos demonstrou maior prevaléncia nas menores faixas de SCQ (entre 1% a 20%).
Enquanto foram encontrados pacientes de todas as faixas etarias com SCQ entre 1% a
40%, entretanto nao foi encontrado nenhum paciente acima de 41 anos de idade com
SCQ > 60%, e nenhum paciente acima de 50 anos com SCQ entre 41% a 60%. O
namero de pacientes envolvidos em queimaduras de mais que 60% de SCQ foi 0 mais
baixo (5 pacientes), j& que pacientes com grandes porcentagens de superficie corporal

queimadas correm um maior risco de nao sobreviverem aos danos iniciais da



53

queimadura. A maioria (40%, 28 pacientes) das queimaduras envolve 20% ou menos
de SCG; (37%, 26 pacientes) de 21-40 SCQ, (16%, 11 pacientes) de 41-60% e (7%, 5
pacientes) mais de 60% de SCQ. Para os pacientes do estudo a média do tempo de
hospitalizacao foi de 30 dias (variando entre 23-360 dias).

GRAFICO 4 - DISTRIBUICAO DAS FAIXAS ETARIAS EM RELACAO A SUPERFICIE CORPORAL
QUEIMADA (SCQ)

1-10 anos [@11-20 anos [@21-30 anos [31-40 anos EH41-50 anos Emaior de 50 anos

60

a

Porcentagem de Pacientes (%)
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Area corporal

A area afetada mais comum foi a dos membros, de maneira isolada, em 13
pacientes (19%), ou associada a outras areas, em 47 pacientes (67%). O tronco foi
comprometido de forma isolada em 7 pacientes (10%) e associados a outras areas em
47 pacientes (67%) dos casos, enquanto a cabeca nao foi comprometida de maneira
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isolada em nenhum caso, mas associada a outras areas, em 27 pacientes (39%). Em
21 pacientes (30%) parte de todas as regides do corpo foram afetadas.

A média do peso das 70 bidpsias coletadas e encaminhadas para a realizacao
da técnica de cultura semiquantitativa foi de 1,2 g, variando entre 0,01 g a 0,15 g.
Nessas 70 biopsias estudadas 57 tiveram cultura positiva (81% do total), com
contagens do numero total de colénias por gram de tecido na faixa de 30 a 300 UFC
por esse método. Dezesseis desses pacientes com bidpsia positiva (28%)
desenvolveram subseqlientemente sinais clinicos de sepse, e 6 (11%) foram a ébito.

Das 57 amostras de tecido positivas para o desenvolvimento de microrganismos,
um total de 3 culturas teve menos que 10* UFC/ g de tecido, enquanto 56 culturas
tiveram contagens maiores que 10° UFC/ g de tecido. As culturas que se encontravam
na faixa entre 10* e 10° UFC/ g de tecido perfizeram um total de 18. Suas porcentagem
estao representadas no GRAFICO 5.

A média das contagens de bactérias na biépsias foi 10,2 x 10> microrganismos /

g de tecido (variando, 10® - >10°).
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GRAFICO 5 - PORCENTAGEM DA QUANTIFICAGAO DE 57 BIOPSIAS POSITIVAS

B<10* UFC ®10*a10°UFC M@ >10°UFC

Quantificacao das Culturas

Pacientes em que apenas um microrganismo foi isolado, esse processo foi
designado como monocultura; 65% dos pacientes estavam enquadrados nesse grupo,
enquanto 35% tiveram dois microrganismos infectando suas feridas. Pseudomonas
aeruginosa e Acinetobacter baumannii ou Staphylococcus aureus e Acinetobacter
baumannii eram as combinaces mais usuais. Nos resultados da cultura de biépsia nao
houve desenvolvimento de trés ou mais microrganismos simultdneos infectando a
queimadura.

A analise do total de bactérias contadas na biépsia mostrou que o patégeno mais
comum foi Pseudomonas aeruginosa (44%), seguido por Acinetobacter baumannii
(31%) e Staphylococcus aureus (13%), incluindo cepas oxacilina sensivel (MSSA),
oxacilina resistente (MRSA), e outras (12%). Nessas outras se incluem Klebsiella
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pneumoniae, Enterobacter gergoviae, Serratia marcescens e Staphylococcus
epidermidis. O GRAFICO 6 mostra a freqliéncia e a probabilidade acumulada das
espécies bacterianas encontradas durante o estudo. Enquanto o GRAFICO 7 representa
a analise das bactérias isoladas em associacdo com o agente da queimadura,
demonstrando a presenca de P. aeruginosa em lesbes termais causadas pelos mais
variado tipos de agentes e a presenca da maioria dos microrganismos nas queimaduras
por escaldadura.

GRAFICO 6 - FREOUENCIA E PORCENTAGEM ACUMULADA DOS MICRORGANISMOS ISOLADOS
DE 70 BIOPSIAS
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GRAFICO 7 - REPRESENTACAO DAS BACTERIAS ISOLADAS POR AGENTE ETIOLOGICO DA
QUEIMADURA
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Bactérias

Os resultados de 70 culturas de superficie (swabs) puderam ser comparados
com culturas de bidpsia, pois foram coletadas na mesma ocasiao. Os resultados foram
idénticos em 36% dos casos, 0 que representou a amostra onde nao houve
crescimento bacteriano ou houve crescimento idéntico. Resultado totalmente diferente,
ou seja, diferentes espécies de bactérias ou crescimento em apenas uma das amostras
foi encontrado em 31% das culturas. Nos demais 33%, o0s resultados foram
parcialmente iguais, ou seja, pelo menos uma espécie bacteriana era igual em ambas
as amostras.
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Foi registrado crescimento bacteriano em 93% das culturas de superficie
(swabs). Dentre os patdgenos identificados Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter
baumanii foram os mais comuns (GRAFICO 8). Mdltiplos isolados foram encontrados em
24 casos (34%), isolados unicos em 24 casos (34%) e duplos em 17 casos (24%) de

amostras de swabs.

GRAFICO 8 - FREQUENCIA DOS MICRORGANISMOS ISOLADOS DE 70 AMOSTRAS DE CULTURA
DE SUPERFICIE POR SWAB

m A. baumannii m E. gergoviae O K. pneumoniae
O P. aeruginosa m| P. mirabilis m S. aureus
m S. aureus (MRSA) m S. marcensce B ECN

56% 14% 28% 28,2%

8,5%

8,5%

1,4%
1,4%

42,3%

Os resultados da andlise histopatolégica demonstraram que a grande maioria
das amostras, no periodo em que foi realizada a coleta, era ulcerada (auséncia total de
epiderme) (84%), enquanto apenas 14% dessas apresentavam a epiderme com parcial
reepitelizacdo. Com relacdo a necrose 50% das amostras apresentaram necrose
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moderada, atingindo até a derme intermediaria e com exudag&o de neutroéfilos, 24%
necrose discreta atingindo apenas a derme superficial e os demais 11% apresentaram
necrose severa atingindo até a camada de derme profunda. A inflamacgao
linfoplamocitéaria e 0 edema na derme e no subcutaneo eram do tipo crénica/reparadora
discreta (FIGURA 12). Das 70 amostras de pele queimada processadas, 28 (40%) foram
positivas para o encontro de bactérias. Dessas positivas, a identificacdo de bactérias
gram-negativas ocorreu em 21 (75%) amostras, achado que concordou com o0s
resultados da cultura em 75% dos casos. A

FIGURA 13 representa o encontro dos tipos de bactérias nas bidpsias pela coloracao de
Gram. Com relagdao a infeccao, 21 amostras (72%) positivas na analise histologica
foram compativeis com infec¢do invasiva da ferida por queimadura, pelo encontro de
bactérias localizadas em tecido viavel (TABELA 5), sendo que 81% dos casos de infec¢ao
ocorreram por bacilos gram-negativos, 19% devido a cocos gram-positivos, e ndo houve

relato de identificacdo de fungo no estudo.

TABELA 5 - RESULTADOS DE ACHADOS HISTOPATOLOGICOS
PRESENCA DE INFECCAO % INFECCAO

BACTERIAS (invasao de

tec, viavel)
SIM 28 21 72
NAO 41 7 28

TOTAL GERAL 70 21 100
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FIGURA 12 - ULCERAGAO TOTAL DA EPIDERME, NECROSE SUPURATIVA E INFLAMAGAO
MODERADAS NA DERME (HE 40x E 200x)

Auséncia de epiderme

LEGENDA: PMN leucécitos polimorfonucleares.

Infiltrado de Leucécitos PMN
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FIGURA 13 - AGRUPAMENTOS DE BACTERIAS GRAM-POSITIVAS DISPOSTAS NA DERME
SUPERFICIAL (GRAM 1000x) (A, B). BACILOS GRAM-NEGATIVOS NA DERME SUPERFICIAL
DISPOSTOS ENTRE FIBRAS COLAGENAS (C) E NA LUZ DO FOLICULO PILOSO (D)

A F;&* “w' a ik

L




62

Como dito anteriormente, foram utilizados niveis de contagens de bactérias
maiores que 10° UFC/g de tecido para designar as bidpsias por grupos de culturas
positivas e negativas. Estas duas populacbes foram entdo examinadas para a
frequéncia de achados histolégicos positivos e negativos. A principal concordancia foi
feita entre achados histolégicos negativos concordando com culturas negativas,
ocorrendo em 100% dos casos e entre achados histoldégicos negativos concordando
com crescimento menor ou igual a 10°> UFC/g em 90% das vezes. Enquanto que, em
apenas 53% (25 amostras) das 47 culturas com crescimento superior a 10° UFC/g de
tecido foi positiva para o encontro de bactérias pela analise histopatolégica. Dessas 25
amostras houve um diagnéstico histolégico de infeccao invasiva em apenas 43% (20
amostras) dos casos. A andlise desse dados de quantificacdo das culturas em relacao
aos achados positivos, negativo e de infeccdo pela andlise histoldégica estao
representados no GRAFICO 9. J& a TABELA 6 demonstra os valores de positividade e de

infeccao das duas técnicas de diagnéstico.

TABELA 6 - RESULTADOS DA POSITIVIDADE E ACHADOS DE INFECGAO DAS DUAS TECNICAS DE
DIAGNOSTICO POR BIOPSIA

BIOPSIA Ne % Ne %
AMOSTRAS AMOSTRAS
POSITIVAS INFECCAO

CULTURA 57/70  81% 4705, 82%

HISTOPATOLOGICO 28/70  40% 21/  72%
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GRAFICO 9 - ANALISE DOS ACHADOS HISTOLOGICOS EM COMPARAGAO COM OS RESULTADOS
DE QUANTIFICAGAO DA CULTURA
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Diferentes antimicrobianos foram testados contra microrganismos gram-
negativos e gram-positivos, pelo método de diluicdo em &gar para a determinacao da
CIM. Quando a susceptibilidade aos antimicrobianos para 34 amostras de
Pseudomonas aeruginosa foi analisada, demonstrou que a polimixina B foi o antibiético
de maior poténcia (100% de sensibilidade), com valores de CIMsy e CIMgy abaixo dos
pontos de corte para sensibilidade, seguido pelo imipenem e piperacilina/tazobactam
(78% e 73% de sensibilidade). Dentre os cabapenémicos, o imipenem apresentou
sensibilidade ligeiramente superior (78%) ao meropenem (65%). Outros antimicrobianos
que também apresentaram elevada poténcia foram meropenem, ceftazidima e
ciprofloxacino. Os demais antimicrobianos testados apresentaram valores de CIMsg

acima dos pontos de corte para sensibilidade e de CIMgy acima do ponto de corte para
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resisténcia, sendo gentamicina o antibidético que apresentou resultado menos
satisfatorio (40% de sensibilidade).

