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RESUMO

Cento e quarenta e um pacientes diabéticos apresentando tlceras infectadas foram atendidos
no Centro Integrado de Diabetes e Hipertensio do estado do Cearé no periodo de 01/03/2000
a 30/11/2001 e submetidos a um estudo microbiolégico no laboratdrio de microbiologia do
departamento de medicina legal / Universidade Federal do Ceard. Destes, 98 (69,5%)
apresentaram infecgdes do tipo polimicrobiana onde a classificacfio de Wagner mais
prevalente no estudo foi a de Grau II, presente em 44,0% dos pacientes. Foram isoladas 298
bactérias, apresentando a seguinte distribuigfio: 177 (59,4%) bacilos Gram negativos, 85
(28,5%) cocos Gram positivos, € 36 (12,1%) anaerdbios estritos; dos quais 10 (3,4%)
pertenciam ao grupo Bacteroides fragilis € 09 (3,0%) cepas de Peptostreptococcus sp. Do
grupo dos bacilos Gram negativos, 156 (52,4%) pertenciam a familia das Enferobacteriacecae
e apenas 21 (7,0%) pertenciam a espécie de Psewdomonas aeruginosa. Da familia
Enterobacteriaceae as espécies mais freqlientes foram: Klebsiella preumoniae (11,1%),
Morganella morganii (10,4%) e Escherichia coli (8,1%). Desta familia foram identificadas 10
cepas produtoras de beta-lactamases de espectro estendido (ESBLs) (6,0%), pertencentes as
espécies K. pneumoniae (7 cepas), E.coli (3 cepas). As enterobactérias foram isoladas de
83,7% dos pacientes € o Staphylococcus aureus de 43,2%. Vale ressaltar o isolamento de
Streptococcus pyogenes em 7,8% dos pacientes. Das cepas de Staphylococcus aureus 07
(11,5%) apresentaram resisténcia 8 oxacilina (cepas ORSA). Todos os pacientes infectados
por cepas ORSA relataram internagBes e/ou uso de antimicrobianos nos meses anteriores 2
coleta. Por ser o Diabetes Mellitus tipomQ uma doen¢a endémica ¢ o pé diabético sua
complicagfio mais freqliente; faz-se necessario que se crie nos centros de diabetes uma rotina

para identificacfio dos agentes etiologicos causadores destas infecgbes.



ABSTRACT

One-hundred-forty-one diabetic patients exhibiting infected ulcers were treated at the Diabetic
Center of Ceard from 01/03/2001 to 30/11/2001 and were submitted to a microbiology study
at the microbiology laboratory of the legal medicine department/Federal University of Cear4,
Brazil. Of these, 98 (69.5%) patients showed infections of the type polymicrobial where the
classification of wagner prevalent in the studies was the degree II, found in 44% of the
patients. 298 bacteria were isolated showing the following distribution: 177 (59.4%) Gram-
negative bacilli; 85 (28.5%) Gram-positive cocci; and 36 (12.1%) stricts anaerobes of, which
10 (3.4%) belong to the group of Bacteroides fragilis and 9 (3%) to the species
Peptostreptococcus. The group of Gram-negative bacilli, 156 (52.4%) belongs to the
Enterobacteriacege family and only 21 (7%) belongs to the species Psendomonas
aeruginosas. The most frequent of the Fnterobacteriaceae family were: Klebsiella
preumoniae (11.1%), Morganella morganii (10.4%) and Escherichia coli (8.1%). From this
family, the following K preumonice species (07 strains), E. coli (03 strains).
Enterobacteriaceae were isolated from 83.7% of the patients and Staphylococcus aureus from
43.3%. It is worth noting that the isolation of Streprococcus pyogenes was seen in 7.8% of the
patients. The strains of S. awreus 07 (11.5%) introduced resistence to Oxacillin (strains
ORSA). All the patients infected by strains ORSA were interned and/or treated with
antimicrobial during the few months pmor to the study. As diabetes mellitus type 2 is na
endemic disease giving rise to daabenc foot, complications are more frequent. Therefore, a
routine needs to be created in the diabetes centres to identify etiological agents, the causes of

these infections.
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1 INTRODUCAO

1.1 Diabetes Mellitus ¢ Aspectos Epidemiolégicos

O Diabsetes Mellitus (DM) € um distirbio metabolico de etiologia multipla; ¢ um dos
mais importantes problemas de salde na atualidade, tanto em termos do nimero de pessoas
afetadas, incapacitac®es, mortalidade prematura, como dos custos envolvidos no controle e
tratamento de suas complicacdes (DINIZ, 2000). A classificagdo atual do Diabetes Mellitus

inclui estagios clinicos do diabetes e esta dividida em diferentes categorias:

o Diabetes Mellitus tipo 1: resulta da destruicBo das células beta do péAncreas,
levando a deficiéncia absoluta de insulina, de natureza auto-imune ou idiopatica,

com tendéncia a cetoacidose.

o Diabetes Mellitus tipo 2: forma mais prevalente de Diabetes Mellitus, resulta de
resisténcia a insulina e deficiéncia na sua secrecfio. A maioria destes pacientes s8o

obesos € a cetoacidose s6 ocorre em situagdes especiais como infecgfo.

o Diabetes Gestacional: € a diminuicfo da tolerdncia a glicose, em qualquer grau,

diagnosticada pela primeira vez durante a gestagfo.

"o Qutros tipos especificos: defeitos gendticos funcionais da célula beta, defeitos
genéticos na acfo da insulina, doengas do péncreas exdcrino, endocrinopatias,
induzidos por firmacos e agentes quimicos, infeccbes, formas incomuns de
diabetes imuno-mediado e outras sindromes genéticas geralmente associadas ao

diabeties.

Do total de casos de diabetes, 90% s#o do tipo nfo-insulino-dependente (tipo 2), 5 a
10% do tipo insulino-dependente (tipo 1) e 2% do tipo secundério ou associado a outras
sindromes (DINIZ, 2000). Atualmente, nos Estados Unidos sfo de 14 milhGes o niimero de

pacientes com esta patologia e no Brasil estima-se que o ntimero chegue a cinco milhdes de
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diabéticos, dos quais metade desconhece o diagnostico. A prevaléncia de diabetes no Brasil,
na populagfo urbana de 30 a 69 anos € de 7,6%. Pacientes diabéticos com tlceras infectadas
representam a maioria dos pacientes diabéticos nos hospitais brasileiros. A prevaléncia ¢ de
6,4% no Estado do Ceard, com taxa de desconhecimento da doenga de 64% (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE DIABETES, 2002).

A situagio epidemiolégica do Diabetes Mellitus do tipo 2 (DM-2) o torna problema de
satde ptblica da maior importincia. Constata-se no DM-2 uma situag@o peculiar, embora nio
exclusiva: a doencga evolui habitualmente durante anos com sintomatologia pouco expressiva,
pouco valorizada pelos pacientes ou avaliada como inespecifica pelos médicos. O fato
importante: quando confirmado o diagndstico, j& transcorreu um intervalo de tempo de
duragdo varidvel durante o qual os distiirbios metabdlicos ja causaram danos. Os alvos mais
atingidos sfo os vasos € nervos que resultam nas freqiientes e inevitdveis complicagOes

cronicas do paciente diabético (DINIZ, 2000).

1.2 Complicacbes Cronicas do Diabetes Mellitus

Os pacientes com diabetes sfo susceptiveis a uma ampla gama de complicagbes
clinicas. Estas complicagbes crOnicas sHo as principais responsdveis pela morbidade e
mortalidade dos portadores de diabetes (NATHAN et al, 1997). Dentre estas complicacdes,
destacam-se a retinopatia com perda de visfio, nefropatia, evoluindo para insuficiéncia renal
cronica, neuropatia autondmica, neuropatia periférica com risco para ulceragfio, amputagfo €
doenga vascular periférica. As tr€s primeiras categorias de complicacSes sio relativamente
especificas do diabetes e caracterizam-se por alteragbes endoteliais patoldgicas, como o
espessamento da membrana basal € a permeabilidade vascular aumentada. Por esta razfio, a
retinopatia, a nefropatia e a neuropatia sfo categorizadas como complicagdes microvasculares
do diabetes. A susceptibilidade aumentada a aterosclerose e as complicacdes que dela

decorrem sfo categorizadas como complicagdes macrovasculares (CLEMENTS, 1997).
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A neuropatia diabética periférica e a doenga vascular periffrica sdo as mais
importantes dentre essas complicacBes. A neuropatia diabética periférica parece ser a forma
mais comum de complicagio cronica do Diabetes Mellitus. E definida como qualquer
desordem sintomética clinicamente evidente ou subclinica, que acontece na vigéncia do
diabetes, incluindo manifestacBes somaticas e/ou autondmicas no sistema nervoso periférico e

autondmico (AMERICAN DIABETES ASSOCIATION, 1997).

A doenga vascular periférica acomete principalmente as artérias tibial e peritonial
entre joelho e pé. Leva a uma diminuicdo da perfusfo arterial para os membros inferiores,
contribuindo para a ulceragfo, dificultando a cicatrizacio das feridas, diminuindo a nutrigio

tissular e a capacidade de combater infec¢Bes (LEVIN, 1995).

1.3 P¢é Diabético

Dentre as complicagdes crdnicas do diabetes, a neuropatia periférica que pode levar a
ulceracdes nos pés com potencial evolugBo com infecclo e amputagfio representa uma das
mais importantes. Segundo o consenso internacional sobre o pé diabético de 2001, o pé
diabético ¢ definido como qualquer infecgfo, ulceragfio e/ou destruicfo dos tecidos profundos
associados a anormalidades neurolégicas e a vérios graus de doenga vascular periférica dos

membros inferiores (CONSENSO INTERNACIONAL SOBRE PE DIABETICO, 2001).

"Os diabéticos apresentam maior propmsao as ulceracdes nos membros inferiores e
infeccdes. Dentre todas as infeceBes que o paciente diabético possa apresentar, a que causa
maior morbidade € a infeccfo do pé. Estima-se que cerca de 25% dos pacientes diabéticos
sofrem deste mal durante a vida (SAPICO et al, 1984). O Diabetes Mellitus pode dar origem
aos problemas do pg, ja que pode predispor o paciente 2 aterosclerose periférica com isquemia
associada, ou pode causar uma neuropatia periférica com alteragdes proprioceptivas, assim
como, na sensibilidade ao choque ou a dor ¢ atrofia secundéaria dos muisculos esqueléticos nas
pernas € nos pés. Os problemas comuns dos pés que podem evoluir para infecgio, atuando

como porta de entrada sfo: vesiculas (bolhas), calosidades, verrugas, fissuras, infecgfio
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fungica interdigital, paroniquia, unhas encravadas, acidentes associados ao corte das unhas ¢
queimaduras. As Ulceras resultam de maultiplos mecanismos fisiopatologicos sendo a
neuropatia sensério-motora e autondmica, ¢ a doenga vascular periférica os principais fatores
predisponentes. A neuropatia € de longe o motivo mais comum da formagfo de ulceragdes no
pé, levando 2 infecgfio (SPICHLER et al, 1998). A patogénese proposta ¢ a seguinte: a
distribuicdo desigual da pressfo na superficie plantar do pé, possivelmente agravada, até certo
ponto pela redugfo da gordura do pé, leva ao microtrauma tecidual, que serve como porta de
entrada para as bactérias que inicialmente colonizam as fissuras. As infecgSes fingicas
superficiais podem, da mesma forma, servir como porta de entrada. O paciente nfo ap;esema
resposta dolorosa ao trauma inicial, devido & neuropatia subjacente. Deste modo, o trauma
continua e associa-se a necrose tecidual. Por fim, o movimento das estruturas dentro do pé
promove a colonizagfo bacteriana mais profunda ¢ a disseminagfio com infeccfio secundaria,
levando ao aumento da inflamacio local, 4 liberagfo de mediadores inflamatérios e ao malor
comprometimento da capacidade de limitar a infecgBio inicial. Estes eventos resultam em
infeccio dos tecidos moles, ou dssea, associada 4 necrose, que, finalmente, pode levar 2 perda

da extremidade inferior, associada ou nfo a bacteremia e sepse (GATES, 1997).

A ulceragBo e infecgfio associada pode ser superficial ou profunda e/ou com
comprometimento de estruturas subjacentes & lesfo e necrose culminando com a amputagdo
do membro. Com o objetivo de classificar estas lesdes, Wagner propds um estadiamento das

mesmas, variando do Grau 0 a Grau V, como mostra o quadro abaixo:
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Quadro I: Classificagio de Wagner

Grau 0 Auséncia de les@io aberta, presenga de
calosidades e deformidades (dedos em garra,

proeminéncia de cabecas de metatarsos).

Grau | Ulcera superficial, bolhas, escoriagfio,

infeccdo fungica

Grau 11 Profunda, penetrando tecido adiposo
subcutdneo até os tendbes ou ligamentos,

clinicamente infectada

Grau 111 Infecgdo profunda, abscessos, osteomielite

Grau 1V ) Gangrena localizada em dedos, ante pé ou
calcanhar

Grau V Gangrena de todo o pé

Fonte: Wagner, F.W, Tratamento do pé diabético. Endocrinology, v.10, n® 4, p.29-38, 1984,

Outros fatores como; sexo, tabagismo, peso, altura, diabetes de longa duragfo (acima
de 10 anos), idade avangada (acima de 40 anos), hipertensdo arterial, alteracdes biomecénicas,
apresentam um sinergismo na presenca de um quadro de neuropatia, favorecendo assim o
surgimento de ulceragdes (BOULTON et al, 1986; FOSTER et al, 1987, CRAUSAZ et al,
1988).