Para as 24 amostras de Acinetobacter baumannii a melhor sensibilidade foi
obtida com polimixina (100% de sensibilidade), imipenem e meropenem (ambos 75% de
sensibilidade). A poténcia dos antimicrobianos foi baixa, sendo que apenas polimixina e
piperacilina/tazobactam apresentaram valores de CIMs, abaixo dos pontos de corte
para sensibilidade. Todos o0s antimicrobianos, com excecdo da polimixina,
apresentaram CIMgy acima do ponto de corte para resisténcia e aztreonam foi o de
menor sensibilidade (5%).

A potencia (CIMs), atividade (CIMg) e sensibilidade (%) dos antimicrobianos
testados para Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumannii estao

demonstrados na TABELA 7.

TABELA 7 - SENSIBILIDADE DAS AMOSTRAS DE P. aeruginosa E A. baumannii E VALORES DE CIMs

E CIMg

ANTIMICROBI- CIM (ug/mL) % CIM (ug/mL) %

ANOS P. aeruginosa | SENSIBILI A. baumannii | SENSIBILI-
-DADE DADE
CIM sy  CIM g CIM sy  CIM g9

Amicacina 32 > 512 48 128 256 20

Aztreonam 16 64 48 64 128 5

Ampicilina/Sul-

bactam - - - 16/8 64/32 20

Cefepime 16 64 45| 128 | >256 5

Ceftazidima 4 256 70 128 > 256 5

Ciprofloxacino 0,5 32 23| >32 > 32 15

Gentamicina 8 > 128 40 16 > 128 25

Imipenem 2 32 78 1 64 75

Piperacilina/Ta-

zobactam 64/4 256/4 73 64/4 256/4 15

Polimixina 1 2 100 0,5 0,5 100

Meropenem 1 32 65 2 64 75

NOTAS: CIM 50 : minima concentracdo capaz de inibir 50% dos isolados; CIM 90 : minima concentracdo
capaz de inibir 90% das amostras.
(1) Para Pseudomonas aeruginosa (2) Para Acinetobacter baumannii
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A determinacdo das CIM dos antimicrobianos testados frente as amostras de
Staphylococcus aureus esta representada na TABELA 8 . Os antimicrobianos com melhor
poténcia e atividade foram linezolide, teicoplanina e vancomicina com CIMs, ¢ ClMg
abaixo dos pontos de corte para sensibilidade, enquanto os outros antimicrobianos
testados apresentaram valores acima do ponto de corte para resisténcia. Analisando-se
as sensibilidades, linezolide, teicoplanina e vancomicina foram os antimicrobianos com
maior numero de cepas sensiveis (100%), seguidos por amicacina (42%), geantamicina
(40%) e oxacilina (29%).

Os resultados de resisténcia a oxacilina demonstraram que S. aureus — MRSA
representou 67% do total de S. aureus isolados, dado esse que confirmou os

encontrados pelo método de disco difusao.

TABELA 8 - SENSIBILIDADE DAS AMOSTRAS DE Staphylococcus aureus E VALORES DE CIMs, E

ClIMgq
ANTIMICROBIANOS CIM (ug/mL) % SENSIBILI-
DADE
CIM 5 CIM g9
Amicacina 128 >128 42
Ciprofloxacino 16 >16 17
Gentamicina 1 >32 40
Linezolide 2 2 100
Oxacilina >2 >2 33
Teicoplanina 1 2 100
Vancomicina 1 1 100

NOTAS: CIM 50 : minima concentracao capaz de inibir 50% dos isolados; CIM 90 : minima concentracao
capaz de inibir 90% das amostras.
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5. DISCUSSAO

As queimaduras sao feridas traumaticas, causadas por agentes térmicos,
quimicos, elétricos ou radioativos, que atuam nos tecidos de revestimento do corpo
humano e, diferem dos outros tipos de feridas em muitos aspectos. Varios sao os
fatores que influenciam o prognéstico e determina a maior ou a menor gravidade de
uma queimadura. Dentre esses podemos citar o agente causal, a doenca de base, a
idade do paciente, a extensao da queimadura, o tipo e a quantidade de microrganismo
na ferida por queimadura e até mesmo traumas associados a queimadura (TREDGET,
2004).

A distribuicao dos pacientes por faixa de idade demonstrou predominancia da
proporcao de criancas (30%); FONTANA et al. (1994) encontraram porcentagens
parecidas em seu estudo (32,4%). Esse é um dado relevante, pois em um estudo prévio
foi mostrado que criangas com idade inferior a 2,5 anos e adultos com idade superior a
65 tem maior risco de mortalidade apds a lesdo, aumentam o periodo de hospitalizacao
e a estadia nas UTlIs. Sendo que, o maior risco relativo de mortalidade foi demonstrado
com a combinagao idade e infeccdo nosocomial (ONCUL, 2002).

Em relacao ao sexo, verificou-se que 59% dos pacientes pertenciam ao sexo
masculino e 41% ao sexo feminino como verificado por varios autores
(ALEGHEHBANDAN, 2002; FONTANA, 1994; LEMOS, 2003). A predominancia mais
marcante do sexo masculino na faixa de 11 a 20 anos também foi observada por
Leonardi et al. (2002), o sexo feminino prevaleceu somente na faixa entre 31 e 40 anos.
A idade e o sexo dos pacientes que foram a Obitos nao diferiram dos sobreviventes,
contudo a mortalidade foi mais significante nos homens (86%) quando comparado a
14% nas mulheres, o contrario dos achados de Taneja et al. (2004)

Etiologicamente, as queimaduras por liquidos inflamaveis apresentaram maior
prevaléncia (46%), sendo o alcool o principal agente seguido pela escaldadura e pela
chama. Em contraste com outros estudos de prevaléncia em que a chama aparece
como o agente mais freqlente, responsavel pelas lesées (BANG, 2002; HERUZO, 2004;
MABROUK, 2003). Esse agente prevaleceu em todas as faixas de idade, com excecao
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das criancas entre 1 a 10 anos que se queimaram por escaldadura. Os acidentes por
liquidos quentes sdo os mais frequentes na infancia, fato esse constatado pelas
estatisticas da maioria dos centros de tratamento de queimados, nacionais e
internacionais (ALAGHEHBANDAN, 2001).

Para os paciente do estudo a média da SCQ (32%) foi mais alta que a de outros
estudos prospectivos (APPELGREN, 2002; WURTZ, 1995) porém, em concordancia com
estudos de Taneja et al. em 2004 com uma meédia de 34% e 37% de SCQ para homens
e mulheres, respectivamente. A SCQ é um dos fatores de risco mais importante em
infeccao de pacientes queimados, ja que ela determina, na maioria dos casos, um
aumento na permanéncia hospitalar. Assim, quanto maior a SCQ do paciente, pior é o
seu prognostico (ONCUL, 2002). No presente estudo as criancas € os idosos (entre 1 a
10 anos e > 50 anos) apresentaram as menores porcentagens de SCQ (entre 1 a 20%)
e 0s adultos (na faixa de 31 a 40 anos) apresentaram as maiores porcentagens de SCQ
(> 60%). E portanto fato, que a faixa que compreende entre 31 a 40 anos foi a que
obteve 0 maior niumero de 0Obitos, ja esses indice nas criancas e idosos foi baixo pelo
fato da escaldadura normalmente provocar queimaduras menos extensa e profundas.

Desde a demonstracao por Teplitz et al. em 1964, da patogénese da sepse por
queimadura pelas progressivas colonizacbes bacterianas da mesma e subsequente
invasao, tentativas tém sido feitas para o desenvolvimento de melhores métodos de
monitoramento bacteriologico em feridas por queimaduras. O método de cultura
quantitativa de biépsia descrito por Loebl et al (1974a) tem sido reconhecido por varios
autores como um indicador util para o diagnéstico e o tratamento da infecgcdo em
pacientes queimados (LAWRENCE, 1992; MCMANUS, 1987; PALLUA, 1999; SJOBERG,
2003).

No entanto, por envolver 0 uso de vérias diluigbes esse método tornou-se muito
caro e trabalhoso para o laboratério clinico. Com o objetivo de reducao substancial de
tempo e custo, foi desenvolvida por Shulman et al. em 1979 a técnica de cultura
semiquantitativa de bidpsia, envolvendo o uso de 10 pl e 100 ul de homogeneizado de
amostra, plaqueados em agar sangue e agar MacConkey, dependendo do peso da

amostra. BUCHANAN et al., 1986 por sua vez, compararam a técnica padrao da cultura
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quantitativa com a da cultura semiquantitativa, a qual ofereceu reprodutibilidade,
eficécia, rapidez e reducao de custos.

Em razao disso, este estudo avaliou a técnica da cultura semiquantitativa de
biopsia com a possibilidade de institui-la na rotina de culturas dos pacientes queimados,
na unidade em estudo. E esta por se tratar de um método confiadvel e de facil execucgao,
mostrou-se Util na avaliacdo do estado microbiologico dessas feridas. Utilizando como
indicio de infeccdo contagens > 10° UFC/g de tecido.

O uso de bidpsia na avaliagdo quantitativa microbiolégica produz informacoes
precisas quanto ao tipo de infeccdo presente e a carga bacteriana, principalmente de
feridas cobertas por tecido necrético (STEER, 1996a). Por essa razao, sugere-se que a
técnica do swab, uma das técnicas de cultura de superficie mais utilizada nos centros
de queimados, ndo avalia a medida da densidade bacteriana abaixo da superficie da
escara, ou seja, ndo alcanca as regides profundas do tecido (PALLUA, 1999). Assim
essa técnica falha em predizer a presenca ou a progressdo da colonizagdo para
infeccdo, em razdo da pobre correlacao entre a microbiota superficial cultivada e a
colonizagéo do tecido profundo. Sendo, as bactérias isoladas e identificadas através de
técnicas com bidpsias, mais relevantes em relacdo a infecgdo invasiva da ferida e
possivel septicemia, que as identificadas as identificadas por culturas de superficie,
podendo representar uma colonizagdo da superficie da ferida (SJOBERG, 2003). Além
disso, os resultados das culturas de superficie sdo influenciados por fatores como
recente hidroterapia e aplicacao tdpica de agentes antimicrobianos (LOEBL, 1974b).