1.4 Bacteriologia do P¢é Diabético

A infecgio do pé diabético pode ser monomicrobiana ou polimicrobiana, o que ocorre
em 60 a 80% dos pacientes. Staphylococcus aureus € Staphylococcus epidermidis sao isoladas
de cerca de 60% de todas as Ulceras infectadas. Enterococos, estreptococos e enterobactérias

sfo encontrados menos freqiientemente, e 15% das tlceras infectadas tém a participagfo de
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bactérias anaerobias estritas (ROUTH et al, 1996). Estudo realizado por Lipsky et al,
publicado em 1990, mostraram que o perfil bacteriolégico de uma infecgfio de Glcera de pé
diabético estd diretamente ligado ao nfvel de comprometimento da infec¢fo. Infecedes com
leve comprometimento tecidual predominam organismos do tipo aerébios. O perfil
bacteriologico dos espécimes clinicos provenientes de infecedes leves estudado por Lipsky ef
al, apresentavam um predominio de cocos Gram positivos em especial o Sfaphyl(}coccw
aureus ¢ bacilos Gram negativos, destacando as espécies pertencentes a familia das
Enterobacteriaceqe. Apenas um pequeno percentual destes espécimes apresentavam bartﬂmaﬁ
anaerObias. Lipsky ef ol também destacaram a presenga de cepas de Psendomanaé aemwmm

isoladas de uma forma ocasional em seu estudo.

As infecgBes de lceras de pé diabético que apresentam um severo comprometimento
tecidual 1510 ¢; presenca de necrose, gangrena, intenso quadro de celulite, abcessos com ou
sem osteommh‘te sfo tipicamente polimicrobianas com participagfo de bactérias anaerdbias

estritas {LOUIE et al, 1976; SAPICO etal, 1984.; WHEAT et al, 1986).

A participagBo de bactérias anaerObias estritas em tlceras infectadas de pacientes
diabéticos foi pela primeira vez documentada, em 1976, por Louie et ol 1976. Estes autores
examinaram pacientes ambulatoriais e isolaram anaerdbios de 18 dos 20 pacientes

acompanhados.

Sapico et al em pesquisa publicada em 1984, com 32 pacientes submetidos
posteriormente a amputagSes constataram que 25 (78%) destes apresentavam infeccBes do
tipo polimicrobiana, e que as bactérias anaerdbias isoladas dos espécimes estavam associadas
as lesbes que apresentavam odor putrido. Dos 154 isolados bacterianos deste estudo, 91 (59%)
eram bactérias aerdbias e 63 (41%) eram anaerébias. Dentre o grupo das bactérias aerébias a
familia que obteve uma maior freqliéncia de isolamento foi a das Enterobacteriaceae. Ja no

grupo dos anaerobios o gé€nero com maior freqiiéncia de isolamento foi Bacteroides sp.

Lawrence et al (1994) descreveram o perfil de isolamento bacteriano de infecgfo de
tecido mole e osteomielite em pacientes diabéticos com tlceras infectadas. Em estudo
retrospectivo de 7 anos com pacientes hospitalizados, os autores avaliaram 22 casos de

osteomielite e 44 casos de flcera associada 2 infec¢fio de tecidos moles. O Staphylococcus
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aureus foi isolado de 68% dos pacientes seguido de Streptococcus sp (43%) e Entferococcus
sp (27%). Pseudomonas sp foi a mais freqlientemente isolada de pacientes com osteomielite
(38%), do que de pacientes com infecgfo de tecidos moles (18%). Bactérias anaerobias

estritas foram isoladas de 11% dos pacientes.

Goldstein et al (1996) em estudo prospectivo com pacientes diabéticos e nio
hospitalizados apresentando tlceras infectadas isolaram predominantementie Staphylococcus
aureus em 76% dos pacientes incluindo cepas de Staphylococcus aureus resistentes a
Meticilina (MRSA) em 20% dos casos. Os autores chamam atengfo para o percentual de 20%
de cepas de Staphylococcus aureus resistentes & Meticilina e para o aumento da resisténeia
bacteriana a antimicrobianos na populacfo americana, ocorrendo fanto nos hospitais quanto

nas comunidades,

1.5 Resisténcia Bacteriana a Antimicrobianos

O conhecimento do fendmeno da resisténcia aos agentes fisicos e quimicos entre
microorganismos, data do inicio da era microbiana. Com a introdugfio das primeiras
substincias quimicas com finalidades quimioterdpicas especificas, Ehrlich er «f (1907),
verificaram que a resisténcia podia ocorrer em elementos de wma mesma populagfo
microbiana, observando que em culturas de tripanossomas tratados com arsénico ou com ©
- determinados corantes havia a sobrevivéncia de alguns exemplares de uma mesma colbnia. O
advento do uso clinico das Sulfonamidas, em 1933 e, em seguida da Penicilina, em 1941,
levou a constatacfio de que a resisténcia bacteriana aos agentes antimicrobianos podia ser uma
caracteristica natural das espécies de bactérias a ser adquirida por cepas individuais dentro de

uma populacio sensivel (TAVARES, 1996).

Ao descobrir a Penicilina em 1929, Fleming foi o primeiro observador da resisténcia
natural de microorganismos aos antibidticos, descrevendo que bactérias do ‘grupo coli-tifoide
ndio eram inibidas pelo antibidtico. A causa desta resisténcia natural foi, pouco depois,

descoberta por Abraham e Chain, que, em 1940, um ano antes de sua primeira publicagfo
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sobre o uso clinico da Penicilina, demonstraram em extratos de Fscherichia coli uma enzima
capaz de destruir a agfio da Penicilina, a qual denominaram penicilinase. A difusfo do uso
clinico da Penicilina trouxe ao conhecimento o fato de que entre microorganismos sensiveis
ao antibiético havia o encontro de cepas resistentes, sendo verificado por Kirby ef o/ (1944),
em que alguns estafilococos isolados de material clinico mostravam-se resistentes a Penicilina
devido a produgfo de penicilinase. Em 1946, cerca de 5% dos estafilococos isolados de
pacientes ou portadores eram resistentes 2 Penicilina. Em 1949 esta resisténcia podia ser
notada em 29% dos germes isolados em hospitais; em 1950 atingiz. 50% e em 1959 era de

cerca de 80% em hospitais americanos (BAUER et al, 1960).

Em 1959, multiresisténcia as drogas, transmissivel, foi encontrada em cepas de
Shigella sp isoladas de pacientes com disenteria no Japdo e, no final dos anos 70 uma
resisténcia multidroga surgiu novamente, primeiro em Staphylococcus aureus e depois em
uma variedade de bacilos Gram negativos, particularmente aqueles responséveis por surtos de
infeccBes hospitalares. A descoberta de cepas de Haemophylus influenzae ¢ de Neisseria
gonorrhoeae que haviam adquirido plasmidios com codificagBio de beta-lactamase,
demonstrou que a resisténcia ndo € apenas um fendmeno restrito aos patdgenos das infeceSes
hospitalares, mas um fendmeno que pode se desenvolver com qualquer patégeno

(TENOVER, 2000),

Na atualidade, a resisténcia bacteriana adquirida é descrita em praticamente todas as
espécies de bactérias e j4 sdo conhecidos muitos dos mecanismos bioquimicos de resisténcia €
os mecanismos moleculares de transferéncia de resisténcia entre as bactérias. Sabe-se

também, que a capacidade das bactérias serem resistentes as drogas antimicrobianas nfo €
uma propriedade nova ou dependente do erprego dos antibidticos, uma vez que estafilococos
isolados em 1937 e preservados em culturas mostraram-se produtores de beta-lactamases ¢
que exemplares de Bacillus licheniformis preservados na raiz de uma planta estocada no
Museu Britanico desde 1689 também produziam uma beta-lactamase similar 4 produzida por
amostras do mesmo bacilo dos tempos atuais. Estes exemplos sfo demonstrativos histéricos
de que caracteristicas genéticas codificadoras de resisténcia aos antimicrobianos existiam
nestas bactérias muito tempo antes do primeiro uso da Penicilina (MEDEIROS et al, 1984,

KIEHL, 1973).
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Nas ultimas décadas o que se tem observado € que a disseminacfo de microrganismos
com multipla resisténcia as drogas estdo ocorrendo tanto nos hospitais quanto nas
comunidades. Isto representa o resultado da interag8o de varios fatores, o mais importante dos
quais, seja talvez, a presso seletiva que estes sofrem para sobreviver na presenga de agentes
antimicrobianos. Dois grupos importantes de bactérias que vem apresentando crescente
resisténeia & antimicrobianos e estfo freqlientemente envolvidos nas infec¢des das tlceras em

pacientes diabéticos, sfo os estafilococos € as enterobactérias (TENOVER, 200@).

“

1.5.1 Resisténcia a antimicrobianos em Staphylococcus aureus ¢ Enterobacteriaceae

Staphylococcus aureus € o mais importante patdgeno relacionado com infeccBes
hospitalares ¢ continua, como o principal causador de infeceSes adquiridas na comunidade, na
maioria dos paises. Estd presente na microbiota residente de 10 a 20% da populagéio. Os sitios
dominantes de colonizagdo sfio as fossas nasais, axila e perineo. A faringe e ouiros sitios
cutdneos sfo também fregilentemente colonizados. Dada a alta taxa de portador de
Staphylococcus aureus, ndo ¢ surpresa que a infecgfio comunitaria por S, gureus sgja comum.
Grupos de risco aumentados para infec¢fio comunitaria por S. gqureus, sfo pacientes com
Diabetes Mellitus, doencas dermatolégicas crnicas, pacientes que requerem didlises ¢

usuarios de droga intra-venosas (LOWI, 1998; KAUFFMAN, 1997).

A primeira cepa de Staphylococcus aureus resistente a Meticilina foi isolada em 1960,
logo ap6s a introdugBo da Meticilina na terapéutica. Naquela data o niimero de isolados de
MRSA era em torno de 0,1%, mas desde entfo tem-se disseminado em todo o mundo.Estas
cepas sfo freqiientemente isoladas em ambientes onde a pressiio seletiva € alta, como nos
hospitais. Desde a emergéneia de cepas MRSA, a Vancomicina tem sido o tnico
antimicrobiano uniformemente efetivo para o tratamento de infecgdes por 8. auwreus. Em 1996
foi relatado o primeiro caso de reduzida susceptibilidade a Vancomicina (definida como uma

concentracfo inibitéria minima entre 8 e 16ug/ml) em um paciente do Jap#o. O surgimento de
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infeceBes virtualmente intratdveis € o espectro que ronda a comunidade médico-cientifica na

atualidade (DYKEK & GREGORY, 1997; HIRAMATSU et al, 1997).

As enterobactérias sdo um dos importantes grupos de patégenos tanto em infeccio
comunitdria, como hospitalar. Normalmente sfo saprofitas humanos, colonizam o trato
gastrintestinal e a nasofaringe. Geralmente amostras clinicas de enterobactérias apresentam
resisténcia intrinseca a ampicilina, carbenicilina e cefalosporinas de primeira geragfo devido a
produgfo de beta-lactamases, como SHV-1 e TEM-1. No entanto, na década de 80, bactérias
exibindo resisténcia as cefalosporinas de espectro ampliado, devido as mutagOes nos genes
blaTEM e blaSHV foram descritas. Por conferirem resisténcias as cefalosporinas de espectro
ampliado, tais como, Cefotaxima, Cefiriaxona e Ceflazidima essas beta-lactamases foram
denominadas de espectro ampliado- (extended spectrum B-lactamases-ESBL). O primeiro
microorganismo resistente a cefalosporina de espectro estendido foi isolado na Alemanha em
1983, sendo ainda reportado pela primeira vez como surto na Franga em 1985, Inicialmente
ESBLs foram limitadas a Klebsiella sp, especialmente Klebsielln pneumonice, sendo que
atualmente existem relatos de ESBLs detectadas de numerosas espécies de enterobactérias

incluindo Escherichia coli, Enterobacter sp, Proteus sp (SANDERS et al, 1996).

Em 1997, o programa de vigilincia de resisténeia & antimicrobianos (SENTRY)
avaliou a ocorréncia de ESBLs em cepas de Klebsiella prneumonioe e Escherichia coli em
paises da américa latina; e constatou que a ocorréncia de ESBLs em cepas de Kiebsielln

preumoniae (41,8%) € bem maior que em cepas de Escherichia coli (10,3%).

Estudo realizado em 1999 em 35 hospitais do Brasil, observou que 48% das cepas de
Klebsiella pneumoniae e 10% das cepas de Escherichia coli isoladas eram produtoras de

ESBL (GUZMAN-BLANCO et al, 2000).



PE DIABETICO: Estudo Bacteriolégico de 141 Pacientes atendidos no Centro Integrado de Diabetes & 11
Hipertens&o do Estado do Ceard '
Autor: Renato Motta Neto

1.5.2 Importincia da Resisténcia

O desenvolvimento das drogas antimicrobianas, produziram uma decisiva redugfo na
mortalidade e na morbidade de intmeras doengas infecciosas. Paralelamente, porém, a
administragfo destas drogas a populagfo humana e 0 seu uso na medicina humana, veterinaria
¢ na agricultura, favoreceram a selecdo de microorganismos resistentes e levaram a presente
condicdo, na qual os antimicrobianos estéo perdendo sua eficacia. Tal fato, foi de inicio,
otservado, principalmente em hospitais. Mas, € agora também reconhecido no meio
comunitario. Esta situacBo € atribuida principalmente ao uso inadequado dos antibidticos para
o tratamento e profilaxia em infecgGes humanas ¢ 4 administragfio das drogas em animais corm
finalidades terapéuticas, profilaticas e de promocSes do crescimento, levando 2 selecfio de
microorganismos resistentes em sua microbiota (WORLD HEARLTH ORGANIZATION,
1983).