Avaliando a cultura semiquantitativa de biopsia e a técnica de cultura de
superficie por swab, observamos uma diferenca de 64% nos resultados, ou seja, 31%
das culturas apresentaram resultados de diferentes espécies e/ou crescimento em
apenas uma das amostras e 33% de diferencas parciais, com pelo menos uma espécie
bacteriana equivalente. Levine et al. em 1976 demonstraram uma relacdo numérica
linear entre cultura quantitativa de superficie por swab e de bidpsia e Bouza et al.
(2002) obteve bons resultados usando cultura semiquantitativa de swab para contagens
de bactérias viaveis na mesma ferida por queimadura, ambos em feridas abertas, ou

seja, nao cobertas por tecido necrotico.
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A lesédo termal impede a pele de exercer sua funcdo normal de barreira,
permitindo a colonizacdo microbiana das queimaduras. O tipo e a quantidade de
microrganismos colonizadores da ferida influenciam a freqiéncia de infeccbes
invasivas, septicemia e morte (NASSER, 2003; ELSAYED, 2003). Assim, 0 uso da
avaliacdo microbioldgica quantitativa facilita a vigilancia da ferida por queimadura
(MCMANUS, 1987) e o estabelecimento de um diagndstico presuntivo de infecgédo
invasiva quando bactérias colonizadoras sdo mais que 10°> UFC por grama de tecido
(BARRET, 2003; MCMANUS, 1987; VOLENEC, 1979).

Estudos de quantificagcdo bacteriana em queimados indicam que biépsias com
contagens iguais ou superiores a 10° UFC/g de tecido resultaram em sinais de sepse
(BHARADWAJ, 1983;VOLENEC, 1995). Outros pesquisadores também demonstraram que
nao tém sido recomendadas as realizacoes de enxertos em feridas clinicas, bem como
em feridas experimentais que contenham mais que 10° UFC/g de tecido (KRIZEK, 1967;
ROBSON, 1997). Shulman et al. em 1979, verificou que feridas aparentemente
preparadas, na avaliacdo clinica para o enxerto, mas que tinham contagens > 10° UFC
por grama de tecido, tinham seus enxertos mal sucedidos. Dados experimentais,
indicam que o nivel critico de bactérias > 10° ou mais interferem na pega do enxerto.
Apesar de nao ter sido avaliada neste estudo a relacao entre a contagem de bactérias e
perda do enxerto, fica mais uma vez evidenciado o valor critico de > 10° UFC/g de
tecido como limiar na avaliagdo microbioldgica dessas feridas.

No presente estudo, os resultados de culturas com contagens maiores que 10°
UFC/g de tecido representou 73% do total de amostras. O que representou uma alta
taxa de infeccao, podendo esse dado ser explicado pelo tipo de paciente incluido no
estudo. Esse era composto de pacientes com suspeita clinica de infeccdo e entre o
sétimo e o nono dia apds a queimadura, que é julgado ser o periodo em que ocorre a
maior parte das infeccées no servico. Houve também uma alta porcentagem de culturas
com contagens maiores que 10° UFC/g de tecido, em pacientes com altas
porcentagens de SCQ. Ja que tem sido verificado que uma porcentagem maior de
superficie corporal queimada aumentaria a carga total de bactérias a qual o paciente

estaria submetido (FRESHWATER, 1980). Isso p6de ser demonstrado por Krupp et al.
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(1992) que em seus estudos, demonstraram uma correlagdo entre taxa de morte e a
presenca de mais de 10° bactérias por grama de tecido em pacientes com mais de 60%
do total de superficie corporal queimada

Herruzo-Cabrera et al. (1996) mostraram que uma cultura semiquantitativa pode
distinguir entre colonizagdo e infeccdo da ferida, usando limiar de > 10° UFC/g de
tecido. No entanto, consideragdes devem ser feitas, em relacdo a outros fatores, tais
como a area da superficie corporal queimada, a idade do paciente, a distribuicao de
altas concentracdes e o tipo de microrganismo, ja& que muitos pacientes queimados,
eventualmente, curam-se na presenca de um numero muito mais alto de bactérias
(STEER, 1996b). Na analise do total de bactérias contadas na bidpsia ndo houve
significancia entre aqueles pacientes julgados clinicamente com infeccdo e aqueles
julgados sem; contudo houve uma mudanga na decisdo para se realizar um enxerto e
mudanca ou instituicdo de antimicrobianos.

Por causa da variedade de ambos, manifestacdes clinicas locais e sistémicas da
infeccdo invasiva, grande énfase € dada em propor uma correta identificacdo da
microbiota da ferida por queimadura (NASSER, 2003). Nessa encontra-se tecido
necrético que € rodeado por tecido edematoso danificado, mantido umido a 37° C,
fornecendo excelentes condi¢des para o crescimento dos microrganismos (LAWRENCE,
1992). Assim, ela é colonizada, pela prépria microbiota da pele, 24 horas ap6s a
queimadura, e em 4 a 5 dias depois da morte do tecido e formacao de exsudatos torna-
se fortemente colonizada por bactérias (endégenas ou exdgenas), a ndo ser que
medidas efetivas sejam tomadas para manté-las afastadas (SHARMA, 1981).

No estudo, as culturas de bidpsias revelaram que simples isolados foram mais
comuns que duplos ou multiplos isolados, como observado por Kaushik et al. (2001)
porém, contrastando com estudos de Revathi et al. (1998). Enquanto que, nas culturas
de superficie por swab houve uma alta porcentagem de mudltiplos isolados por
amostras, demonstrando que apesar de ser uma técnica simples e nao invasiva, nao
reflete de fato a verdadeira microbiota presente no tecido profundo. Além disso, o fato
da maioria das culturas apresentar-se com multiplos microrganismos, tornar essa

metodologia mais demorada e possivelmente mais cara. Pois, a realizagdo de
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sucessivos reisolamentos para a identificacdo dos microrganismos desenvolvidos
atrasa a entrega desse resultado ao médico. Assim, as culturas de amostras de swabs
podem fornecer informacbes enganosas ou inuteis em relacdo ao verdadeiro patégeno
causador de infeccéo.

Houve uma maior prevaléncia de microrganismos gram-negativos na proporgcao
de 86% dos isolados, como verificado por outros estudos (ARSLAN,1999; ONCUL, 2002).
Esta alta prevaléncia se deve ao fato dos microrganismos gram-negativos com o passar
dos tempos colonizarem a queimadura, e pelo fim da primeira semana esses
prevalecem (PRUITT, 1998). Essa coloniza¢dao da queimadura por microrganismos gram-
negativos ocorre predominantemente por bactérias enddégenas, por causa das
mudancas locais e sistémicas, as quais sado agravadas pelo tratamento com
antimicrobianos sistémicos. O sistema gastrointestinal, por exemplo, é colonizado por
patégenos, os quais colonizam a ferida por queimadura cinco dias apdés a lesao
(BARRET, 2003).

Dentre os microrganismos gram-negativos Pseudomonas aeruginosa foi o de
maior prevaléncia (44%) do total de isolados. Sendo que essa bactéria esteve presente
em todas as queimaduras provocadas pelos varios tipos de agentes. Esses achados de
alta prevaléncia sao consistentes com varios outros relatos, nos quais esse
microrganismo foi o principal responsavel pela maioria das infecgdes invasivas da leséo
por queimadura (MCMANUS, 1981; ARSLAN, 1999; KAUSHIK, 2001; SONG, 2001). Porém,
em contraste a isso alguns outros estudos indicam uma diminuigdo da colonizagao das
queimaduras por Pseudomonas. Nas observagdes de Vindenes e Bjerknes em 1995,
esse microrganismo foi encontrado em apenas 10,9% de todos os isolados.

As razbes para esta alta prevaléncia de Pseudomonas aeruginosa em Servicos
de queimados sao as seguintes: capacidade dessa bactéria de sobreviver e proliferar
em ambientes umidos (SONG, 2001), fatores associados com a aquisicao de patégenos
nosocomiais em pacientes com recorréncia ou longo tempo de hospitalizagéo, prévia
administracdo de agentes antimicrobianos, efeitos imunosupressivos do trauma da
queimadura, e outros fatores ainda nado conhecidos (ARSLAN,1999;TRADGET, 2004).

Pseudomonas aeruginosa foi também o microrganismo mais isolado entre os que
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apresentaram culturas de biépsia maiores que 10° UFC/g de tecido (52%), sendo
responsavel pela maioria das infecgdes. Isso poderia também ser explicado pelas
enzimas, pelos produtos metabdlicos produzidos por essa bactéria e pelas altas taxas
de resisténcia intrinseca e extrinseca a antimicrobianos, o que aumentam o seu
potencial invasivo e a rapida expansao da infeccado (SHARMA, 1981; BARRET, 2003;
MCMANUS, 1980). McManus et al. em 1985, sugeriram que 10% de todos os pacientes
queimados desenvolvam bacteremia por Pseudomonas spp, 0 que acarretaria uma taxa
de mortalidade de 80% e aumentaria o risco de infeccdo por esse microrganismo,
substancialmente, em queimaduras > 30% de SCQ.

Acinetobacter baumannii emergiu como uma significante causa de infeccao da
ferida no presente estudo, sendo o segundo microrganismo mais isolado dentre o total
e dentre aqueles que apresentaram contagens superiores a 10° UFC/g de tecido, com a
frequéncia de 31% e 32%, respectivamente. As razdes para esta aumentada incidéncia
de infeccao seriam a presenga desse microrganismo, como microbiota normal da pele,
isto facilitaria sua transmissibilidade, e sua habilidade para permanecer viavel em
ambientes hospitalares (AGNIHOTRI, 2004). Podendo ser adquirido de fontes enddgenas
ou pode se transmitido de fontes exdgenas e, subsequtientemente tornar-se enddgeno.
Em vista da sua capacidade de sobreviver em fomites e na superficie de pacientes
(pele, feridas, queimaduras, faringe e trato gastrointestinal), torna-se facil entender esta
rapida tendéncia de disseminacdo entre pacientes e sua implicagdo em epidemias,
principalmente nas UTls. Uma vez instalada a epidemia por este microrganismo, sua
erradicagdo é muito dificil devido, ao seu rdpido aumento de resisténcia para uma
variedade de drogas antimicrobianas (HERRUZO, 2004; VINDENES, 1995).

Esse achado de segundo mais prevalente para Acinetobacter baumannii
contrasta com outros resultados de estudos, que revelaram Staphylococcus aureus e
Klebsiela pneumoniae como o0s dois isolados mais comuns (AGNIHOTRI, 2004;
BREUING, 2003; OZUMBA e JIBURUM, 2000), embora os bacilos gram-negativos
geralmente prevalegam em infecgdes de queimados. Provavelmente, tal observagéo se
deva ao fato do Acinetobacter baumannii estar amplamente distribuido no hospital onde

o estudo foi realizado.
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A taxa de bactérias gram-positivas foi baixa (14%). Esse achado é consistente
com aqueles de outros centros nos quais, cocos gram-positivos sdo gradualmente
substituidos por bacilos gram-negativos, de acordo com o tempo decorrido apds a lesao
e o tempo de internagdo (KOMOLAFE, 2003; LARI e ALAGHEHBANDAN, 2000; NASSER,
2003; PRUITT, 1984). Staphylococcus aureus, incluindo cepas oxacilina sensivel (MSSA)
e oxacilina resistente (MRSA), foi o terceiro da lista de microrganismos recuperados no
estudo, com uma prevaléncia de 13% do total de isolados. Tal fato é contraditério em
relacdo a muitas informagdes prévias, que indicam uma alta freqiéncia de isolamento
desse microrganismo (KOMOLAFE, 2003; REVATHI, 1998; VINDENES, 1995).

Segundo Pruitt e McManus (1992), os tipos de microrganismos presentes na
escara influenciam a incidéncia de infeccdo invasiva, sendo que as infeccbes da
queimadura causada por gram-positivos tendem a ser superficiais e permanecerem
localizadas. Entretanto, uma propor¢do substancial de todas as infecgdes nosocomiais
tem sido mostrada ser devido ao MRSA (TAYLOR, 1992), como nesse estudo em que
sua incidéncia foi de 80% do total de Staphylococcus aureus isolado. Desse, apenas
cepas de MRSA estiveram presente nas culturas com contagens superiores a 10°
UFC/g de tecido, com uma prevaléncia de 9% dos isolados com essa contagem de
bactéria. BANG et al. em 2002, verificaram no seu estudo a predominancia de
septicemia por gram-positivos, isso pode ser devido ao fato, das unidades de
gueimados serem uma grande fonte de MRSA. Outros fatores que podem contribuir
para o aumento da incidéncia de MRSA sé&o: as falhas para se prevenir transmissao
cruzada no hospital, o amplo espectro de antimicrobianos ministrados nesses
pacientes, a média alta do tempo de hospitalizacdo, o nimero de portadores de MRSA
dentre o0 pessoal na unidade de queimados ou no hospital e a existéncia de uma
epidemia de MRSA, dentre outros (ONCUL, 2002). Como esses microrganismos sao 0s
maiores problemas clinicos e epidemiolégicos em hospitais, principalmente nas UTls,
por serem facilmente transferidos entre pessoas do hospital e entre pacientes (RAM,
2000), grande importdncia deve ser dada a essa incidéncia em uma unidade de

queimados.
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Estafilococo coagulase negativa (ECN) foi recuperado, no estudo, com uma
frequéncia muito baixa (1%), a espécie identificada foi Staphylococcus epidermidis.
Essa baixa incidéncia é consistente com prévios estudos de colonizacdo em
queimados, nos quais a patogenicidade desse microrganismo tem sido questionada
(KARYOUTE, 1989; LAWRENCE, 1985; VINDENES, 1995). Em vista do estado de
imunocomprometimento de pacientes gravemente queimados, muitos centros tém
constantemente salientado que o ECN poderia ser um significante patdégeno (NASSER,
2003).

Além dos microrganismos gram-negativos nao-fermentadores, tivemos o
isolamento de outros gram-negativos da familia enterobacteriaceae como, Klebsiella
pneumoniae, Proteus mirabilis, Enterobacter gergoviae e Serratia marcensce,
totalizando 11% dos isolados. Esta baixa incidéncia esta em concordancia com alguns
estudos cuja taxa de isolamento de P. mirabilis e E. coli sdo de 1% e 5%,
respectivamente (NASSER, 2003; REVATHI, 1998; VINDENES, 1995). Contudo, em outros
estudos, espécies de Klebsiella tém aparecido como o primeiro ou o0 segundo
microrganismo mais isolado da ferida por queimadura (OZUMBA, 2000; NASSER, 2003).

O diagnostico de infeccao fungica, foi estabelecido somente por critérios
histolégicos, este método detecta significantemente contaminacao micética em lesdes
nao revelada pela correspondente andlise microbiolégica. As razbes para esta
discrepancia estdo sendo estudadas. Isso apareceria como um fendmeno de
competicdo bactéria versus fungo, podendo inibir in vitro o desenvolvimento de colbnias
micéticas (DI LONARDO, 1993; PRUITT, 1973). No entanto, ndo foram encontrados
estruturas fungicas, dado explicado pelo fato das infec¢des fungicas se apresentarem
com picos de freqléncias no trigésimo dia pdés-queimadura (LEMOS, 2003). A
importancia de se pesquisar fungos em queimaduras € o fato de espécies de Candida
colonizarem a mesma. Esses fungos sao geralmente sapréfitas inofensivos, mas como
invasores de tecido viavel da subescara ou da corrente sanglinea, sdo agressivos
patégenos com uma taxa de mortalidade que excede 90% (SPEBAR, 1979).

Biopsia de ferida por queimadura tem atraido relevante atencdo sob o passar de

varios anos. Maior parte da atengéo tem sido focada na utilidade da biépsia como uma
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parte de estudos de quantificacdo bacteriolégicos (KAHN, 1979). Pruitt e Foley tém
argumentado a importancia e a utilizagdo de bidpsia de lesdo por queimadura para o
diagnostico de infeccdo microbiologica da ferida, e eles sugerem uma detalhada
classificagao histopatologica da severidade da infecgdo. Em concordancia com esses
dois autores, Loebl et al. (1974b) tém também sugerido que a avaliacao histolégica
pode ser de grande valor diagnostico e prognostico. Em suas opinides o exame
histologico € um método confiavel de diferenciagdo entre colonizacdo e infeccao
invasiva da ferida por queimadura. Ja Sjéberg et al. (2003), reportaram o exame
histolégico de biépsia de pele queimada como sendo uma metodologia superior a
microbiologia quantitativa, considerando o diagnéstico de infeccao invasiva.

Na pratica clinica, tem-se usado biépsia para avaliar a queimadura como uma
fonte de infeccdo em pacientes com clinica de sepse (PRUITT, 1973). A andlise é
baseada na profundidade de penetragdo do microrganismo, presenca de uma resposta
inflamatdria, o carater e a quantidade de drenagem purulenta, evidencia de invasao no
tecido viavel e identificacdo de envolvimento vascular (PRUITT, 1973; KAHN, 1979).
Acredita-se que muitos casos de sepse sado causados por fontes enddgenas de
contaminacdo bacteriana e que essas fontes estdo, principalmente, localizadas na
propria queimadura, em estruturas tais como foliculo piloso e glandulas sebéaceas
(BREUING, 2003). Apesar de no presente estudo, nédo ter sido avaliado a correlacéao
desses achados com a clinica de sepse, fica aqui mais uma evidéncia da importancia
da andlise histopatoldgica nesses pacientes.

Os achados histol6gicos de microrganismos vistos como causa de 21 infecgbes
da ferida foram parecidos, se comparados com o tipo de microrganismo cultivado. A
principal dificuldade apresentada no estudo foi quanto a sensibilidade da técnica de
Gram em tecido, na distincdo das bactérias gram-negativas, ja que muitas estruturas
dérmicas se coram pela fucsina, como por exemplo residuos de hemossiderina e
melanina. Baixos niveis de crescimento microbiano em tecido foram associados com
achados histolégicos negativos. Apenas um exemplo de infecgdo invasiva da ferida por
queimadura ocorreu em amostras com densidades microbianas menores que 10° UFC/g

de tecido, enquanto todos os casos de culturas negativas foram também negativos nos
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achados histologicos. Porém, o contrario é que altos niveis de crescimento bacteriano
foram mais freqlentemente associados com achados histoldégicos negativos (57% dos
casos), teoricamente indicativos de crescimento bacteriano em tecidos nao-vidveis, que
com infecgdo invasiva da ferida, dados compativeis com estudos de McManus et al.
(1987). Esses dados sugerem que técnicas de diagnosticos histolégicos e
microbiolégicos rendem informagdes equivalentes em feridas ndo infectadas, mas néao
ha densidade microbiana que, analisada sozinha, permita o diagnéstico de infeccéo
invasiva (MCMANUS et al., 1987).

A boa concordancia entre as identificagcdes histolégicas e microbiolégicas de
infeccdo mostra que alta densidade na cultura indica a necessidade de exame
histolégico, podendo esses dois métodos ser vistos como adjuntos, representando um
passo importante em direcao ao melhor entendimento e a melhor definicdo do problema
intrinseco de infecgdo em pacientes gravemente queimados (DI LONARDO, 1993).

Uma vez demonstrado que a infeccdo da queimadura surge da microbiota
colonizadora, o conhecimento desta microbiota pode ser util para guiar a selecéao
apropriada do antimicrobiano, em um evento que ocorra a infec¢cdo ou, para imediata
instituicdo de isolamento preventivo de pacientes com microrganismos resistentes, tais
como MRSA, Enterococcus resistente a vancomicina ou gram-negativos
multiresistentes (ELSAYED, 2003).

O padrao de sensibilidade das bactérias é tema para frequientes modificagcdes,
tais como avaliagdo da instituicdo de uma simples medidas de controle de infecgéo,
como lavagem das maos antes e depois do atendimento ao paciente e restricdo da
movimentacao de pessoas em unidades de queimados (OZUMBA, 2000; SONG, 2001).
Essa avaliacdo é importante para propésitos epidemioldgicos e clinicos, ja que muitos
dos isolados sao resistentes aos antimicrobianos disponiveis. No estudo, a droga mais
ativa contra Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumannii foi polimixina B, com
100% de sensibilidade. O imipenem apresentou 78% de sensibilidade para P.
aeruginosa e 75% para A. baumannii e 0 meropenem 65% e 75% para as mesmas
espécies, respectivamente. A incidéncia de P. aeruginosa resistente ao imipenem (23%)

foi alta e bem parecido com o encontrado em estudo de Song et al em 2001 (29%).
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Pseudomonas aeruginosa foi sensivel a ceftazidima (70%) em contraste com estudos
na Nigéria, os quais mostraram 100% de sensibilidade a esse antibidtico (ATOYEBI,
1992). Amicacina foi apenas 48% susceptivel, contudo outro estudo mostrou 100% de
susceptibilidade para Pseudomonas aeruginosa (SIGNORINI, 1992). Os outros isolados
gram-negativos foram 100% sensiveis foi a ciprofloxacina, como verificado por outros
estudos (ARSLAN, 1999; REVATHI, 1998);

As drogas mais ativas contra os microrganismos gram-positivos comumente
isolados foram vancomicina e linezolide, como em outros estudos (KAUSHIK, 2001;
SONG, 2001). Sendo que, teicoplanina também apresentou maxima sensibilidade
(100%) para os isolados testados. A freqiéncia de isolados de S. aureus resistentes a
oxacilina (MRSA) foi relativamente alta, 67% dos isolados de S. aureus. Essa bactéria
tem se tornada endémica em muitos centros que atendem queimados. Sua
disseminacao é rapida pela facil transmissao entre pacientes e entre profissionais que
cuidam desses pacientes (CUNHA, 2005).