O combate a resisténcia bacteriana pode ser realizado através de diversas medidas, tais
como: reverso ao estado de sensibilidade primitiva por perda de fatores de resisténcia ou por
mutag#io, uso de altas concentracSes de antimicrobianos (para superar o mecanismo de
inativag8o), rodizio de uso de antimicrobianos em hospitais, uso de associa¢des, descoberta de
novas drogas, inibicBo dos mecanismos bioquimicos da resisténecia, limitacfio do uso de
antimicrobianos (promocdo do crescimento de animais) e a restrigio ao uso de
antimicrobianos que € certamente a medida mais importante devido os antimicrobianos serem
~restringidos a indicagbes clinicas bem precisas, tanto em medicina humana como na

veterindria (TAVARES, 1996).

A necessidade de se criar estratégias para o controle do uso racional de
antimicrobianos deve ser vista de forma urgente e preocupante, pois se 0s centros de satde,
hospitais, ambulatérios e 6rgdos competentes nfo atuarem de forma mais enérgica, orientando
0s prescritores a respeito desta problemética, em pouco tempo perderemos todo o nosso

arsenal terapéutico.
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2 OBJETIVOS

2.1 Gerais

o Tracar o perfil de isolamento de cepas bacterianas isoladas de tlceras infectadas

em pacientes ambulatoriais e atendidos no Centro Integrado de Diabetes e

w

Hipertensio do Ceara (CIDH).

2.2 Especiticos

» Determinar a sensibilidade a antimicrobianos das cepas prevalentes isoladas destes

pacientes.

» Analisar os resultados obtidos e correlaciona-los com os dados dos pacientes.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Tipo de Estudo

Trata-se de um estudo transversal descritivo em que participaram 141 pacientes (77
homens e 64 mulheres), onde estes, foram submetidos antes da coleta do espécime ciinico a
uma triagem (Anexo II) feita no Centro Integrado de Diabetes e Hipertensdo do Ceara

(CIDH) em Fortaleza, local da realizagfo da pesquisa.

3.2 Periodoe ¢ Local do Estudo

O Centro Integrado de Diabetes ¢ Hipertensfio € um centro de referéneia secundéria
estadual que atua na drea de diabetes, composta por uma equipe interdisciplinar e ambulatério
especializado em pé diabético. A triagem do paciente € feita como rotina no ceniro, com o
intuito de estabelecer o diagnéstico de diabetes, bem como, avaliar as condi¢cbes do paciente ;

no que se refere a: controle de pressfio, taxa glicémica, alimentacfo ¢ estado geral.

Os espécimes clinicos foram coletados no periodo compreendido entre 01/03/2000 a
30/11/2001, no Ambulatério do P¢é Diabético (CIDH). Apéds coleta, foram processados no
Laboratério de Microbiologia do Departamento de Patologia ¢ Medicina Legal da

Universidade Federal do Cearé.



PE DIABETICO: Estudo Bacterioldgico de 141 Pacientes atendidos no Centro Integrado de Diabetes e 14
Hipertensio do Estado do Ceara :
Autor: Renato Motta Neto

3.3 Populacio do Estudo

Os pacientes atendidos procuraram voluntariamente o servigo do ambulatério do pé
diabético com queixas de lesGes em membros inferiores. Informacdes sobre idade, sexo,
endereco residencial, profissfio, evolucdo, causas das lesGes e uso de antimicrobianos foram
obtidos dos pacientes atendidos através da aplicagdo de um questiondrio (Anexo II). Foram
utilizados critérios de inclusfo e exclusdio: pacientes diabéticos apresentando dlceras
infectadas eram incluidos, ja pacientes diabéticos com tlceras sem infeccfio eram excluidos

da pesquisa.

Antes da coleta do material (espécime clinico) estes assinaram um termo de
consentimento (Anexo 1I), permitindo assim, a realiza¢fo do ato. N#o foram excluidos da

pesquisa aqueles que faziam anteriormente uso de antimicrobianos.

3.4 Coleta e Transporte

As lesBes foram submetidas a limpeza com solucdo de cloreto de sédio (soro
fisiologico), estas administradas em forma de jatos diretamente sobre a lesdo e posterior
limpeza com tamp#o de gaze estéril, preparando assim, o sitio para o debridamento quaﬂdg
necessario. Para o debridamento foi utilizado uma ldmina de bisturi descartavel e estéril com
intuito de retirar todo o tecido necrosado (quando presente) ou tecido morto que envolvia a
lesfio. Apbs esta etapa, submeteu-se a lesfo a uma nova lavagem com solugfo de cloreto de
sodio estéril (soro fisioldgico), possibilitando assim, a coleta do espécime, presente na base

da lesfo para posterior analise microbiologica.

Apbs os procedimentos citados acima, o espécime clinico foi coletado com auxilio de
dois "swabs", estéreis e descartdveis. Ambos foram saturados com o material coletado e,

imediatamente ap6s a coleta, um foi acondicionado em meio para transporte Stuart {Anexo I)
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e 0 outro em meio para transporte Cary & Blair modificado (PRAS) (Anexo I). O tempo

decorrido entre a coleta e semeadura nio excedeu a duas horas.

3.5 Isolamento e Identificacio de Bactérias Aerdbias ¢ Anaerdbias Facultativas

Para o isolamento de bactérias anaerébias facultativas e aerdbias estritas, foram
utilizados meios e procedimentos recomendados por Koneman e col (1997) e Murray e col

(1999) (Anexo I).

O "swab" coletado em meio para. transporte Stuart foi semeado, em: BHI caldo (Brain
Heart Infusion Broth) (DIFCO), Agar Mac Conkey (DIFCO) e BHI 4gar (Brain Heart
Infusion agar) (DIFCO) suplementado com 5% de sangue desfibrinado de carneiro, com
intuito de isolamento primdrio. Apés semeado, todo este material foi incubado em estufa

bacteriologica a 35/ 37°C durante 24 2 48 h.

3.5.1 Identificacfio de Cocos Gram Positivos

Ap6s confirmacfio das caracteristicas colonials e morfotintoriais {coloragfio de Gram
Kopeloff-Beerman), e afinidade de crescimento em meios de cultura, foram realizadas provas
como: catalase, coagulase em lAmina e tubo, provas da bacitracina, teste do caldo
hipercloretado, teste de aglutinagio em latex (identificacdio de estreptococos beta-
hemoliticos) com objetivo de identificagio dos géneros e espécies bacterianas

(KONEMANN e col., 1997) (Anexo I).



PE DIABETICO: Estudo Bacteriolégico de 141 Pacientes atendidos no Centro Integrado de Diabetes ¢ 16
Hipertensdo do Estado do Ceard '
Autor: Renato Motta Neto

3.5.2 Identificaclo de Bacilos Gram Negativos

Ap6s confirmagdo das caracteristicas coloniais e morfotintoriais (coloracdio de Gram
Kopeloff-Beerman), e afinidade de crescimento em meios de cultura, foram realizadas as
seguintes provas: Producfo de pigmento, atividade de citocromo-oxidase (identificagfio de
bactérias ndo fermentadoras), crescimento em triple sugar iron agar (TSI), prova do indol,
prova da utilizago do citrato, prova da descarboxilagio dos aminoécidos arginina,ornitina e
lisina, produgfio de urease, produgfo de acetil-carbinol (Voges Proskauer), produgo de

fenilalanina desaminase, prova da motilidade (Anexo 1) (KONEMANN ¢ col., 1997).

Quando nfio foi possivel a identificacdo pela metodologia convencional, a

metodologia automatizada (Vitek-Biomerieux) foi utilizada para este fim.

3.6 Isolamento e Identificacio de Bactérias Anaerébias Estritas

Paralelamente ao cultivo de bactérias aerdbias e anaerdbias estritas, o outro "swab”
coletado em meio Cary & Blair modificado (PRAS) foi processado utilizando procedimentos
e meios de cultura recomendados por SUMMANEN et al (1993) e SEBALD e PETIT
(1994).

4

O "swab" foi semeado nos seguintes meios de cultura: Brain Heart Infusion Agar
suplementado com 5% de sangue de carneiro desfibrinado, hemina (Smg/ml) e menadione
(5mg/ml), fenil-etil-dlcool/ dgar (PEA), Bacteroides Bile Esculina dgar (BBE) e também em

meio Hquido Brain Heart Infusion Broth suplementado (BHI) (Anexo I).

Apds semeadura do espécime clinico, as placas contendo os meio de cultura, foram
acondicionadas imediatamente em jarra de anaerobiose. A atmosfera de’ anaerobiose foi
obtida através do uso de catalisadores de paladio e envelopes geradores de anaerobiose

(DIFCO ou PROBAC). Foi utilizado solugio de azul de metileno como indicador de
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anaerobiose. As placas foram incubadas a 35/37°C durante 05 dias. Apds este periodo as
coldnias que cresceram foram examinadas ao microscépio estereoscOpio € caracterizadas
quanto aos seus aspectos macromorfolégicos. Todas as colbnias morfologicamente distintas
foram ent8o repicadas para o meio de cultura liquido (Brian Heart Infusion) suplementado e
incubadas a 37°C durante 48hs. O crescimento bacteriano foi utilizado para o teste de
metabolismo respiratorio, visando a caracterizagfo do microorganismo como anaerébio
estrito. Este teste foi realizado semeando o crescimento em 3 placas contendo Agar sangue,
depois incubadas nas seguintes condigSes respiratérias: aerobiose (atmosfera convencional),
microaerofilia (vela) e anaecrobiose (jarra Gaspak). O crescimento bacteriano apeﬁi@s em
condi¢des de anaerobiose demonstrou a presenca de bactérias anaerébias gstritas‘ Esfregacos
das distintas coldnias isoladas foram preparados e corados pelo método de Gram Kopelofi-

Beerman.

Algumas caracteristicas e testes bioquimicos foram utilizados por identificacio

presuntiva das bactérias anaerdbias (Anexo I).

3.7 Estudo do Perfil de Sensibilidade o Antimicrobianos

O estudo do perfil de sensibilidade & antimicrobianos foi realizado com 262 cepas

isoladas e identificadas, constituidas por bactérias aerdbias e anaerdbias facultativas.

3.7.1 Antibiograma de Bactérias Anaerobias Facultativas ¢ Aerébias Estritas

Para cada cepa foi realizado um antibiograma utilizando a técnica de difusfo em 4gar
(NCCLS 2000). Com uma alca microbiolégica foi tocada a superficie de 4 a 5 colbdnias
bacterianas de aspecto similar, que se desenvolveram bem isoladas no respectivo meio. Apos

isto o in6culo foi transferido para um tubo contendo Sml de solugBo salina ajustando a
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turvagiio para 0,5 da escala Mc Farland (PROBAC), que corresponde a uma quantidade de
10® ufc/ml. Foi entdo submergida a esta suspensio bacteriana um "swab" de algodfo estéril e
antes de retira-lo foi eliminado todo excesso de liquido, agitando-o contra a parede interna do
tubo. Apos este procedimento o "swab” foi inoculado & superficie seca do meio de cultura
agar Miieller-Hinton contido em uma placa mantido & temperatura ambiente. Com o objetivo
de distribuir uniformemente o indculo, o dgar foi estriado com o "swab" em pelo menos irés
dire¢Bes, girando a placa em Angulos de aproximadamente 60 graus apds cada éstria. Passado
este procedimento foi recolocada a tampa na placa e deixada em repouso durante 5 minutos,
para secagem do 4gar Miieller-Hinton, antes da colocagiio dos discos de antibi@tigﬁs, A
escolha dos discos obedeceu a critérios estabelecidos pelo manual NCCLS 2000. Os discos
de antibidticos foram colocados manualmente sobre a superficie do meio, com auxilio de
pinca estéril; estes foram coiocadosi aproximadamente 20mm um do outro ¢ a 15muin da
parede da placa evitando assim que as zonas de inibicdo de crescimento se sobreponham ou
se estendam até a margem do agar. Cada disco foi pressionado a superficie do agar com a
ponta da pinga. Apés esta etapa as placas foram incubadas a 35°C em estufa microbiologica
por aproximadamente 18/24hs. Apés este ﬁer;{odo, realizou-se a medigio do didmetro da zona
de inibi¢8o do crescimento ao redor de cada disco de antibibtico, com auxilio de uma régua.
Esta medigfo foi realizada utilizando-se uma fonte de luz refletida observada contra um
fundo negro e opaco; os antibiogramas que continham sangue foram observados também

com luz refletida porém, as medigBes foram efetuadas apds remogfo da tampa da placa.

Cepas de Staphylococcus aureus que apresentaram resisténcia a oxacilina, foram
submetidos a uma prova confirmatéria de resisténcia de acordo com o manual NCCLS M2-

A7 (2000).

o Confirmacfio de Cepas de Staphylococcus aureus resistentes a Oxacilina

Para verificar uma possivel resisténecia de uma cepa isolada de Staphyloceccus aureus

frente 4 Oxacilina, o NCCLS (2000), recomenda a triagem pelo método de difusfio em &
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o teste confirmatorio por diluigBo em Agar. Na técnica de difusfio em agar deve ser utilizado

disco de Oxacilina de 1pg e a incubacfo da placa deve ser de 24hs (e nfio de 16 a 18hs).

Se o resultado da leitura apresentar um halo de inibigfo indicando resisténcia, o teste

confirmatoério deve ser realizado.

o [Método de Detecelio e Confirmacio de Cepas Resistentes 4 Oxacilina

Com o auxilio de uma alca microbiolégica tocou-se a superficie das colonias
bacterianas. O inéculo foi transferido para um tubo contendo 5ml de solucfo salina até
apresentar a turvacfio similar a escala 0,5 Mc Farland (PROBAC). Em seguida, foi
submergido a esta suspensfio um "swab" de algoddo estéril e antes de retiréd-lo foi eliminado
todo excesso de liguido, agitando o mesmo conira a parede interna do tubo. Apods este
procedimento o "swab" foi inoculado & superficie seca do meio 4gar Mileller Hinton com
Nacl a 4% mais 6pug/ml de oxacilina. Com objetivo de distribuir uniformemente o indculo, o
agar foi estriado com o "swab” em uma pequena 4rea da placa (aproximadamente 2,5¢cm).

Passado este procedimento foi recolocada a tampa na placa e deixada em repouso durante 5

minutos para secagem, onde apds este tempo a placa foi incubada a 35°C por 24hs.

A presenca de crescimento nesse meio indicou presenca de gene Mec A, conferindo

resisténcia a oxacilina (NCCLS, 2000; OPLUSTIL CP et al., 2000).

o Identificacfio de Eniterobacierincene Produtoras de ESBL

Todas as cepas testadas e que apresentaram, quando analisado o antibiograma, um
fendtipo de resisténcia apresentando resisténcia a cefalosporinas de terceira geragfio e

sensibilidade as Cefamicinas foram investigadas. O NCCLS (2000) preconiza a realizago de
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um teste confirmatério. Testes especiais tém sido propostos como: dupla difusfo em disco,
teste da adi¢do de inibidores de beta-lactamases, o Etest, o teste tridimencional € o cartio

VITEK ESBL (NCCLS, 2000).

Nesse estudo, foram realizados os testes de dupla difusfio em disco e o cartéio VITEK

ESBL.

1. Dupla Difusfiio em Disco

AMOXAQILINA + AC. CLAYULANICO

T CEFTAZIDIMA
AZTREONAM

Com o auxilio de uma alga microbiologica foi preparado uma suspenséo bacteriana de
turvagdo similar 4 da escala 0,5 Mc Farland (PROBAC). Apoés visualizada esta turvagfo foi
submergida a esta suspensfo um "swab" de algoddo estéril e antes de retird-lo foi eliminado
todo excesso de liquido, agitando-o contra a parede do tubo. Apés este procedimento o
mesmo foi inoculado em placa de dgar Miieller Hinton. Com objetivo de distribuir o indculo,
o agar foi estriado com o "swab" de uma forma uniforme. Passado este procedimento foi
recolocado a tampa da placa e deixada em repouso por 5 minutos para secagem; onde apds
esta etapa foram colocados manualmente sobre a superficie seca do meio, com auxilio de
uma alca estéril os discos de cefalosporinas de terceira geracéio, Aztreonam ¢ Amoxacilina +

Acido clavulinico a uma distdncia de 30mm cada.
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A produgdo de ESBL foi detectada em 24 horas de incubagfo em estufa a 35°C,

manifestando uma zona de inibigio em forma de "rolha de champagne" (NCCLS, 2000).

2. Método de Automacio (bicMérieux Vitek, Inc)

Com o auxilio de uma alga microbiolégica foi preparado o indculo. Foram pescadas
de 3 a 4 colbnias isoladas para o tubo contendo salina, ajustando a turvagdo no colorimetro
1,0 Mc Farland - azul. Apés o ajuste da turvacgio foi transferido 50 pl do mesmo para o tubo
do TSA (teste de sensibilidade a antimicrobianos) através do Modulo I (aspirador/selador).
Apos esta etapa, foi introduzido o tubo pléstico no orificio do cartio GNS-650, onde a
suspenséo padronizada foi transferida para o interior do cartfio. Realizado este procedimento
os cartGes GNS-650, foram colocados na bandeja e incubados no Modelo II

(incubador/leitor).

O tempo de leitura para ESBL foi de mais ou menos 12-18h.0 cartdo GNS-650 € o
cartdo especifico para a realizacfio dos testes de sensibilidade a antimicrobianos de bactérias
Gram negativas, este cartfio pde a bactéria frente aos seguintes agentes antimicrobianos:
Amicacina, Ampicilina, Ampicilina/sulbactam, Aztreonam, Cefepime, Cefotaxima,
Cefoxitina, Ceftazidima, Cefalotina, Gentamicina, Imipenem, Piperacilina/Tazobactam,

Ticarcilina,/Ac. clavulanico, Sulfametoxazol + Trimetoprim e producio de ESBL.

3.8 Controle de Qusﬂidada dos Testes de Sensibilidade a Antimicrobianos

Cepas padrdo Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Escherichia coli {(ATCC
25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) foram utilizadas como controle e testadas

cada vez que um novo lote do meio de cultura era preparado.
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4 RESULTADOS

No presente trabalho 141 pacientes diagnosticados como diabéticos e que
apresentavam tlceras infectadas nos pés foram estudados. Destes, 77 pertenciam ao sexo
masculino (54,6%) e 64 ao sexo feminino (45,4%) (Tabela 1). Foram entfo coletados de cada
paciente 02 "swabs" para estudo microbiologico. No ato da coleta cada paciente foi submetido
a um questiondrio onde foram colhidas informacSes sobre sexo, idade, ocupagiie, taxa
glicémica, tipo de infecgfo, tipo de lesfo e Grau segundo a classificagfio de Wagner, uso de

antimicrobianos, tempo de diabetes e origem das lesdes.

Tabela 1: Distribuicéio dos pacientes quanto ao sexo

SEXO N° DE PACIENTES PERCENTUAL
Masculino 77 54,6%
Feminino 64 45,4%
TOTAL 141 1006,0%

- A faixa etdria mais freqiiente foi a de pacientes com idade entre 51 a 60 anos (32,6%)
(Tabela 2). A ocupago que apresentou uma maior distribuicdo, compreendendo 67 pacientes

(47,5%) (Tabela 4) foi a dos aposentados.
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Tabela 2: Distribuicfio dos pacientes quanto 2 faixa etdria

FATXA ETARIA N° DE PACIENTES PERCENTUAL

20- 30 01 0,7%

31-40 07 5,0%

41 -50 14 O 9.9%

51-60 46 32,6% ¢
61-70 40 2894:%

71-80 | 25 17,7%

81-90 08 5,7%

Total 141 100,0%

Tabela 4: Distribuicfio dos pacientes quanto & ocupacio

PROFISSAO N° DE PACIENTES PERCENTUAL
Aposentado 67 47,5%
Qutras 36 25,6%
Doméstica 27 19,1%
Comerciante | 11 7,8%
TOTAL 141 100,0%

Foi verificado que 106 pacientes (75,1%) residiam em Fortaleza € apenas 29 pacientes

(20,6%) eram do interior do Estado (Tabela 3).
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Tabela 3: Distribuicfio dos pacientes guanto 4 procedéncia

PROCEDENCIA N° DE PACIENTES PERCENTUAL
Fortaleza 106 75,1%
Regido Metropolitana 06 4,2%
Interior do estado 29 20,7%
TOTAL 141 100,0%

%

O tempo de diabetes, € um ponto muito preocupante, haja vista que as complica¢les
comegam a surgir com o passar dos anos. Sobre este tempo foi verificado que 90 (63,8%) dos

pacientes pesquisados apresentaram um tempo de duragfo do diabetes entre 1 e 10 anos

(Tabela 5).

Tabela 5: Distribuicfio dos pacientes quanto a duracio do diabetes

TEMPO DE DIABETES N°DE PACIENTES PERCENTUAL
01 - 10 anos 90 63,8%
11 - 20 anos 41 29,1%
21 - 30 anos o 4,9%
Acima de 30 anos 03 2,2%
TOTAL 141 100,0%

Com relagdo a taxa glicémica, foi verificado que 43,3% dos pacientes apresentaram

valores nos intervalos entre 201-300mg/dl (43,3%) (Tabela 6).
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Tabela 6: Distribuicfio da taxa glicémica dos pacientes estudados

TAXA GLICEMICA N° DE PACIENTES PERCENTUAL
100 - 200 4 29,9%
201 - 300 61 43,3%
301 - 400 27 19,1%
401 - 500 07 4,9%
501 - 600 04 2,8%
TOTAL | 141 100,0%

Quanto a origem da les#io; 35,0% (49) dos pacientes relatou que a tilcera foi originada
de um trauma. Vale ressaltar que 33,0% (47) nfo souberam informar como ocorreu a

formaco de sua lesfio (Tabela 7).

Tabela 7: Distribuicfo dos pacientes quanto 3 origem da lesfo

ORIGEM DA LESAO N° DE PACIENTES PERCENTUAL
Trauma 49 35,0%
Calo 35 25,0%
Nao sabe informar 47 33,0%
Qutras causas 10 7,0%

TOTAL 141 106,0%
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Na tabela 8 pode ser verificado que a infecgfo foi polimicrobiana em 69,5% dos

pacientes estudados.

Tabela 8: Distribuicfio dos pacientes quanto ao tipo de infeccio

TIPO DE INFECCAO N° DE PACIENTES PERCENTUAL
Polimicrobiana 98 69,5%
Monomicrobiana 43 30,5%
TOTAL ‘ 141 100,0%

Todos os pacientes que participaram da pesquisa apresentaram lesBes nos membros
inferiores e estas lesGes foram classificadas quanto ao tipo de Grau apresentado. A
classificagfio padronizada foi a de Wagner. Com relago a (Tabela 9), observamos que foram
classificadas na lesdo de Grau II um total de 62 (44,0%) pacientes e na de Grau V apenas 04

pacientes.
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Tabela 9: Distribuicio dos pacientes quanto 2 classificacfio de Wagner

GRAU N° DE PACIENTES PERCENTUAL

0 00 0,0%

1 32 22,7%

I 62 44,0%

il 29 20,6%

v 14 9,9%

v | 04 2,8%
TOTAL 141 100,0%

Com relacio ao uso de agentes antimicrobianos no ato do exame, verificamos que 91

dos pacientes estudados (64,5%) ndo faziam (Tabela 10).

Tabela 10: Distribuicio dos pacientes que faziam uso de antimicrobianos

 ANTIMICROBIANOS  N°DE PACIENTES PERCENTUAL
Nio 9] 64,5%
Sim 50 35,5%

TOTAL 141 160,0%
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Tabela 11: Espécies bacterianas isoladas de dlceras infectadas em 141 pacientes

diabéticos

Grupos Bacterianos

Aert6bias e Angerobias N de Bactérias Isoladas Percentunal
Facultativas
Bacilos Gram Negativos
Klebsiella pneumoniae 33 11,1%
Morganella morgani 31 10,4%
Escherichia coli 24 8,1%
Proteus mirabilis 23 7,7%
Pseudomonas aeruginosa 21 +7,0%
Enterobacter aerogenes 10 3.,4%
Enterobacter cloaceae 08 2,7%
Enterobacter gergoviae A 05 1,7%
Proteus vulgaris 05 1,7%
Citrobacter diversus 03 1,0%
Enterobacter sakazakii 03 1,0%
Klebsiella oxytoca 03 1,0%
Serratia liquefaciens 02 0,7%
Serratia marcescens 02 0,7%
Citrobacter amalonaticus 01 0,3%
Citrobacter freundii 01 0,3%
Enterobacter aglomerans 01 0,3%
Serratia odorifera 01 0,3%
SUBTOTAL 177 59,4%
Cocos Gram Positivos
Staphylococcus aureus 61 20,4%
Enterococcus sp 11 3, 7%
Streptococcus pyogenes 11 3,7%
Streptococcus sp* 02 0,7%
SUBTOTAL 85 28,5%
Anaero6bias Estritas
Bacteroides do grupo fragilis 10 3,4%
 Peptostreptococcus sp 09 3,0%
Bacilos Gram(-) 708 2,7%
Bacilos Gram {-) pigmentados 08 2, 7%
FPusobacterium nucleatum 01 0,3%
SUBTOTAL 36 12,1%
TOTAL 298 100,0%

*Beta hemolitico do grupo G de Lancefield
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4.1 Estudo microbiolégico

Foram isoladas 298 cepas bacterianas das 141 dlceras infectadas distribuidas da
seguinte forma: 177 bacilos Gram negativos (59,4%), 85 cocos Gram positivos (28,5%) e 36

anaerobios estritos (12,1%) (Tabela 11).

Dos bacilos Gram negativos as espécies que apresentaram maior freqiiéncia em ordem
decrescente foram : Klebsiella preumoniae com 33 cepas (11,1%), Morganella morganii com
31 cepas (10,4%), Escherichia coli com 24 cepas (8,1%) e Profeus mirabilis com 23 cepas
(7,7%). Dentre os bacilos ndo fermentadores a tnica espécie isolada foi a Pseudomonas

aeruginosa com 21 cepas (7,0%) (Tabela 11).

Dos cocos Gram positivos a espécie mais freqiientemente isolada foi Sraphylococcus
aureus com 6lcepas (20,4%) do total, seguida de Streprococcus pyogenes e Enterococcus sp

com 11 cepas (3,7%) respectivamente (Tabela 11).

Quanto aos anaerdbios estritos os mais comumente isolados foram: Bacteroides
fragilis com 10 cepas (3,4%), seguida de Peprostreptococcus sp com 09 cepas (3,0%) (Tabela
11).