A freqUente introdu¢do de novos antimicrobianos no cenario clinico resulta em
continuas mudancgas dos padrdes de susceptibilidade dentre os patégenos (RAM, 2000).
A direta relacado entre o uso de agentes antimicrobianos e a prevaléncia de bactérias
resistentes tém sido documentado em varias ocasides especialmente na UTls (HSUEH,
1998). O meio ambiente hospitalar é o principal foco para o surgimento e disseminacao
de bactérias resistentes a antimicrobianos (RAM, 2000) e a superpopulagdo em uma
unidade de queimados é uma importante causa de infec¢do cruzada (GUPTA, 1993). A
taxa de mortalidade observada foi menor que o reportado por outros estudos, os quais
sdo altos, tais como 75% (ROSSI, 1998; TANEJA, 2004). Continua observacao clinica,
vigilancia microbiolégica, rapida deteccao de septicemia, apropriados antimicrobianos,
cuidados com nutricdo, precoce cobertura da ferida podem provavelmente ser
atribuidos a baixa taxa de mortalidade nesses pacientes estudados.
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6. CONCLUSOES

1. O alcool foi o principal agente causador de lesdes termais. O sexo masculino
teve uma maior prevaléncia em relagdo ao feminino. A média da superficie

corporal queimada (SCQ) foi relativamente alta, porém a taxa de 6bitos foi baixa.

2. O caélculo quantitativo do estudo do fragmento de pele queimada tem valor
preditivo de infeccdo nos pacientes queimados, uma vez que ele nos fornece
uma maior facilidade de identificagdo, quantificacdo e isolamento do
microrganismo na profundidade da lesdo, bem como evidencia invasao

bacteriana tissular.

3. A cultura semiquantitativa de biopsia deve ser feita como rotina, por se tratar de
uma técnica precisa e de facil execugcdo, sobretudo nos pacientes com maior
risco de desenvolver infecgdo, auxiliando na prevencdo e no diagnéstico de
complicagbes infecciosas. A importancia de biopsias serial no cuidado ao
paciente queimado é indicada pelo valor prognéstico de gradativas mudancgas na
infeccao da ferida

4. A porcentagem de culturas com contagens > 10° UFC/g de tecido foi elevada,
demonstrando que bidpsia de pele queimada coletada entre o 7% e 9° dias de
apds a lesao correlaciona-se muito bem com o periodo em que realmente ocorre
a maioria das infecgdes. No entanto, esse dado de ser avaliado juntamente com

dados do paciente, como SCQ, idade e clinica.

5. Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumannii foram 0s microrganismos
de maior prevaléncia dentre os isolados no estudo. Essas bactérias
apresentaram perfis variados de sensibilidades aos antimicrobianos, porém
muitas apresentaram multiresisténcia, sendo sensivel a um limitado espectro de
antimicrobianos. A determinacdo desse perfil foi Util para que pudesse ser

iniciado ou mudasse a terapéutica antimicrobiana.
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6. A cultura de bidpsia mostrou-se uma técnica mais confidvel para identificar os
verdadeiros patégenos, em feridas por queimaduras, que a cultura de superficie
por swab. Pois, pode-se constatar nessa um elevado numeros de culturas com
crescimento de varios tipos de microrganismos, representado a contaminacao da

amostra.

7. Com a analise histolégica do tecido € possivel visualizar 0 microrganismo nos
varios planos do tecido e destingi-los em gram-positivo e gram-negativo. Sendo
considerado um método confiavel no diagnéstico de infecgdo invasiva sobre
colonizaga@o. Porém, os resultados desse exame ndo devem ser interpretados de
maneira isolada, sendo importante a analise conjunta com achados clinicos e

laboratoriais.

8. Houve uma grande correlacdo entre os achados negativos de bidpsia e
hitopatolégico, bem como do tipo de microrganismo envolvido em infec¢cdo da
ferida. Porém, o diagnéstico de infeccao na analise histolégica mostrando
bactéria invadindo tecido viavel, ndo teve uma correlacao em quase metade das

culturas com contagens > 10° UFC/g de tecido.

9. A cultura de biépsia e a andlise histolégica fornecem informagdes Uteis com
relacdo a microbiota e a localizagdo dessa na ferida por queimadura,
possibilitando um melhor entendimento sobre a mesma e seus padrdes de
sensibilidade em relacédo a possibilidade de infeccéo invasiva. Devendo portanto,

ser realizados em conjunto com a monitoragao por swabs.
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

e Leia atentamente as Informagbes ao Paciente e o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido;
e Faca perguntas sobre quaisquer dividas ou se precisar de mais informagoes.

Local do estudo: Servico de Queimados do HUEC

Investigador (a): Vasco, Jannaina Ferreira de Melo

Paciente:

Data de nascimento: Sexo:

Responsavel legal (tutor) do paciente (se paciente menor de idade, aos cuidados do tutor):
Se aplicavel, grau de parentesco do responséavel legal.

Testemunha (se necessario, caso o0 paciente seja incapaz de ler e/ ou fornecer consentimento por
escrito):

e Fui informado verbalmente e por escrito, pelo médico (e/ou investigador), sobre os objetivos e os
procedimentos do estudo, assim como sobre os efeitos esperados, possiveis beneficios e
desvantagens, e sobre quaisquer riscos em potencial.

e Li e compreendi as informacdes relevantes expressas por escrito datadas de 10 de agosto de
2004. Minhas perguntas sobre minha participacdo nesse estudo foram respondidas
adequadamente. Posso reter o folheto de informagao ao paciente e receberei uma cépia de meu
Termo de Consentimento concedido por escrito.

e Tive tempo suficiente para decidir sobre minha participagado ou néo.

e Concordo que meus registros clinicos originais podem ser divulgados para inspegdo a
especialistas autorizados, assim como os membros das autoridades e do Comité de Etica em
Pesquisa, embora mantendo sua estrita natureza confidencial. Compreendo que isso significa
que meus dados clinicos podem ser transferidos eletronicamente para outros paises.

e Minha participacdo nesse estudo é de minha livre e espontanea vontade. Posso retirar meu
consentimento de participacdo a qualquer tempo e sem apresentar qualquer justificativa. Essa
desisténcia ndo resultard em qualquer desvantagem ao meu futuro tratamento clinico.

e Estou ciente de que todas as exigéncias e limitacdes indicadas nas informagdes ao paciente
devem ser obedecidas durante o estudo. O investigador clinico pode me excluir do estudo a
qualquer momento, a bem da minha saude.

e Concordo com que meus dados clinicos sejam usados para pesquisas clinicas no futuro.

Local, data Assinatura do(a) paciente
Local, data Assinatura do responsavel legal(tutor,se aplicavel)
Local, data Assinatura da testemunha (se aplicavel)

Local, data Assinatura do(a) investigador(a)
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P& HOSPITAL DE CLINICAS
f UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARAHA

Curitiba, 29 de setembro de 2005.

limo (a) Sr. (a)

Cristina Leise Bastos Monteiro
Jannaina Ferreira de Melo Vasco
Nesta

%

Prezado Pesquisador:

. Comunicamos que o Projeto de Pesquisa intitulado
“CORRELACOES DO ESTUDO HISTOPATOLOGICO E CULTURA SEMIQUANTITATIVA DE

BIOPSIA NO DIAGNOSTICO DE INFECCAO DE FERIDA QUEIMADA”, foi analisado e
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos, em reuni&o
realizada no dia 27 de setembro de 2005. O referido projeto atende aos aspectos
das Resolugbes CNS 196/96, e demais, sobre Diretrizes e Normas
Regulamentadoras de Pesquisa Envolvendo Seres Humanos do Ministério da
Saude. ‘

Protocolo CEP: 1113.152/2005-09

Conforme a Resolugido 196/96, solicitamos que sejam apresentados a este
CEP, relatérios sobre o andamento da pesquisa, bem como informagdes
relativas as modificacdes do protocolo, cancelamento, encerramento e
destino dos conhecimentos obtidos.

Data para entrega do primeiro relatério: 27 de abril de 2006.

Atenciosamente,

D )

Re’na‘tc’ll ambara Filho
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa
em Seres Humanos do Hospital de Clinicas/UFPR




Comisséo de Etica Médica — HUEC.

A comissdo de Etica Médica do Hospital Universitério Evangélico de Curitiba
em reunido ordinaria analisou projeto de pesquisa intitulado
“CORRELACOES DO ESTUDO HISTOPATOLOGICO E CULTURA
SEMIQUANTITATIVA DE BIOPSIA NC DIAGNOSTICO DE
INFECCAO DA FERIDA QUEIMADA”.

Considerou que no se trata de experimentagido em seres humanos ndo estando
portanto sob os ditames de resolugdo 196/96 do Conselho Nacional de Pesquisa.

Concluiu que o protocolo preenche as disposi¢gdes dos artigos 123 e 127 do

Cédigo de Etica Médica e as demais crientagdes do Capitulo XII referentes a
pesquisa médica. ‘

Curitiba, 19 de agosto de 2004.

I

F ( Francisco
1ssdo de Etica

1

Dr. Jean X
Presidentevda C¢
Médica - HUEC.
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PESQUISA ACADEMICA .
PROTOCOLO DOS DADOS CLINICOS -48H APOS A Cole aqui a etiqueta de internamento
COLETA DE BIOPSIA

Dia da Coleta da Bidpsia:
Cor; B: N: A
Renda Familiar: 1a3SM; 4a6SM; 7al0SM; acimal10SM

Grau de Escolaridade: 1° Grau; 2° Grau; 3° Grau

Dia do Acidente : / /2005- . Internacao : / /2005

Agente: dlcool; - dgua quente; - leite; - chd; - eletricidade; - fogo; - café; - 6leo de cozinha; - outro :

Primeiros cuidados: ndo - sim. O que?

Local: . residéncia; local de trabalho; fora da residéncia
. outro :

Area Queimada: % (Tab L&B)
Profundidade: I G ; II G Sup; II G Prof; III G

Pinte os locais comprometidos!

Complicacoes:

Pneumonia | SEPSIS Secrecao Febre
em area
queimada

Sim

Nao

Exames Laboratoriais:

Data Hb Leuc | Plaq Alb

Dados Laboratorio

Data: Numero de registro:

Peso do tecido: gramas.

Microorganismos: UFCs:
Anti:

Swab:
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ANEXO IV

FICHA DO HISTOPATOLOGICO E COLORACAO DE GRAM PARA TECIDO



Cole aqui a etiqueta de internamento

01

PACIENTE
Sexo:M- F
Idade : ;

Residéncia ; Ctba ___ Reg. Metropol. ___ Outras cidades do PR ___ Outro estado __

| Médico:
FERIMENTO
Dia do Acidente: / 20
Agente => dlcool ___ 4dgua quente __- leite __ chd ___ eletricidade __ fogo ___ café __ 6leo de cozinha __ outro:

Primeiros cuidados : ndo - sim. O que?