No quadro 2 estfo distribuidas as espécies ou grupos bacterianos isolados por
paciente. Em ordem decrescente de freqiiéncia foi verificado que as enterobactérias foram
prevalentes e isoladas de 118 pacientes (83,7%). Em seguida foram isoladas Staphylococcus

“aureus"em 43,3% dos pacientes, bactérias anaerdbias estritas em 17,0%, Pseudomonas
aeruginosas em 14,9% e por tltimo Stféptcﬂ;éoccus pyogenes e Enterococcus sp em 7,8% dos

pacientes respectivamente.
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Quadro 2: Espécies e/ou grupos bacterianos isolados de 141 pacientes

BACTERIAS / GRUPOS BACTERIANOS N° PERCENTUAL
Enterobactérias 118 83,7%
Staphylococcus aureus 61 43,3%
Bactérias anaerdbias estritas 24 17,0%
Pseudomonas aeruginosa 21 14,9%
Streptococcus pyogenes 11 7,8%
Enterococcus sp 1 7,8%
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Quadro 3: Espécies e/ou grupos bacterianos isolados de 141 diferentes tipos de flceras

segundo a classificagio de Wagner

BACTERIAS E OU PERCENTUAL
GRUPOS CLASSIFICACAO DE WAGNER
BACTERIANGS 1 & I 1% k%
Enterobactérias 65,7% 85,5% 89,7% 100% 100%
Staphylococcus 46,9% 56,4% 20,7% 21,4% 50%
aureus
Bactérias anaerobias 0,0% 0,0% 34,5% 71,4% 100%
estritas
Pseudomonas 0,0% 0,0% 41,4% 57,1% 25%
aeruginosa
Streptococcus 3,6% 0,0% 8,9% 0,0% 0,0%
pyogenes
Enterococcus sp 0,0% 3,8% 6,7% 0,0% 0,0%

O quadro 3 descreve a participacdo das espécies e ou grupos bacterianos nos diferentes
tipos de ulceras. Observamos que o grupo das enterobactérias no geral, foi o mais fregiiente.
A espéeie Staphylococcus aureus, foi mais freqiiente nas ulceras de Graus Il e V. Organismos
anaerobios estritos foram isolados de todas as ulceras de Grau V; destacamos também a
participag@io de cepas de Pseudomonas aeruginosa em 57,1% das tlceras de Grau IV. As
espécies Enterococcus sp e Streptococcus pyogenes foram mais isoladas nas tlceras de Grau

ITell
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No grafico 1 pode ser observado que 262 cepas bacterianas isoladas pertenciam ao
grupo de bactérias aerdbias e anaerdbias facultativas (87,9%) e apenas 36 cepas pertenciam

ao grupo das anaerobias estritas (12,1%) (Grafico 1).

GRAFICO 1: Percentual de bactérias isoladas quanto ao grupo

87,9%

[ Aerobicas e Anaerobicas Facultativas E Anaerdbicas Estritas

4.2 Estudo do perfil de Sensibilidade a Antimicrobianos

Analisando o perfil de resisténcia a antimicrobianos das cepas isoladas obtivemos os

seguintes resultados:

Das 156 cepas de enterobactérias isoladas e submetidas a um teste de sensibilidade a
antimicrobianos da classe dos Beta-Lactdmicos, observamos que ocorreu uma maior
resisténcia & Ampicilina 107 cepas (68,6%), e as cefalosporinas de primeira geragdo com 80
cepas (51,3%) resistentes. Observamos também que 55 cepas (35,2%) foram resistentes a

associacdo beta-lactdmico + inibidor de beta-lactamase, 32 cepas (20,5%) apresentaram
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percentual de resisténcia moderado a cefalosporina de segunda geragdo; 21 cepas (13,5%)
apresentaram resisténcia a uma cefalosporina de terceira geragéio e apenas 14 cepas (9,0%)

apresentaram resisténcia a uma cefalosporina de quarta geragéo (Grafico 2).

GRAFICO 2: Perfil de resisténcia aos beta-lactimicos de 156 cepas de enterobactérias
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No grafico 3 pode ser verificado que, 100 cepas apresentaram resisténcia a
Tetraciclina (64,1%), 58 cepas foram resistentes as Sulfonamidas (37,2%), 48 cepas (30,7%)
apresentaram resisténcia ao Cloranfenicol e apenas 12 cepas (7,7%) apresentaram resisténcia

as quinolonas e aminoglicosideos respectivamente.
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GRAFICO 3: Percentual de resisténcia a antimicrobiano de 156 cepas de

enterobactérias
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_Das 156 cepas de enterobactérias, foram isoladas de 10 pacientes 07 cepas de
Klébsiella pneumoniae € 03 cepas de Escherichia coli que apresentavam padréo fenotipico de
cepas produtoras de ESBL (Grafico 4). Quatro destes pacientes haviam sido internados ha
aproximadamente 30 dias; cinco destes ja faziam uso de agentes antimicrobianos
(cefalosporinas e Ampicilinas) ja hd aproximadamente 30 dias; e apenas um paciente
apresentava lesdo recente isto €; com apenas 10 dias de evolucéo e nfo fazia uso de agentes
antimicrobianos antes da coleta do espécime. Constatamos ainda com relagdo a estas 10 cepas
produtoras de ESBL que 09 cepas apresentaram uma boa sensibilidade aos éminoglicosideos,

quinolonas. Todas as 10 cepas apresentaram sensibilidade ao Imipenem.
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GRAFICO 4: Percentual de enterobactérias que apresentam beta-lactamase de espectro

estendido (ESBL)
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Analisando o perfil de resisténcia das 61 cepas de Staphylococcus aureus isoladas,
constatamos que 53 cepas foram resistentes as Penicilinas (86,9%), 28 cepas resistentes as
Tetraciclinas (45,9%), 26 cepas resistentes a Eritromicina (42,6%), 13 cepas resistentes a
Rifampicina (21,3%), 12 cepas resistentes ao Cloranfenicol (19,7%) e 10 cepas resistentes ao
Sulfametoxazol + Trimetoprim (16,4%), valendo ressaltar que apenas 07 cepas (11,5%)
apresentaram resisténcia & Oxacilina e nenhuma das 61 cepas isoladas apresentou resisténcia a

Vancomicina (Grafico 5 e 6).
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GRAFICO 5: Percentual de resisténcia a antimicrobianos de 61 Cepas de

Staphylococcus aureus
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GRAFICO 6: Percentual de resisténcia de resisténcia a antimicrobianos de 61 cepas de

Staphylococcus aureus
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Com relagdo as cepas de Pseudomonas aeruginosas isoladas (21) obtivemos os
seguintes resultados: alta resisténcia a Sulfametoxazol + Trimetroprim (95,2%), e
Cloranfenicol (90,5%), 07 resisténcia & Cefiriaxona e Aztreonam em 33,3% das cepas’
respectivamente, e resisténcia a Gentamicina e Cefepime em 23,8% respectivamente, 04
cepas apresentaram resistentes a Ceftazidima, Netilmicina, Tobramicina respectivamente

(19,0%), 03 resistentes & Amicacina e Cefoperazona respectivamente (14,3%).

Das 11 cepas de Enterococcus sp testadas, todas apresentaram sensibilidade a
Penicilina, Ampicilina e Vancomicina.
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5 DISCUSSAO

O pé diabético constitui uma complicagho multifacetada do Diabetes Mellitus. Neste

trabatho foram analisadas 141 tlceras infectadas de pacientes com Diabetes Melitus do tipo-2.

Ao analisarmos a prevaléncia quanto ao sexo constatamos que nfo houve uma
diferenca significativa nesse estudo. Estudos multicéntricos feitos no Brasil, mostraram igual
prevaléncia de Diabetes Mellitus tipo-2 entre homens e mutheres (MALERBI et al, 1992). J&
Baley et al, em estudo realizado no hospital Mount Sinai, em 1983, com 112 pacientes, obteve
uma prevaléncia de homens (77-69%), com relagio a mulheres (35-31%) (BALEY et al
1985). Em estudo similar realizado no ano de 1998, no hospital escola da Faculdade de
Medicina do trifingulo mineiro, com 70 pacientes com Diabetes Mellitus tipo-2, Beatriz ef al

encontraram 37 (52,9%) homens e 33 (47,1%) mulheres (BEATRIZ et al, 1999).

Com relagfio a idade dos pacientes estudados encontramos em nosso estudo um
predominio de pacientes na faixa etdria compreendida entre a quinta e sétima década.
PARISH em estudo realizado com 40 pacientes em 1996, mostraram que a média de idade em
que o paciente diabético apresenta distirbios nos pés esta entre 40 a 80 anos (PARISH apud

KOZAK 1996).

Analisando a ocupag8o, observamos que a prevaléncia de lesBes nas extremidades foi
encontrada em maior propor¢do nos aposentados, haja vista, que € a condigdo em que se
J encOn“t;a a maioria da populacdio com idade entre 50 e 80 anos. A maioria destes pacientes
(75,1%) era proveniente de Fortaleza. Interessante observar que 20,7 % dos pacientes vieram
do interior do Estado para tratamento no Centro. Como foi observado, muitos pacientes sfo
atendidos em outras unidades de tratamento nfo especializadas e nfio obtém sucesso, quando
entdo sdo drenadas para o Centro. Tratando-se do tnico Centro especializado do Estado, a
necessidade de ampliagiio do atendimento bem como da instalagdo de laboratério para

diagnéstico desses processos infecciosos fez-se notar.
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O tempo de duraciio do diabetes € um ponto indicativo de gravidade e surgimento de
tlceras, isto €, a medida que os anos passam o paciente com Diabetes Mellitus tipo-2 tende a
ter uma maior propensio a manifesta-las. Alguns autores relatam o aparecimento de lesdes de
membros inferiores dentro de um tempo médio de duracdo da doenga que vai de 11 a 20 anos
(SPICHLER, 1998). Entretanto, o tempo real de dura¢fio da doenca € fator de controvérsia.
Segundo Harris er al (1992), alguns pacientes com Diabetes Mellitus tipo-2 podem
permanecer por 10 anos ou até mais tempo com a doenca antes de ser feito o diagndstico pelo
aparecimento dos sintomas habituais. Isto explicaria muitos casos cuja primeira manifestagfio
¢ o aparecimento de uma complicagfo cronica. Neste estudo, o intervalo de tempo de diabetes
que prevaleceu foi o intervalo compreendido entre 1 ¢ 10 anos. Estudo publicado por Beatriz
et al em 1999, constataram que as lesdes foram mais freqiientes nos pacientes com mais de 5

anos de diagnostico de Diabetes Mellitus tipo-2.

O controle glicémico em pacientes com Diabetes Mellitus tipo-2 € importante pois, a
glicemia aumentada € um fator que predispde as complicagdes cronicas comum a esta doencga
(SKYLER et al, 1998). Estudos realizados por Leibovici e? al, em 1996, com 132 pacientes
diabéticos apresentando lesdes infectadas de membros inferiores mostraram que, 65 (49,2%)
mantinham taxas glicémicas acima da média de normalidade. Estudos realizados no Jap#o,
definiram a importancia do controle glicémico no desenvolvimento da preven¢fo priméria e
progressdo (intervengBio secunddria) de complicagBes microvasculares em pacientes
diabéticos insulino-dependentes do tipo-2 (OHKUBO et al, 1995). Neste estudo, a avaliagio
glicémica foi realizada tomando-se as ltimas trés dosagens de glicemia plasmatica realizada
nos tltimos 12 meses, valores constavam no prontudrio de cada paciente. Foi verificado que
-as taxas mais freqiientes compreenderam os valores entre 201-300mg/dl. O diabetes mal
contrblado esta associado a elevagfio do risco e progressdo das complicagbes cronicas. A
hiperglicemia causa glicosilagdo do coldgeno, tornando as calosidades rigidas e inflexiveis, as
quais podem agir como corpo estranho e causar tlceras e rachaduras na pele (CAMPBELL et

al., 1995).

A neuropatia sensitivo-motora e autondmica e a doenga vascular periférica sfo as duas
principais complicagGes cronicas envolvidas na génese do pé diabético. A neuropatia concorre

com a perda gradual da sensibilidade dolorosa, deformidades e alteragdes microcirculatérias
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caracteristicas, constituindo-se no mais importante fator permissivo para o estabelecimento do
pé em risco o qual evolui fregiientemente para a formagfio de ulceragBes (HERMELINDA,
1997). A neuropatia tem sido um fator de risco muito importante para o desenvolvimento de
ulceractes nos membros inferiores, e estda presente em mais de 80% dos pacientes com
Diabetes Mellitus tipo-2 (BOULTON, 1988; LIPSKY et al, 1990; CAPUTO et al, 1996).
Sabendo do grau de importincia que estas formas patologicas degenerativas tem € que
avaliamos a origem das lesdes de cada paciente envolvido neste estudo, e constatamos que o
trauma foi a forma mais freqiiente. E importante ressaltar que 33,0% dos pacientes
entrevistados disseram desconhecer a origem da lesfio e muitas vezes ndo sabiam precisar o
tempo de evolugdio da mesma. Este achado pode ser compreendido pelo fato destes pacientes
apresentarem neuropatia sensitivo-motora com perda de sensibilidade. Assim, lesdes ocorrem
ou pequenas fissuras que sdo portas de entrada para infecgdes e ndo sfo percebidas pelos
pacientes. Aliada a esta questfo, existe também a rejeigfio e o desconhecimento do paciente

com relacdo a sua doencga e aos cuidados relativos aos pés.

Abbott e cols, em 1998, estudando uma grande populaciio diabética com neuropatia
estabelecida, sem doenca vascular periférica ou lesfo prévia associada, determinaram que a

prevaléncia anual de uma primeira ulceracdo em membros inferiores ¢ de 7,2%.

Sabendo que a ulcera € a porta de entrada para o inicio de um processo infeccioso no
pé diabético é que se viu a necessidade de classifica-las quanto a sua gravidade. A
classificagdo utilizada neste estudo foi a de Wagner publicada em 1984.Como todos os
pacientes utilizados na pesquisa eram pacientes ambulatoriais, obtivemos poucos
aprese?taaado um Grau mais agravante como as de Grau V com 2,8% de prevaléncia. O Grau
dé"‘Wégner mais freqlientemente encontrado neste estudo foi o Grau II, compreendendo 62
(44,0 %) de todas as ftlceras onde destas 17 (27,4%) apresentaram infec¢bes do tipo
monomicrobianas e 45 (72,6%) do tipo polimicrobiana .Observamos neste estudo que o grupo

das enterobactérias foi o mais isolado. J4 a espécie de Staphylococcus aureus ocorreu com

uma maior freqiiéncia nas tilceras de Grau Il e V.