Local : | residéncia __ fora da residéncia __ cozinha __ quintal __ quarto __ garagem __ narua __;

. outro :
Dia do Internamento: / /20__
ESTADO NA ENTRADA
Area queimada : % (Tabela de Lund & Browder )

Locais comprometidos :

| cabeca; couro cabeludo; face; nariz; boca; pescoco; orelha; olhos;

| tronco anterior; abdome; genitais; tronco posterior; reg.glitea;

| MSD; MSE; mao; antebrago; braco ; - MID; MIE; pé; perna; coxa; . outros

HISTOPATOLOGICO - RESULTADO

ULCERAGAO:
Total — sem epiderme
Parcial — com parte da epiderme

NECROSE: Coagulativa e Supurativa
Discreta — derme superficial
Moderada — derme intermediaria
Severa — derme profunda

INFLAMACAO:
Crbénica / Reparativa:
Discreta
Moderada
Acentuada

MICRORGANISMOS:
Localizacao:

Na superficie; No interior do derme superficial; No interior do derme Intermediario; No

interior do derme profundo e No interior da hipoderme.
Distribuicao:
Tecido Viavel e Nao Viavel.
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GRAM MODIFICADO PARA TECIDO
BROW AND BRENN

FIXACAO: formalina a 10%.
CORTES: parafina, 6 pm.
SOLUCOES:
1% Solucao de Cristal Violeta
5% Solucéo de Bicarbonato de Sédio
Solugéao lodine de Gram
0,25% Solucao Estoque de Fucsian Basica

Solucao de Fuccina Basica de Trabalho

Fuccina basica, estoque............ooiiiiii 10,0 ml
Agua destilada 90,0 ml
) Solugéo Acido Picrico em Acetona

FANelTo [0 I e Lot Tt TSR 0,1¢g
X eT=] () o b= W 100,0 ml

Solucéo Xilol-Acetona

ACBIONA. ... 50,0 ml
(1o PSSRSO 50,0 ml

PROCEDIMENTO:
1. Desparafinar e hidratar com agua destilada.
2. Com alamina na horizontal, adicionar 20goas de solu¢édo aquosa de cristal violeta e 5 gotas de
solucéo de bicarbonato de sédio a 5% por 1 minuto. Agitar gentilmente.
Enxaguar em agua de torneira.
Colocar solugéo de iodine de Gram por 1 minuto.

Enxaguar em &gua de torneira.
Descorar com acetona.

Enxaguar em agua de torneira.
Cobrir com a solucao trabalho de fuccina basica, por um minuto. Enxaguar.
Mergulhar rapidamente na acetona.
. Diferenciar rapidamente cada lamina com solucdo de acido picrico em acetona até os cortes
ficarem cor-de-rosa amarelado.
11. Lavar rapidamente em acetona, entdo em solugao xilol-acetona.
12. Xilol e montar com meio resinoso.

NooAw

— O
o -

RESULTADOS
Bactéria gram-poSitiVa.........ccueeriieiiiiiiee e Azul
Bactéria gram-negativa..........cccooovieiiie i Vermelho
Filamentos de Nocardia € ACtiNOMYCES........ccveeeiiiiiieeiiiiie e Azul
NUCIEOS. ...t Vermelho
Outros elementos teCIAUAIS. ......ceeiveeiieeiiiie e Amarelo
REFERENCIA

BROW J.H.; BRENN L. Bulletin Johns Hospital. 1931; 48:69
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ANEXO V

FORMULAS DOS MEIOS DE CULTURA UTILIZADOS NAS PROVAS DE
IDENTIFICACAO E CONTROLE DE QUALIDADE
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1. PROVA: REDUCAO DE NITRATO
1.1 Composi¢éo do Meio:

e Extrato de carne 3,09
e Peptona 5,09
* Nitrato de potassio, KNOs, 0,1% 1,09
e Agua deionizada g.s.p- 1000mL
pH do caldo nitrato 7,0 £ 0,2
1.2 Preparo:

Pesar as quantidades especificadas na férmula, rehidratar com agua deionizada. Ajustar o pH
conforme instrugdo do fabricante. Colocar 3,0 mL em cada tubo (13x100mm) e um tubinho de Durham.
Autoclavar a 121°C por 15 minutos.

1.3 Controle de Qualidade:
Escherichia coli ATCC® 25922, nitrato positivo, gas negativo
Acinetobacter baumannii ATCC® 19606, nitrato negativo

e/ou
Positivo (+): E. Coli ATCC® 11775
P. aeruginosa ATCC® 10145
NO; +/ Gas +
Negativo (-): A. Iwoffii ATCC® 15309
NO; -/ Gas —
2. PROVA: CITRATO (SIMMONS)
2.1 Composicao do Meio:
e Fosfato diacido de amdnio 1,09
« Fosfato dipotassico 1,09
e Cloreto de Sédio 5,09
» Citrato de Sddio 2,0
» Sulfato de Magnésio 0,209
e Agar 15,09
*  Azul-de-bromotimol 0,08¢g
e Agua destilada g.s.p. 1000,0 ml
pH 6,9 £0,2
2.2 Preparo:

Pesar as quantidades especificadas na férmula, rehidratar com agua deionizada. Ajustar o pH
conforme instrugdo do fabricante. Distribuir 4ml em tubos com tampas. Autoclavar a 121°C por 15
minutos.

2.3 Controle de Qualidade:
Positivo (+): Proteus rettgeri ATCC® 13315
K. pneumoniae ATCC® 13883
Enterobacter cloacae ATCC® 13047
Negativo (-): E. coli ATCC® 11752
Shigella flexneri ATCC® 12022

3. PROVA: HIDROLISE DA ESCULINA
3.1 Composi¢ao do Meio:
Agar Esculina Modificado:

e Esculina 1,09

+ Citrato férrico 0,59

* Agar infuséo de coragéo 40,09

e Agua destilada g.s.p. 1000,0 ml

Caldo Esculina:
e Infusdo de musculo cardiaco 10,09
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« Digerido péptico de tecido animal 10,09
e Cloreto de Sodio 5,09
» Esculina 1,09
* Agua destilada g.s.p. 1000,0 ml
pH7,1+£0,2
3.2 Preparo:

Pesar as quantidades especificadas na férmula, rehidratar com agua deionizada. Ajustar o pH.
Distribuir 4ml em tubos com tampas. Autoclavar a 121°C por 15 minutos.
3.3 Controle de Qualidade:

Positivo (+): Aeromonas hydrophila ATCC® 7965

Negativo (-): P. aeruginosa ATCC® 19615

4. PROVA: LIQUEFACAO DA GELATINA
4.1 Composicao do Meio:

e Extrato de carne 3,09
e Peptona 5,09
+ Gelatina, 12% 120,09
¢ Agua deionizada 1000,0 ml
pH 6,8 +£0,2
4.2 Preparo:

1. Primeiro adicione somente gelatina a agua deionizada e reserve por 15-30min
2. Aqueca a 50°C para dissolver a gelatina
3. Adicione extrato de carne e peptona e novamente aquega a 50°C, para dissolver todos os
componentes.
4. Nao sobreaqueca
Esterilizar a 121 °C por 15 minutos. Esfriar em banho-maria até 50°C.
4.3 Controle de Qualidade:
Positivo (+): Crescimento e liquefagéo
P. vulgaris ATCC® 8427
Serratia proteamaculans ATCC® 19323
Negativo (-): Crescimento e nao liquefagao
E. Coli ATCC® 25922

5. PROVA: TESTE DO MALONATO
5.1 Composicao do Meio:

e Extrato de levedura 1,09

e Sulfato de aménio (NH4)2S0O4 2,0g

e Fosfato dipotassio K2HPO4 0,69

e Fosfato monopotassio KH2PO4 0,49

e Cloreto de Sédio NaCl 2,09

e Malonato de Sésio 3,09

e Glicose (dextrose) 0,25¢g

*  Azul de Bromotimol (BTB) 0,025¢g
* Agua deionizada 1000 ml

Indicador de pH: azul de bromotimol (BTB)
= Acido: amarelo, pH 6,0
= Alcalino: azul da Prussia, pH 7,6
= Meio sem in6culo: pH 6,7, verde
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5.2 Preparo:

Pese os ingredientes. Rehidratar com agua deionizada ou destilada. Aquecer pouco a solucao.
Dispensar aproximadamente 3,0 ml por tubo com tampa. Autoclavar por 15 min. a 120 °C. Deixar esfriar
antes de usar. Pode ser guardado por até 3 meses, sob temperatura 4-10 °C.

5.3 Controle de Qualidade:
Positivo (+): E. aerogenes ATCC® 13048; K. pneumoniae subsp. pneumoniae ATCC® 13883
Negativo (-): E. coli ATCC® 25922

6. PROVA: TESTE DE MOTILIDADE
6.1 Composi¢éo do Meio:

e Extrato de carne 3,09
+ Cloreto de Sodio 10,09
* Agar 4,09
e Agua destilada 1000 mi
pH 7,3; formula de Edwards e Ewing:
6.2 Preparo:

Pese os ingredientes. Rehidratar com agua destilada ou desmineralizada. Aquecer pouco a
solugéo. Dispensar aprox. 5,0 ml por tubo. Autoclave por 15 min., 120 °C. Deixar o meio resfriar em
posicao vertical, armazene em temp. 4-10 °C.

6.3 Controle de Qualidade:
Positivo (+): E. coli ATCC® 25922; Clostridium sporogenes ATCC® 11437
Negativo (-): S. aureus subsp. aureus ATCC® 25923

7. PROVA: TESTE DE OXIDACAO - FERMENTACAO
7.1 Composicao do Meio:
Meio basal OF de Hugh e Leifson:
Ingredientes do meio semi-sélido, pF 7.1:

= Peptona caseina (triptona) 0,2% 2,09
Cloreto de sédio NaCl 5,0g
Fosfato dipotassio (K;HPO,) 0,3¢g
Agar 2,0 — 3,09
Azul de bromotimol (BTB) 0,03-0,08g
Agua deionizada 1000 ml
Indicador de pH: azul de bromotimol (BTB):

= Acido: amarelo, pH 6,0

= Alcalino: azul da Prussia, pH 7,6

= Meio sem in6culo: verde, pH 7,1
7.2 Preparo:

Pesar os ingredientes. Rehidratar com agua destilada ou desmineralizada. Aquecer pouco a
solugdo. Autoclavar por 15 min., 121 °C. Resfriar o meio base em banho-maria 40-45 °C. A adicdo do
carboidrato pode ser depois de autoclavar o meio base, solucdo aquosa 10% (10g/100ml), deve ser
filtrado em membrana Millipore (diametro 0,45 um). Ou adiciona-se o carboidrato (1% carboidrato
desidratado, 10g/l) ao meio base antes de ser esterilizado (autoclave 10 min., 118°C). Se o carboidrato é
adicionado ao meio base antes de ser autoclavado, a temperatura pode causar a quebra do carboidrato.
Entretanto, Hugh e Leifson afirmam que o carboidrato pode ser autoclavado se uma solugcdo aquosa a
10% for usada. A uma aliquota de 100 ml de meio base é adicionado 10 ml de uma solucdo aquosa de
carboidrato estéril (filtrado), concentragdo final do carboidrato: 1%. Dispensar assepticamente
aproximadamente 5,0 ml por tubo com tampa. Resfriar antes de usar e armazenar (4-10°C).