O tipo de infecclo que predominou nesse estudo foi a do tipo polimicrobiana com 98
(69,5%), confirmando o que ja vem sido citado por alguns autores em pesquisas. Estudos

publicados por Sapico et @l em 1984 envolvendo 32 pacientes diabéticos com lesdes de
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membros inferiores, mostraram que 25 (71%) destes pacientes apresentaram infec¢des do tipo
polimicrobiana. West ef al, em pesquisa publicada em 1995 mostraram que 60% das infecgGes
que envolviam o pé diabético eram classificadas como polimicrobianas. Alguns autores
relatam de 2 a 6 patégenos isolados por paciente (LIPSKY et al., 1990; WEST et al., 1995;
GRAYSON et al., 1995).

O uso de agentes antimicrobianos antes da coleta do espécime clinico, foi avaliado e
observamos que 50 pacientes (35,5%) faziam uso de agentes antimicrobianos ou haviam feito

nos Gltimos 30 dias.

3

Com relag8o a coleta do espécime clinico, utilizamos os procedimeritos recomendados
por STUART et al (1995) e SAPICO er ol (1984). Segundo Dale (1995), o procedimento para
obtengfo do espécime clinico para cultura de tlceras infectadas ainda permanece em debate.
O material pode ser coletado com “swab” apds limpeza e debridamento da lesfo, curetagem
da base da tlcera ou por aspiragio com seringa. Segundo Wheat ef al (1986) a coleta
utilizando* swab” ou através de curetagem da leso proporcionam melhor rendimento no que
diz respeito ao maior niimero de isolamento bacteriano do que a coleta realizada por
aspiracdo, quando as lesBes sfio superficais ou profundas, com celulite, mas sem abscesso.
Stuart et al (1995) realizaram estudo comparativo entre dois tipos de coleta objetivando o
isolamento de bactérias anaerdbias estritas de tlceras infectadas em pacientes diabéticos: a
coleta utilizando “swab” foi realizada ap6s limpeza da lesfio com acondicionamento em meio
para transporte anaerébio e a coleta por aspiracfio com seringa. Todos os dois métodos foram
aplicados em 43 pacientes diabéticos com ulceras infectadas. Os autores conclufram que »
. bactérias anaer6bias estritas foram isoladas com maior freqiiéncia quando o espécime clinico

foi coletado utilizando-se o “swab”.

Com relacfo ao perfil microbiolégico obtivemos neste estudo os seguintes resultados;
quanto ao isolamento de bactérias anaerdbias facultativas: foram isolados 177 bacilos Gram
negativos € 85 cocos Gram positivos. A espécie mais freqliente foi o Staphylococcus aureus.
Ja o grupo bacteriano que prevaleceu foi o dos bacilos Gram negativos, destacando entre estes
a familia Enterobacteriaceae. As cepas de enterobactérias foram isoladas de 83,7% dos

pacientes e as de Staphylococcus aureus de 43,3% dos pacientes.
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As enterobactérias sfo importantes bactérias que predominam na microbiota intestinal
humana e s#o encontradas comumente associadas a infecgBes na comunidade e
principalmente em infecgBes hospitalares. Segundo Dale (1995), em pacientes diabéticos com
ticeras infectadas nfo complicadas, que nfo estfo fazendo uso de antimicrobianos, as
caracteristicas microbiologicas sdo: isolamento predominante de cocos Gram positivos em
cerca de 90% das lesdes. Enterobacteriaceae e Pseudomonas sp estdo presentes em cerca de
23% dos espécimes clinicos. Neste estudo, o isolamento de enterobactérias em 83,7% dos
pacientes nos surpreendeu. Um dos fatores que pode ter concorrido para este achado foi o uso
de antimicrobianos relatado por 35,5% dos pacientes estudados. Muitos destes pacientes que
relataram uso recente de antimicrobianos haviam também sofrido internamentos em unidades
hospitalares e portanto pode ter ocorrido colonizagfio por cepas daquele ambiente. Feldmeier
et al (2002), em estudo realizado na favela Serviluz, em Fortaleza, em pacientes com infeccdo
severa secunddria a tungiase relataram o achado nfio esperado de enterobactérias nas lestes
desses pacientes. Eles relacionam a falta de escolaridade ¢ de condigdes de higiene do grupo

estudado para o achado dessas bactérias, principalmente Escherichia coli em lesbes de pele.

As enterobactérias isoladas neste estudo mostraram uma alta percentagem de
resisténcia para Ampicilina, Tetraciclina, cefalosporinas de primeira geragéio, Sulfametoxazol
+ Trimetoprim e Amoxacilina + Acido Clavulanico. O que causou surpresa neste estudo foi o
achado de 10 cepas de enterobactérias produtoras de beta-lactamase de espectro estendido
(ESBL). Infelizmente a resisténcia entre bactérias Gram negativas tem sido cada vez mais
comum, tornando as decises mais dificeis quando se tem de escolher uma determinada
terapia. Organismos Gram negativos tem desenvolvido resisténcia ampla a antimicrobianos do
- grupor das cefalosporinas e Penicilinas (DIEKEMA et al., 1999). Estas resisténcias sfo
mediadas por beta lactamases de espectro-estendido, mais comumente presentes em cepas de

Escherichia coli e espécies de Klebsiella sp. (CARS et al, 2001).

As betas lactamases de espectro estendido como a TEM-1, TEM-2 e SHV-1, sio
enzimas presentes em bactérias resultantes de processos mutacionais, estas normalmente estdo
localizadas nos plasmidios bacterianos, que carregam os gens responsaveis pela resisténcia
para outra droga antimicrobiana, causando sérias dificuldades no tratamento de infecgBes

(LIVERMORE et al., 1995).
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O surgimento de plasmideos mediadores de beta lactamases de espectro estendido
(ESBL) em membros da familia Enterobacteriaceae, tornou-se um problema mundialmente

crescente (YAN et al., 2000; PIROTH et al., 1998; SIROT et al., 1992).

Na Franga, em pesquisa realizada em 1990, 14,1% das cepas de Klebsiella
preumoniae isoladas de 12 hospitais universitarios apresentavam resisténcia a4 Cefotaxima.
Em uma pesquisa hospitalar foram constatados que 51% das cepas de Klebsiella pneumoniae
isoladas também produziam ESBL (SIROT et al.,, 1992). Nos Estados Unidos, o programa de
vigildncia nacional de infec¢Bes nosocomiais notificou que 5% da resisténcia desenvolvida a
Ceftazidima no ano de 1991, estava associado a produgdo de ESBL. Iniciahﬁentc est;s cepas
de enterobactérias produtoras de ESBL, foram encontradas na costa leste e oeste e na regifio
de Chicago. Cepas de Klebsiella pneumoniae produtoras de ESBL estdo hoje espalhadas por
todo o pais (LIVERMORE, 1995). Estudos realizados em hospital universitario na cidade de
Taiwan no ano de 1999, obtiveram de um total de 1210 isolados clinicos de Escheri@hia coli
uma prevaléncia de cepas produtoras de ESBL na ordem de 1,6% do total de isolados; abaixo

do que foi notificado no Japdo (2,9 a 8,0%) (YAN et al., 2000).

Até 1998, nfo havia nenhuma informacfo sobre cepas produtoras de ESBLs na
América do Sul (GUZMAN-BLANCO et al, 2000). Em 1997, o programa Sentry de
vigildncia epidemiologica de resisténcia a antimicrobianos, analisou cepas de Escherichia coli
e Klebsiella pneumoniae produtoras de ESBL isoladas de hemoculturas e constatou que havia
uma variagdo entre os paises do cone sul a respeito dos percentuais de isolamento. Entre
isolados de Escherichia coli os percentuais de isolamento obtido foram: Uruguai (4,5%), »

Chile E México (12%). Ja entre isolados de Klebsiella pneumoniae: México (31%) e Brasil
| (56,6%) (DIEKEMA et al., 1999; TENOVER et al., 1996, 1999).

Em 1998, estudos multicéntricos conduzidos pelo programa Sentry, obtiveram os
seguintes resultados, de 20 laboratérios clinicos e 36 hospitais localizados em diferentes
regibes do Brasil; 855 cepas isoladas foram avaliadas incluindo 591 enterobactérias; dentre as
enterobactérias as duas cepas mais freqlientes foram Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae
13,6% (Echerichia coli) e 42,1% (Klebsiella pneumoniae), eram produtoras de ESBL
(SADER et al., 2000; GALES et al., 1997).
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Neste estudo, a prevaléncia de cepas produtoras de ESBL foi da ordem de 6%, isto €,
10 pacientes. Destes apenas um paciente apresentava lesSo recente com aproximadamente 10
dias de evolugfo e nio relatava uso de antimicrobianos. O que € um achado preocupante visto

que estas cepas sdo predominantemente hospitalares.

Considerado mundialmente um dos maiores problemas de satde ptblica, a resisténcia
a antimicrobianos tem alcancado no Brasil, como em outros paises, indices alarmantes.
Embora, este seja, na maioria das vezes, resultado do uso abusivo de antimicrobianos, ha
crescente evidéncia que seu aumento seja também resultante da utilizagfio na medicina
veterindria e na agricultura (SADER et al., 2000). Estudos revelam uma agsociag;ﬁ,o existente
enfre 0 consumo abusivo de agentes antimicrobianos pela populag@o contribuindo com o

desenvolvimento de resisténcia (ENNE et al., 2001).

Cars et al., (2001), compararam o uso de agentes antimicrobianos fora do ambiente
hospitalar em 15 paises que compunham a unifio européia em 1997, e verificaram que 11
destes 15 paises, utilizavam Penicilinas de amplo espectro. Dados da wvenda de
antimicrobianos nfo sfo publicamente disponiveis em muitos paises, incluindo o Brasil
Segundo Hart et al., (1998), ainda ndo esta claro a diferenca de resisténcia desenvolvida por
bacilos Gram negativos em diferentes paises da América Latina; razes podem incluir
diferencas quanto ao uso de agentes antimicrobianos, pratica no controle de infeccdes, clima e

outros fatores.

Pseudomonas aeruginosa sfo bacilos Gram negativos ndo fermentadores de glicose,
que desempenham importante papel nas infecgSes nosocomiais. Estas bactérias sfo
" comundente isoladas de pacientes com pneumonias em hospitais da América Latina (SADER
et al, 1998). Em geral, cepas de Pseudomonas aeruginosa apresentam uma boa
suceptibilidade frente aos carbapenémicos, Amicacina, Imipenem, Cefepime, Ceftazidima
(DIEKEMA et al., 1999; SADER et al,, 1998). Dentre os nfo fermentadores a Unica espécie
isolada foi a Pseudomonas aeruginosa em 14,9% dos pacientes. Esta espécie bacteriana tem
sido isolada de dulceras infectadas graves e profundas muitas vezes em pacientes com

osteomielite (HART et al., 1998).



PE DIABETICO: Estudo Bacteriolégico de 141 Pacientes atendidos no Centro Integrado de Diabetes e 44
Hipertenséo do Estado do Ceara
Autor: Renato Motta Neto

Neste estudo, a prevaléncia de cepas produtoras de ESBL foi da ordem de 6%, isto ¢,
10 pacientes. Destes apenas um paciente apresentava leso recente com aproximadamente 10
dias de evolugio e ndo relatava uso de antimicrobianos. O que é um achado preocupante visto

que estas cepas sfo predominantemente hospitalares.

Considerado mundialmente um dos maiores problemas de saude publica, a resisténcia
a antimicrobianos tem alcancado no Brasil, como em outros paises, indices alarmantes.
Embora, este seja, na maioria das vezes, resultado do uso abusivo de antimicrobianos, ha
crescente evidéncia que seu aumento seja também resultante da utilizagio na medicina
veterindria e na agricultura (SADER et al., 2000). Estudos revelam uma @sociagéo e}:dst@me
entre 0 consumo abusivo de agentes antimicrobianos pela populagdo contribuindo com o

desenvolvimento de resisténcia (ENNE et al., 2001).

Cars er al.,, (2001), compararam o uso de agentes antimicrobianos fora do ambiente
hospitalar em 15 paifses que compunham a unifio européia em 1997, e verificaram que 11
destes 15 paises, utilizavam Penicilinas de amplo espectro. Dados da venda de
antimicrobianos n#o sfo publicamente disponiveis em muitos paises, incluindo o Brasil.
Segundo Hart er al., (1998), ainda nfo esta claro a diferenca de resisténcia desenvolvida por
bacilos Gram negativos em diferentes paises da América Latina; razbes podem incluir
diferencas quanto ao uso de agentes antimicrobianos, pratica no controle de infecgdes, clima e

outros fatores.

Pseudomonas aeruginosa sfo bacilos Gram negativos nfo fermentadores de glicose,
que desempenham importante papel nas infecgBes nosocomiais. Estas bactérias sfo
et al, 1998). Em geral, cepas de Pseudomonas aeruginosa apresentam uma boa
suceptibilidade frente aos carbapenémicos, Amicacina, Imipenem, Cefepime, Ceflazidima
(DIEKEMA et al.,, 1999; SADER et al., 1998). Dentre os nfo fermentadores a tinica espécie
isolada foi a Pseudomonas aeruginosa em 14,9% dos pacientes. Esta espécie bacteriana tem
sido isolada de tlceras infectadas graves e profundas muitas vezes em pacientes com

osteomielite (HART et al., 1998).
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Dentre os cocos Gram positivos, o Staphylococcus aureus foi a espécie mais

freqiientemente isolada neste estudo (43,3% dos pacientes).