7.3 Controle de Qualidade:
Fermentador — E. coli ATCC® 25922 ou K. pneumoniae ATCC 13883

Oxidativo — P. aeruginosa ATCC® 27853



107

8. PROVA: TESTE DA FENILALANINA DESAMINASE
8.1 Composigéo do Meio:

e DL-fenilalanina 2,09
e Extrato de levedura 3,09
e Cloreto de Sédio 5,09
+ Fosfato disodio (Na;HPO,) 1,09
* Agar 12,09
e Agua deionizada 1000 ml
pH7,3+0,2
8.2 Preparo:

Pesar os ingredientes. Rehidratar com agua destilada ou desmineralizada. Aquecer pouco a
solugdo. Dispensar aproximadamente 4,0 ml por tubo. Autoclavar por 15 min, 121°C. Deixar o meio
solidificar em posicéo inclinada. Resfriar antes de usar e armazenar a 4-10°C.

Dissolver o componente da férmula em agua deionizada, conforme a quantidade de meio que se
deseja produzir. Hidratar por 10-15 minutos. Aquecer agitando freqlientemente e ferver até completa
dissolugao do agar. Esfriar o meio até que esteja a temperatura aproximada de 55°C. Com auxilio do
pipetador automatico, distribuir o meio nos tubos com um volume de aproximadamente 4 mL, tampar e
colocar os tubos em um cesto de metal, identificando-o. Esterilizar a 121 °C por 20 minutos, por
autoclavacdo . Retirar do autoclave, e, com auxilio de estantes préprias, inclinar os tubos com
aproximadamente 1,0 cm de pico.

OBS: Se for usada L-fenilalanina, pesar apenas 1,0g.
8.3 Controle de Qualidade:

Crescimento negativo (-): Escherichia coli ATCC® 25922

Crescimento positivo (+): P. mirabilis ATCC® 12453

9. PROVA: Testes de Descarboxilase (LISINA, ORNITINA) e de Dehidrolase (ARGININA)
9.1 Composicao do Meio:

e Peptona (pepsin) 50¢

e Extrato de carne 509

e Pdrpura de Bromocresol 0,19

e Cresol vermelho 0,005¢g

e Piridoxal fosfato 0,005¢

» Glicose (dextrose) 0,59

e Agua deionizada 1000,0 ml

pH do meio: 6,0 £ 0,2
Indicador de pH:
= Purpura de bromocresol: acido: amarelo, pH 5,2; alcalino: purple, pH 6,8.
= Cresol vermelho (alcalino): alcalino: amarelo, pH 7,2; alcalino: vermelho, pH 8,3.
= Meio sem in6culo: pH 6,0, brilhante purple.
9.2 Preparo:

Pesar os ingredientes. Rehidratar com agua destilada ou desmineralizada. Aquecer pouco a
solugdo. Adicionar 10 g (concentragao 1%) do aminoacido desejado: 1% L-(+)-lisina dicloridrato, 1% L-
(+)-ornitina dicloridrato; 1% L-(+)-arginina monocloridrato. Distribuir 4mL em cada frasco (13x100mm) e
autoclavar a 121°C por 15 minutos.

9.3 Controle de Qualidade:
Lisina: Positivo (+) - Klebsiella penumoniae subsp. Pneumoniae ATCC® 10031
Negativo (-) - Enterobacter cloacae ATCC® 13047

Arginina: Positivo (+) - Enterobacter cloacae ATCC® 13047
Negativo (-) - Klebsiella penumoniae subsp. Pneumoniae ATCC® 10031

Ornitina: Positivo (+) - Enterobacter cloacae ATCC® 13047
Negativo (-) - Klebsiella penumoniae subsp. Pneumoniae ATCC® 10031



10. PROVA: PROVA DA PIOCIANINA - PSEUDO P

10.1 Composigao do Meio:
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e Peptona de gelatina 209

e Cloreto de Magnésio 1,4

* Sulfato de Potassio 10g

* Agar-agar 15¢g
 Aguaq.s.p. 1000,0 ml
pH7,0+0,2

10.2 Preparo:

Pesar 46,4 g e diluir em um litro de agua destilada, acertar o pH, acrescentar 10 ml de glicerol,
aquecer até completa dissolugao. Distribuir em tubos gordos de rosca, esterilizar em autoclave a 121°C

durante 15 minutos.
10.3 Controle de Qualidade:

Positivo (+): P. aeruginosa ATCC® 27853

Negativo (-): A. baumanii 1129 Newprov®

11. PROVA: PROVA DA PIOVERDINA (Fluoresceina) — PSEUDO F

11.1 Composi¢ao do Meio:

e Peptona de caseina 10g

e Peptona de carne 109

e Sulfato de Magnésio 1,59

+ Fosfato dipotassico 1,59

* Agar-agar 129

e Aguaq.s.p. 1000,0 ml
pH 7,0 £0,2

11.2 Preparo:

Pesar todos os ingredientes e diluir em 1000 ml de agua destilada, acertar o pH, adicionar 10 ml

de glicerol. Ferver até completa dissolucdo dos reagentes e distribuir em tubos gordos, quase a metade
do tubo. Esterilizar em autoclave a 121°C durante 15 minutos, solidificar os tubos inclinados.
11.3 Controle de Qualidade:

Positivo (+): P. aeruginosa ATCC® 27853

Negativo (-): A. baumanii 1129 Newprov®

12. PROVA: CRESCIMENTO EM AGAR CETRIMIDE

12.1 Composicao do Meio:

e Peptona 20g

e Cloreto de Magnésio 1,49

e Sulfato de Potassio 109

+  Cetrimide 0,39

* Agar 13,69

e Aguaq.s.p. 1000,0 ml
pH7,2+0,2

12.2 Preparo:



109

Pesar o agar cetrimide, acrescentar a agua mais o glicerol e aquecer o suficiente para dissolver.
Distribuir 4 ml em tubo de 12x120 mmm temo-resistente, com tampas de rosquear. Esterilizar em
autoclave a 121°C durante 15 minutos, solidificar os tubos inclinados.

12.3 Controle de Qualidade:

Positivo (+):P. aeruginosa ATCC® 27853 — crescimento a 33°C e 42 °C
Negativo (-): E.coli ATCC® 25922— auséncia de crescimento em ambas as temperaturas

13. PROVA: ACETAMIDA
13.1 Composig¢ao do Meio:
Agar Acetamida
¢ Cloreto de Sodio
Sulfato de Magnésio
Fosfato de Amoénia, monobasico
Fosfato de Potassio, dibasico
Acetamida
Agar
Azul de Brotimol
e Aguaq.s.p.
pH 6,8 +0,2
Caldo Acetamida:
¢ Cloreto de Sodio
Sulfato de Magnésio
Fosfato de Potassio, dibasico
Acetamida
Vermelho de Fenol
Agua g.s.p.
pH7,0+0,2
13.2 Preparo:

5,09

0,29

1,09

1,09
10,09
159
0,08¢g
1000,0 ml

5,09
0,5¢g
0,365¢g
10,09
0,012g
500,0 ml

Pesar as quantidades especificadas na férmula, rehidratar com &dgua deionizada. Ajustar o pH.
Distribuir aproximadamente 5ml em tubos com tampas, solidificar os tubos inclinados. Autoclavar a 121°C

por 15 minutos. Armazenar em temperatura de 2-8 °C

13.3 Controle de Qualidade:

Positivo (+): P. aeruginosa ATCC® 27853 — crescimento e cor azul
Negativo (-): E. coli ATCC® 25922 — nao crescimento e cor verde

14. PROVA: FERMENTAGAO DO MANITOL

14.1 Composi¢ao do Meio:

pH:7,5%0,2
14.2 Preparo:

* Proteose Peptona (digesto pancreatico de caseina) 109

* Vermelho de fenol 0,018

e Agar 15,09

*  D-Manitol 10g

e Agua deionizada 1000mL
e Cloreto de sédio 59

Aquecer gentilmente até dissolver. Colocar em agitador magnético com aquecimento, mantendo
temperatura baixa. Adicionar um magneto ao frasco e manter o meio em constante agitacdo, durante a
distribuicao nos tubos (8,0mL) sem inclinar. Autoclavar a 116-118°C, 10-12 Ib, 15 minutos.

14.3 Controle de Qualidade:

Positivo (+):S. aureus subsp. aureus ATCC® 25923
Negativo (-):Staphylococcus epidermidis ATCC® 12228
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15. PROVA: DNASE
15.1 Composig¢ao do Meio:

e Acido desoxirribonucléico (DNA), 0,2% 2,09

e Bacto - Triptose 20,09

»  Cloreto de sodio, NaCl 5,09

* Agar, 1,5% 15,09

¢ Agua deionizada 1000,0 ml
pH7.3+0.2

15.2 Preparo: ’

Dissolver 42 g de Agar DNASE desidratado em 1 litro de agua destilada. Hidratar por 10-15
minutos e ajustar o pH p/ 7,3a 25°C. Aquecer agitando freqlientemente e ferver por 1 minuto. Esterilizar a
121 °C por 15 minutos. Esfriar em banho-maria até 50°C. Distribuir 15-20 mL por placa de Petri.
Identificar as placas individualmente com o nome do meio. Logo ap6s solidificar, inverter as placas.

15.3 Controle de Qualidade:
Positivo (+): S. aureus subsp. aureus ATCC® 25923

S. pyogenes ATCC® 19615
Negativo (-): S. epidermidis ATCC® 12228

16. PROVA: HEMOLISE
16.1 Composig¢ao do Meio:
¢ Columbia Agar Base
e 5% de sangue de coelho (para o hemdlise)
¢ 5% de sangue de carneiro (para 3 hemolise)
16.2 Preparo: ;
Preparar o Columbia Agar Base segundo orientacdes do fabricante. Deixar atingir a temperatura
de 45°C-50°C e adicionar 5% de sangue de coelho ou 5% de sangue de carneiro. Homogeneizar bem e
distribuir em placas de 90x15mm.
16.3 Controle de Qualidade:
Positivo (+): Staphylococcus haemolyticus ATCC® 29970, positiva para B hemolise
Negativo (-): Staphylococcus saprophyticus ATCC® 15305, negativa para hemdlise.

17. PROVA: CHAPMAN
17.1 Composicao do Meio:

- TSB 309

«  Agar 179

+ Cloreto de Sodio 709

e Agua destilada 1000 ml
pH7.0+0.2

17.2 Preparo:

Dissolver os componentes da formula em agua destilada conforme a quantidade de meio que se
deseja produzir. Hidratar por 10-15 minutos. Aquecer agitando freqlientemente e ferver até completa
dissolucéo do agar. Com auxilio do pipetador automatico, distribuir o meio nos tubos com um volume de
aproximadamente 3 mL, tampar e colocar os tubos em um cesto de metal, identificando-o. Esterilizar a
121 °C por 20 minutos, por autoclavacao . Retirar do autoclave, e, com auxilio de estantes proprias,
inclinar os tubos com aproximadamente 1,0 cm de pico.