O Staphylococcus aureus resistente a oxacilina, ¢ um problema crdnico presente em
hospitais da América Latina. Dados do programa Sentry revelam que 30% & 50% das cepas de
Staphylococcus aureus isoladas de hospitais apresentam resisténcia 4 oxacilina (PFALLER et

al., 1999; SADER et al., 1999).

Analisando o perfil de resisténcia das 61 cepas de Staphylococcus aureus isoladas
neste estudo, constatamos resisténcia a oxacilina em 7 cepas (11,5%). Ao analisarmds estes
pacientes, constatamos que todos haviam passado por interna¢Ses uma Ou mais vezes nos
ultimos 6 meses e alguns estavam fazendo uso de antimicrobianos no momento da coleta do

gxrame.

O amplo uso de agentes antimicrobianos em hospitais e em locais fora dos hospitais
como clinicas para doentes crnicos, creches e centros de engorda de animais, aumentam a
pressdo seletiva para o aparecimento de microrganismos resistentes naqueles ambientes.
Estudos recentes tém demonstrado que os niveis de resisténcia de estafilococos, enterococos e
pseudomonas sdo mais elevados em microrganismos oriundos de pacientes nas UTIs menores
em pacientes provenientes de outras alas do hospital ¢ menores ainda em pacientes

ambulatoriais (ARCHIBALD et al., 1997).

A primeira cepa de Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) foi isolada
em 1960, logo ap6s a introdugio da meticilina na terapéutica. Naquela data o niimero de *
isolados MRSA na comunidade era em torno de 0,1%, mas desde entéio tem se disseminado
em\""todo o mundo. Estas cepas sfo mais freqiientemente isoladas em hospitais. Até o final da
década de 70 havia pouca evidéncia da disseminacdio de cepas MRSA na comunidade.
Entretanto, a partir da década de 80, véarios relatos de infecclio por MRSA em pacientes que
nfo haviam sido infernados nem tido contato com pessoal que trabalha em hospital foram
publicados.Tem sido demonstrado que o estado de portador de MRSA persiste por anos em
alguns pacientes, garantindo assim a disseminacfio dessas cepas, uma vez que estes pacientes

voltam para a comunidade. Assim, parecem existir evidéncias de disseminagfo de MRSA na
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comunidade ¢ fora dos grupos de risco. Mais estudos so necessdrios para determinar o estado

de disseminacfio dessas cepas na comunidade (KAUFFMAN et al., 1997).

Goldstein ef ¢l., em trabalho publicado em 1996, constataram que 20% das cepas de
Staphylococcus aqureus isoladas de flceras de pé diabético, apresentavam resisténcia 2

oxacilina.

Neste estudo foram também isoladas cepas de Streptococcus pyogenes em 7,8% dos
pacientes estudados. Este achado ¢ bastante relevante, pois ja sdo bem documentadas as
seqlielas que podem advir de infecgGes crbnicas causadas por estas baczérias. Hart ‘ﬁez‘ al.,
(1998), em estudo sobre a resisténcia a antimicrobianos em paises em desenvolvimento,
relatam os altos percentuais de isolamentos resistentes a antimicrobianos nestes paises e
alertam para a auséncia ou caréncia de laboratérios de microbiologia nesses paises a fim de
que o tratamento seja baseado no isolamento do agente e no tragado do seu perfil de
sensibilidade a antimicrobianos. Tratamentos empiricos dificultam a implantacdo de
estratégias de tratamento, visto que a resisténcia varia de regifio para regifio, o que leva nesses
paises a um tratamento inadequado dos pacientes, com conseqliente aumento dos custos,

morbidade e mortalidade.

Cepas de Enterococos resistentes a Vancomicina (VRE), sfo importantes patdogenos
humanos emergentes, estes sfio responsdveis por sérias infecgdes sistémicas que envolvem o
ambiente hospitalar (ELIOPOULOS, 1997). Estes pat6genos atuam como colonizadores,
participando da formag¢fo do biofilme que recobre o material hospitalar. Os VRE apresentam
uma baixa prevaléncia de isolamento em hospitais da América Latina (COSTA et al, 1998;
KERTESZ et al, 1998).

Estudos multicéntricos envolvendo 15 hospitais de 5 pafses da América Latina
(Argentina, Brasil, Chile, Equador e WVenezuela), coletaram 24 cepas de VRE (21
Enterococcus faecium e 03 Enterococcus faecalis). Estudos mostraram que a espécie de
Enterococcus faecium apresentou. resisténcia a novas drogas como Streptogramina,
Quipristina e Dalfospristina; drogas ainda pouco utilizadas em hospitais na América Latina

(SADER et al, 1999).
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Neste estudo, foram isolados 11 cepas de Enterococcus sp (3,7%), onde todas foram

sensiveis a3 Vancomicina.

O grupo de bactérias anaerdbias estritas apresentou um percentual de isolamento de

17,0%, destacando o isolamento de Bacteroides do grupo fragilis e Peptostreptococcus sp.

Wheat et al., (1986) obtiveram um percentual de isolamento de 15% enquanto, Louie
et al., em 1976 isolaram 44,8% de bactérias anaerdbias de 20 pacientes diabéticos com lesGes
de membros inferiores. Vale ressaltar que os pacientes estudados por Louie er al,

apresentavam comprometimento tecidual extenso.
]

Estudos realizados por Lawrence ef al., em 1994 envolvendo 66 pacientes diabéticos
com Ulceras mostraram que apenas.l11% das espécies isoladas eram bactérias anaerdbias

estritas e que a espécie mais freqiiente foi o Pepiosireptococcus sp.

Trabalhos realizados por Stuart ef o/, em 1995 nos Estados Unidos com 52 pacientes
diabéticos internados, isolaram 109 cepas de bactérias anaer6bias estritas com predominincia
da espécie de Peprostreptococcus sp. Devemos ressaltar que todos estes pacientes
apresentavam infec¢Bes graves, onde 62% destes manifestavam um quadro de osteomielite
comprovada. Neste estudo todas as ulceras classificadas como Grau V apresentavam

organismos anaerobios.

A resisténcia a antimicrobianos em bactérias anaerobias estritas manteve-se
relativamente estdvel até a década de 80. A partir de entfio vem se verificando crescente
aumento de resisténcia. Entre os Bacteroides do grupo fragilis é que tem sido observado o
, -

mafor ntmero de cepas resistentes. Entretanto, estas bactérias ainda mantém uma
sensibilidade alta as Penicilinas, macrolideos, cefalosporinas de ltima geracfio, carabapenens
e cefalosporinas de segunda geracdo. Nesse trabalho, nfo foi possivel realizar o antibiograma
das bactérias anaerébias estritas isoladas porque o nimero foi pequeno e muitas delas foram
isoladas presuntivamente. Muitas vezes ap6s a identificacdo presuntiva nfio conseguimos
reisolar a cepa por estar associada a outras, facultativas ou anaerébias estritas. Como estas
bactérias sio mais freqiientemente isoladas de infeccGes profundas, com presenga de necrose,
a predomindncia ¢ de infecgBo polimicrobiana. E o sinergismo ¢ uma condicfo ja descrita e

que ocorre comumente entre os anaerébios (HECHT, 2000; FINEGOLD, 1992).
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A escolha do antimicrobiano no tratamento de pacientes diabéticos com dUlceras
infectadas é empirico. Por este motivo, faz-se necessrio que cada centro ou regido tenham
seus préprios dados sobre os microorganismos prevalentes nesses processos infecciosos para
que uma terapia mais adequada possa ser aplicada. Relatos de crescente resisténcia bacteriana
a antimicrobianos também tem contribuido para sedimentar a necessidade de que estudos de
sensibilidade a antimicrobianos devam ser realizados com periodicidade, como recomendado
pelo National Committee for Clinical Laboratories Standards (NCCLS) (BAQUERO et al,
1992; BENNETT et al, 1993).
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6 CONCLUSAQO

e A tlcera de Grau Il foi prevalente (69,5%) nos 141 pacientes estudados.

o 83,7% dos pacientes apresentaram infeccOes associadas com enterobactérias e
p

69,5% apresentou infecgfo polimicrobiana..

® As enterobactérias isoladas mostraram alto percentual de resisténcia para
Ampicilina, Tetraciclina, Cefalosporinas de primeira geragfio, Sulfametoxazol +

Trimetoprim, Amoxacilina + Ac. clavuldnico.

e 10 cepas de enterobactérias isoladas apresentaram caracteristicas de produtoras de
beta-lactamases de espectro estendido (ESBL), das quais 09 foram isoladas de

pacientes que faziam uso de antimicrobianos.

e Dentre os cocos Gram positivos o Staphylococcus aureus foi a espécie mais

fregiientemente isolada neste estudo (43,3%).

e Foram isoladas 61 cepas de Staphylococcus aureus das quais 07 apresentaram

resisténcia a Oxacilina (11,5%).

e A escolha do antimicrobiano no tratamento de pacientes diabéticos com tlceras
infectadas € empirico. Por este motivo, faz-se necessario que cada centro ou regifo
tenha seus préprios dados sobre os microorganismos prevalentes nesses processos

infecciosos.



PE DIABETICO: Estudo Bacteriolégico de 141 Pacientes atendidos no Centro Integrado de Diabetes e 50
Hipertenso do Estado do Ceara
Autor: Renato Motta Neto

7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ABRAAM, E. P.; CHAIN, E. An enzyme from bacteria able to destroy penicillin. Letter.
Nature, v. 146, p. 837, 1940.

ABBOTT, C. A.; VIVEIKYTE, L.; WIV AMSON, S.; CARRINGTON, A. L.;BOULTON,
A. J. .M. Multicenter study of the incidence of and pre-Dictive risk facters for diabetic
neuropathic foot ulceration. Diabetes Care, v. 21, n. 7, p.1071-1075, 1998. K

AMERICAN DIABETES ASSOCIATION. Foot care in patients with diabetes mellitus.
Diabetes Care, v. 20, suppl. 1, p. 531-532, 1997.

ARCHIBALD, P. L.; PHILLIPS, L.; MONNET, D.; MCGOWAN, J. E.; TENOVER, F,;
GAYNES, R. Antimicrobial resistence in isolates from inpatients and outpatients. In the
United States: in creasing importance of the intensive care unit. Clin . Infect. Dis., v. 24, n.

2,p.211-215, 1997.

BAILEY, T. S.; YU, H. M.; RAYFIELD, E. J. Patterns of foot examination in a diabetes
clinic. Am. J. Med., v. 78, n. 3, p. 371-374, 1985.

BAQUERO, F.; REIG, M. Resistance of anaerobic bacteria to antimicrobial agents in Spain.
Eur. J. Clin. Microbiol. Infect. Dis., v. 11, p. 1016-1020, 1992.

- BAUER et al apud TAVARES, 1996

BEATRIZ, H. J.; BORGES, M. F.; BRITO, N. V.; SANTOS, T. G. M.; THIRONE, P. A. C.
Analise clinica e evolugo de 70 casos de lesBes podais infectadas em pacientes diabéticos.

Arq. Bras. Endocrinol. Metabol., v. 43, n. 5, p. 366-372, 1999.

BENNETT, K. W.; ELEY, A. Fusobacteria: new taxonomy and related diseases. J. Med.
Microbiol., v. 39, p. 246-254, 1993.



PE DIABETICO: Estudo Bacteriolégico de 141 Pacientes atendidos no Centro Integrado de Diabetes ¢ 51
Hipertens3o do Estado do Ceara
Autor: Renato Motta Neto

BOULTON, AJM.; KUBRUSLY, DB.; BOWKER, JH.; GADIA, MT.; QUINTERO, L
BECKER, DM.; SKYLER, JS.; SOSENKO, JM. Impaired vibratory perception and diabetic
foot ulceration. Diabet. Med., v.3, p. 335-337, 1986

BOULTON, A. J. M. O pé diabético. Clin. Med. Am. North, v. 6, p. 1605-1625, 1988.

CAMPBELL,DR.; FREEDMAN,DV.; KOZAC, GD. Diretrizes para o exame da perna e
pé diabético e tratamento do pé diabétice. 2 ed. Belo Horizonte: Interlivros,1995. Cap.2, p.

11-16

CAPUTO, G. M., CAVANAGH, P. R.; ULBRECHT, J. S.; GIBBONS, G. W,
KARCHMER, A. W. Assessment and management of foot disease in patients with diabetes.
N. Engl. J. Med., v. 331, n. 13, p. 854-860, 1996,

CARS, O.; MOLSTAD, S.; MELANDER A. Variation in antibiotic use in the European
Union. Lancet, v. 357, p. 1851-1853, 2001.

CONSENSO INTERNACIONAL SOBRE PE DIABETICO. Secretaria do estado. Brasilia — -
DF:2001

COSTA, L. M. D; SOUZA, D. A.; MARTINS, L. T. F.; ZANELLA, R. C.; BRANDILEONE,
M. C.; BOKERMAN, S.; SADER, H. S.; SOUZA, H. A. P. H. M. Vanccomycin-resistant
Enterococcus faecium: first case in Brazil. Braz. J. Infect. Dis., v. 2, n. 3, p. 160-163, 1998.

CLEMENT, S. Complica¢8es cronicas do diabetes mellitus. In: MC DUMONT, M. et al.
Segredos em endocrinologia. Sfo Paulo: Artes Médicas, 1997. p. 37-47.

CRAUSAZF.M.; CLAVEL,S.; LINIGER,C.; ALBEANU,A; ASSAL,J. Additional factors
assocuiated with plantar ulcers in diabetic neuropathy. Diabet. Med., v.5, p. 771-775, 1988.

DALE, N.; GERDIN, G. Foot infections in diabetic patients. The Role of Anaerobes Illinois,
Chicago. Clin. Infect. Dis., v. 20, suppl. 2, p. 5283-5288, 1995.