17.3 Controle de Qualidade:
Positivo (+): Staphylococcus aureus ATCC® 25923
Staphylococcus epidermidis ATCC® 12228
Negativo (-): Escherichia coli ATCC® 25922
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18. PROVA: GEN mecA
18.1 Composig¢ao do Meio:

e Agar MUELLER-HINTON 3,89
» Cloreto de Sédio 4,0,0g
e Agua deionizada 1000 mi

Solugao de oxacilina 60 mg% p/v:

» Pesar 0,0661g de oxacilina

e Agua deionizada 1000 ml
18.2 Preparo:

Pesar os componentes da férmula e diluir em 100 ml de agua destilada ou deionizada. Aquecer
até fervura para dissolugao do agar, ajustar o pH conforme indicacdo do agar Mueller-Hinton, esterilizar
por 15 min a 120°C, resfriar a + 50°C e adicionar a oxacilina sédica, ja preparada (congelada no freezer).
Distribuir em placas 120x20 ou placas médias (90 mm), conservar a + 4°C.

18.3 Controle de Qualidade:
Positivo (+): S. aureus ATCC® 38591 (Oxacilina R)
Negativo (-): S. aureus ATCC® 25923 (Oxacilina S)

19. PROVA: SCREENING PARA VISA/VRSA
19.1 Composig¢ao do Meio:

e Agar MUELLER-HINTON 3,89
+ Cloreto de Sodio 4,0,09
e Agua deionizada 1000 ml

Solugédo de oxacilina 60 mg% p/v:

» Pesar 0,0661g de oxacilina

e Agua deionizada 1000 ml
19.2 Preparo:

Pesar os componentes da férmula e diluir em 100 ml de agua destilada ou deionizada. Aquecer
até fervura para dissolugao do agar, ajustar o pH conforme indicacdo do agar Mueller-Hinton, esterilizar
por 20 min a 120°C, resfriar a = 50°C e adicionar 100 ml de cloridrato de vancomicina 370 mg%, ja
preparada (congelada no freezer), distribuir em placas médias (90 mm), conservar a + 4°C, sem deixar na
estufa. Concentragéo final: 4 gu/ml.

19.3 Controle de Qualidade:
Positivo (+):E. faecalis ATCC® 51299 (Vancomicina R)

Negativo (-):S. aureus ATCC® 25923 (Vancomicina S)
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ANEXO VI

PROTOCOLOS DE COLETA, DA CULTURA E DO HISTOPATOLOGICO



A)
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PROTOCOLO

COLETA DE BIOPSIA COM “PUNCH’ PARA ANALISE MICROBIOLOGICA E

HISTOPATOLOGICA EM PACIENTES QUEIMADOS.

Método de coleta de biopsia por "punch”

O "punch" é amplamente utilizado como instrumento para realizacao de bidpsia cutanea, oqual é

constituido por uma Iamina circular na extremidade de um tubo que permite a remocao de um cilindro

composto por epiderme, derme e pequena porcao de hipoderme.

Ao fazer bidpsias por "punch" deve-se colher apenas fragmentos da lesdo a ser examinada, ou

seja, evite realizar a bidpsia da transicdo lesdo/tecido aparentemente normal; os fragmentos devem,

portanto, representar apenas a lesao.

No CCQ (Centro Cirargico de Queimados), o paciente serd admitido dentro da rotina dos

curativos;

o procedimento anestésico (anestesia geral) nao sofrera mudanca;

todas as ataduras serdo retiradas como de rotina;

ainda proceder-se-a a coleta de swab das areas que apresentem secrecéo, como de rotina;
apds assepsia das areas queimadas, com uso de Cloreto de Sédio a 0,9%, a area a ser
retirada a amostra para a analise microbiol6gica e histolégica devera estar limpa e seca;

sera escolhida a area a ser retirados os dois fragmentos de tecido, da escara necrética que
se apresentar com aspecto, coloracdo e cheiro compativeis com processo infeccioso e/ou
crescimento bacteriano, conforme a experiéncia clinica dos profissionais diretamente
envolvidos no tratamento clinico e cirtrgico do paciente;

introduzir a l1&mina do "punch" perpendicularmente a pele (com o eixo desse instrumento
posicionado a 90° em relagéo ao plano da superficie cutanea);

como a andlise sera microbiol6gica e histolégica, recomenda-se manter corte de tecido com o
“punch” em um sentido Unico, podendo-se realizar movimentos rotativos;

apés atingir a marca-limite de corte em profundidade, a rotacdo do “punch’ devera limitar a
area inferior, para que a amostra de tecido possa ser incisada pela propria lamina deste, com
a inclinacao do cabo para um angulo de 30-45° ou com o uso de uma tesoura curva ou bisturi
e o0 auxilio de uma pinga anatémica previamente estéril;

colocar a primeira amostra do tecido removido IMEDIATAMENTE no frasco contendo Cloreto
de Sédio a 0,9 %, e em seguida colher a segunda amostra e coloca-la de imediato em
solucéo de formalina a 10%.

10) deve-se atentar para possiveis contaminagdes na coleta do material para analise

microbioldgica;
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11) o encaminhamento do material, para analise microbiolégica, devera ocorrer de imediato ao
laboratério (setor de microbiologia), ou a sua preservagdo devera ser em ambiente
refrigerado e com temperatura nunca superior a 4°C. A amostra destinada a histopatologia
deverd ser identificada e enviada ao Dpto. de Patologia Bésica, para posterior
processamento.

12) Em geral ndo ha necessidade de sutura, porém o cirurgiao devera avaliar tal condicdo no ato
da intervencao.

Elaborado por Jannaina F. Melo Vasco

A

A R i

F o -
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PROTOCOLO

CULTURA SEMIQUANTITATIVA DE BIOPSIA COM “PUNCH’ EM PACIENTES
QUEIMADOS.

Amostras de tecido (bidpsias), obtidas utilizando-se um “punch”de tamanho pré-determinado
(4mm) de cor azul, metodologia proposta por Buchaman (1986).
A) Requisi¢ao:
e Sera encaminhado ao laboratério um pedido médico de cultura semiquantitativa de
bidpsia e cultura de secrecao de queimados (swab), que serao registrados no sistema;
e As amostras vindas do Centro Cirargico de Queimados (CCQ) serdo etiquetadas com
numero de cadastro interno do laboratério e encaminhadas ao setor de microbiologia.

B) Processamento da amostra:

e ao chegar ao laboratério a amostra sera pesada em balanga de preciséo e seu peso
sera anotado em gramas (9);

e posteriormente sera macerada em trituradores com 2 ml de solucgéo fisiolégica;

e sdo inoculados 0,1 e 0,01 ml, com auxilio de pipetas Eppendorfs, em Agar Sangue e
MacConkey (em duplicata,) incubados a 35 + 2° C, por 24 ou 48 horas;

e para a contagem das coldnias sao utilizadas as placas que contenham entre 15-300
UFCs;

e 0 célculo é realizado por meio da férmula:

NxVxv
W
Onde:
N = nimero de UFCs contados na placa;
V = volume de inéculo utilizado (0,1 ou 0,01 ml);
v = volume de diluente utilizado no homogeneizado;

W = peso do tecido.

e nas placas com contagem superior a 300 é utilizado N=300, e o resultado é considerado
como maior (>) que o valor obtido;

e resultados acima de 10° UFC/g sdo considerados infecgdo e seguirdo para identificacio
do(s) agente(s) etiolégico(s) e antibiograma;
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resultados abaixo deste valor serdo considerados colonizagdo e seguirdo apenas para
identificacao.

Lavagem do material:

os trituradores devem ser, primeiramente, mergulhados em solucao de agua e hipoclorito
de sodio, por aproximadamente 10 a 15 minutos;

posteriormente, devem ser colocados em preparacdo enzimatica “Endozime AW PLUS”
diluido (11 de agua para 4ml de Sol. Enzimatica) por 2 minutos. Deve-se enxaguar com
agua abundantemente;

depois de lavados os trituradores sdo encaminhados, mediante um pedido de
esterilizacao, para a central de esterilizacao;

sao esterilizados em Ciclo de Formoldeido por 15 minutos.

0s “punch’ sao descartaveis, devendo ser utilizados apenas uma Unica vez.

Elaborado por Jannaina F. Melo Vasco
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PROTOCOLO

ANALISE HISTOPATOLOGICA DE BIOPSIA COM “PUNCH’ EM PACIENTES

QUEIMADOS.

Amostras de tecido (bidpsias) de pele queimada, obtidas utilizando um “punch” de tamanho pré-
determinado (4mm) de cor azul.

D)

Processamento da amostra:

Amostras colhidas no Centro Cirdrgico de Queimados (CCQ) por ‘punch” serao
imediatamente fixadas em solugéo de formalina a 10%;

Uma vez fixada sera desidratada automaticamente, passando em solugbes de
concentragdo crescente de alcoois (70°-80°-90° e absoluto) e posteriormente
diafanizadas em xilol;

A biopsia sera incluida em parafina, o que permitira a realizagao de cortes de 3 a 5 um
em micrétomo com navalhas descartaveis, perpendiculares a superficie cutanea;

Os cortes serdo desparafinados e hidratados com alcool absoluto, 90, 802, 70°. A lamina
€ colocada na cuba histoldégica com H,O por 10-15 minutos;

Posteriormente o0s cortes serdo corados pela hematoxilina-eosina (HE) (para
diferenciagao de tecido normal e queimado) e pelo Gram (para evidenciar a presenga de
bactérias e classifica-las em gram-positivas e gram-negativas), podendo conforme
necessidade ser utilizadas: técnica de coloracdo como PAS, Grocott, Tricromico, entre
outras.

Para a montagem da lamina sera colocado balsamo do Canada sobre o corte e

colocada a laminula sobre a lamina.

O espécime histolégico sera examinado por microscépio éptico (aumento de 400 e 1000 vezes).

O alcance da profundidade da invasao bacteriana sera classificado pela seguinte escala:
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ULCERAGAO:
Total — sem epiderme
Parcial — com parte da epiderme

NECROSE: Coagulativa e Supurativa
Discreta — derme superficial
Moderada — derme intermediaria
Severa — derme profunda

INFLAMAGAO:
Crobnica / Reparativa:
Discreta
Moderada
Acentuada

MICRORGANISMOS:
Localizacao:
Na superficie; No interior do derme superficial; No interior do derme Intermediario; No
interior do derme profundo e No interior da hipoderme.
Distribuicao:
Tecido Viavel e Nao Viavel.

Visualizacdo de microrganismos em tecido viavel representa infeccdo invasiva da ferida por

queimadura.

Elaborado por Jannaina F. Melo Vasco