DIEKEMA, D. J; PFALLER, M. A.; JONES, R. N.; DOEM, G. V.; WINOKUR, P. L.;
GALES, A. C.; SADER, H. S.; KUGLER, K.; BEACH, M. Survey of boodsstream in

infections due to gram-negative - bacilli: frequency of occurrence and antimicrobial



PE DIABETICO: Estudo Bacteriolégico de 141 Pacientes atendidos no Centro Integrado de Diabetes e 52
Hipertensio do Estado do Ceara
Autor: Renato Motta Neto

susceptibility of isolates collected in the Unites States, Canada and Latin America for the
SENTRY Antimicrobial Surveillance Program,1997. Clin. Infect. Dis., v. 29, n. 3, p. 595~
607, 1999.

DINIZ, L. M. Diabetes do tipo 2: endemia em expansdo. Medicina. Jornal do Conselho

Federal, p. 13-14, julho/agosto 2000

DYKE, K.; GREGORY, P. Resistance to beta-lactams antibiotics. In: CROSSLEY, K. B.;
ARCHER, G. L. The staphylococei in human disease. New York: Churchill Livingstone,
1997. p. 113-140.

EHRLICH et al agpud TAVARES, 1996

ELIOPOULOS, G. M. Vancomyciﬁ-resistant enterococci. Infect. Dis. Clin. North Am., v.
11, p. 851-865, 1997.

ENNE, V. 1; LIVERMORE, D. M.; STEPHESA, P.; HALL, L. M. Persistence of
sulphonamide resistance in Escherichia coli in the UK despite national prescribing restriction.

Lancet, v. 357, p. 1325-1328, 2001.

FELDMEIER, H.; HEUKEIBACH, J;GISELE, M.; SOUSA, A. QQ.; BARBOSA, M. M
CARVALHO, C. B. M. Bacterial superinfection in human tungfasis. Trop. Med. Int. Health,
v. 7,07, p. 559-569, 2002.

FINEGOLD, S. M.; BARON, E. J.; NEXLER, H. M. A clinical guide to anaerobic infections..
Star Publ. Company, 1992.

FOSTER,A; EDMONDS,M.E. Examination of the diabetic foot 1. Pract. Diabetes, v.4, n.3,
p. 105-106,1987

GALES, A. C.; BOLMSTROM, A.; SAMPAIO, J; JONES, R. N.; SADER, H. S.
Antimicrobial suceptibility of Klebsiella pneumoniae producing extended-spectrum beta-
lactamases (ESBL) isolated in Brazilian hospitals. Braz. J. Infect. Dis., v. 1, n. 4, p. 196-203,
1997. "



PE DIABETICO: Estudo Bacterioldgico de 141 Pacientes atendidos no Centro Integrado de Diabetes e 53
Hipertensio do Estado do Ceara
Autor: Renato Motta Neto

GATES, R. H. Infeccdes em diabéticos. In: MC DUMONT, M. et al. Segredos em
endocrinologia. Sdo Paulo: Artes Médicas, 1997. p. 53-62.

GOLDSTEIN, E. J.; CITRON, D. M.; NESBIT, C. A. Diabetic foot infections: bacteriology
and activity of 10 oral antimicrobial agents against bacteria isolated from consecutive cases.

Diabetes Care, v. 10, p. 638-641, 1996.

GRAYSON, M. L.; GIBBONS, G. W.; BALOGH, K.; LEVIN, E.; KARCHMER, A. W.
Probing to bone in infected pedal ulcers: A clinical sign of underlyeng osteomyelitis in

diabetic patients. JAMA, v. 273, n. 9, p. 721-723, 1995. -

u

GUZMAN-BLANCO, M.; CASELLA, J. M.: SADER, H. S. Bacterial resistence to
antimicrobial agents in Latin America. The giant is awakening. Infect. Dis. Clin. Noth Am.,

v. 14, p. 67-81, 2000.

HARRIS, M. I.; KLEIN, R.; WELBORN, T. A.; KNVIMAN, M. W. Obset of nidom occurs
at least 4-7 years before clinical diagnosis. Diabetes Care, v. 15, p. 815-819, 1992.

HART, C. A.; KAMUKI, S. Antimicrobial resistence in developing coutries. BMJ., v. 317, p.
647-650, 1998.

HIRAMATSU, K.; ARITAKA, N.; HANAKI, H.; KAWASAKI, S.; HOSODA, Y.; HORI,
S.; FUKUCHI, Y.; KOBAYASHI, I. Dissemination in Japonese hospitals of strains of
Staphylococcus aureus heterogeneously resistant to vancomycin. Lancet, v. 350, n. 9092, p.

1670-1673, 1997.

A HERMELENDA, C. P. Pé¢ diabético: aspectos fisiopateldgicos, tratamento e prevengdo. Rev.
Bras. Neurol. Psiquiatr., v. 1, p. 131&35;‘1997.

HECHT DN. Resistance trinds in anaerobic bacteria. Clinical Microbiology Newsletter, p.41-
44, 2000

KAUFFMAN, C. A.; BRADLEY, S. F. Epidemiology of community-acquired infection. In:
CROSSLEY, K. B.; ARCHER, G. L. (Ed.) The staphylococci in human dié@ase. New York:
Churchill Livingstone, 1997. p. 309-330.



PE DIABETICO: Estudo Bacterioldgico de 141 Pacientes atendidos no Centro Integrado de Diabetes e 54
Hipertensgo do Estado do Ceara
Autor: Renato Motta Neto

KIEHL et al apud TAVARES 1996

KERTESZ, D. A.; DI FABIO, J. L.; De CUNTO BRADILEONE, M. C.; CASTANEDA, E.
Invasive streptococcus preumoniae infection in Latin American Children: results of the Pan
American Health Organization surveillance study. Clin. Infect. Dis., v. 26, p. 1355-1361,
1998.

KIRBY, W. M. M. Extraction of a highlypotent penicillin inactivator from penicillin resistant
staphylococci. Science, v. 99, p. 452-453, 1944.

KONEMAN, E. W.; ALLEN, S. D.; JANDA, W. M.; SCHRECKEN, S. B, C.; WINN JR., W.
C. Color atlas and textbook of diagnostic microbiology. Philadelphia: Lippincott, 1997.

KOZAK, GP.;,CAMPEBELL RD.; FRYKBERG RG.; HABERSHAW GM. Doenca do pé
diabético: um problema proeminente. Tratamento do pé diabético. Segunda edigfo, Rio de

Janeiro. Interlivros, p. 1-10,1996

LAWRENCE, A. L.; LAWRENCE, B.H. Bacterial pathogens in infected puncture wound in
adults with diabetes. J. Foot Ankle Surg., v. 33, n. 1, p. 91-97, 1994.

LEVIN, E. M. Diabetic foot lesions: pathogenesis and management. In: KERSTEEN, M. D.;
WHITE, J. V. (Ed.). Alternatives to open vascular surgery. Philadelphia: Leppincott, 1995.
chapt. 9, p. 94-122.

LIPSKY, B. A.; PECORARO, R. E.; WHEAT, V. J. The diabetic foot: soft tissue and bone -
; infecﬁion. Infect. Dis. Clin. North Am., v. 2, p. 409-432, 1990.

LIVERMORE, D. M. Beta-lactamases in laboratory and clinical resistence. Clin, Microbiol
Rev.,v. 8, p. 557-584, 1995.

LEIBOVICI, L.; YEHEZKELLL Y.; PORTER, A.; REGEV, A.; KAUZE, L.; HARELL, D.
Influence of diabetes mellitus and glycemic control on the characteristics and out come of

common infections. Diabetic Med., v. 13, n. 5, p. 457-463, 1996.



PE DIABETICO: Estudo Bacteriolégico de 141 Pacientes atendidos no Centro Integrado de Diabetes e 55
Hipertensfo do Estado do Ceard
Autor: Renato Motta Neto

LOWY, F. D. Staphylococcus aureus infections. N. Engl. J. Med., v. 339, n. 8, p. 520-532,
1998.

LOUIE, T. J.; BARTLETT, J. G.; TALLY, F. P.; GORBACH, S. L. Aerobic and anaerobic
bacteria in diabetic foot ulcers. Ann. Intern. Med., v. 85, p. 461-463, 1976.

MALERBI, D. A.; FRANCO, L. J. Multicenter study of prevalence of diabetes mellitus and
impaired glucose tolerance in the urban brazilian populacion agat 30-69 yr. The brazilian
cooperative group on the study of diabetes prevalence. Diabetes Care, v. 15, p.1509-1516,
1992.

&

MEDEIROS et al apud TAVARES, 1996

MURRAY, P. R.; BARRON, E. J; ‘PFALLE& M. A.; TENOVER, F. C.; YOLKEN, R. H.
Manual of clinic microbiclogy. 7% ed. Washington, DC, 1999.

NATHAN, D. M.; MEIGS, J.; SINGER, D. E. The epidemiology of cardiovascular disease
type 2 diabetes mellitus: how sweey it is or is it? Lancet, v. 350, suppl.1, p.4-9, 1997.

NATIONAL COMMITTEE FOR CLINICAL LABORATORY STANDARDS. (NCCLS)
Methods for antimicrobial susceptibility testing of anaerobic bacteria: approved standard.

4%ed. 1997

NATIONAL COMMITTEE FOR CLINICAL LABORATORY STANDARDS. (NCCLS).
Performace standards for antimicrobial disk susceptibility tests: approved standard - »

 M2A7, 7" ed. 2000.

OHKUBO, Y.; HIDEKI, K.; ARAKI, E.; MIYATA, T.; ISAMI, S.; MOTOYOSHI, S.;
KOJIMA, Y.; FURUYOSHI, N.; SCHICHIRI, M. Intensive insulin therapy prevents the
progressive of diabetic microvascular complications in Japonese patients with non-insulin-
dependent diabetes mellitus: A randomized prospective 6- year study. Diabetes Res. Clin.
Prat., v.28,n. 2, p. 103-117, 1995.

OPLUSTIL, C. P.; ZOCCOLIL, C. M.; TOBOUTI, N. R.; SINTO, S. I. Procedimentos bésicos

em microbiologia clinica. S&o Paulo: Sarvier, 2000. p. 174.



PE DIABETICO: Estudo Bacteriologico de 141 Pacientes atendidos no Centro Integrado de Diabetes & 56
Hipertensdo do Estado do Ceara
Autor: Renato Motta Neto

PARISH, L. C. et al. gpud KOZAK PG,1996

PFALLER, M. A.; JONES, R. N.; DOERN, G. V.; SADER, H. 8.; KUGLER, K. C.; BEACH,
M. L. Survey of blood stream infections attributable to gram-positive cocci: frequency of
occurrence and antimicrobial susceptibility of isolates collected in 1997 in the United States,
Canada, and Latin America from the SENTRY Antimicrobial Surveillance Program. Diagn.
Microbiol. Infect. Dis., v. 33, n. 4, p. 283-297, 1999,

PIROTH, L.; AUBE, H.; DOILE, I. .M.; MARTIN, M. V. Spread of extended-spectrum beta-
lactamase producing Klebsiella pneumoniae: are beta-lactamase innibitors of the therapeutic

value? Clin. Infect. Dis., v. 27, p. 76-80, 1998.

w

ROUTH, H. B.; BHOWMIK, K. R.; PARISH, L. C.; BHOWMIK, N. K. Diabetic foot
infection. An. Bras. Dermatel., v. 71, n. 3, p. 243-249, 1996.

SANDERS, C. C.; BARRY, L. A.; WASHINGTON, J. A.; SHUBERT, C.; MOLAND, S. E.;
TRACZEWSKI, M. M.; KNAPP, C.; MULDER, R. Detection of extended-spectrum-b-
lactamase-producing members of the family Enterobacteriaceae with the vitek ESBL Test. J.

Clin. Microbiol., v. 34, n. 12, p. 2997-3001, 1996.

SADER, H. S.; JONES, R. N.; GALES, A. C.; WINOKUR, P., KUGLER, K. C.; PFALLER,
M. A.; DOERN, G. V. Antimicrobial suscetibility patterns for pathogens isolated from in
Latin American medical centers with a diagnosis of pneumonia: analysis of results from the
SENTRY. Antimiccrobial Surveillance Program (1997). SENTRY Latin American Study
Group. Diagn. Microbiol. Infect. Dis., v. 32, n. 4, p. p. 289-301, 1998.

SADER, H. S.; JONES, R. N.; BALLOW, C. H.; et al and the GSMART study Group:
antimicrobial susceptibility of quinupristin/dalfopristin tested agains gram-positive cocei from
latin america: Results from the global SMART (GSMART) surveillance study. In:
GENERAL MEETING OF THE AMERICAN SOCIETY FOR MICROBIOLOGY, 99,
1999, Chicago.

SADER, H. S. Antimicrobial resistence in Brazil: comparison of results from two multicenter

studies. Braz. J. Infect. Dis., v. 4, n. 2, p. 91-99, 2000.



PE DIABETICO: Estudo Bacteriolégico de 141 Pacientes atendidos no Centro Integrado de Diabetes ¢ 57
Hipertensfo do Estado do Ceara
Autor: Renato Motta Neto

SAPICO, F. L.; WITTE, J. L.; CANAWATI, H. N.; MONTGOMERIE, J. Z.; BESSMAN, A.
N. The infected foot of the diabetic patient: quantitative microbiology and analysis of clinical

features. Rev. Infect. Dis., v. 6, p. S171-8176, 1984.

SEBALD, M.; PETIT, J. C. Méthods de laboratoire: bactéries anaerobies et leur
identificacion.[ SL]: Institute Pauster, 1994.

SIROT, D. L.; GOLGSTEIN, F. W.; SOUSSY, C. J.; COURTIER, A. L.; HUSSON, M. O.;
LEMOZY, J.; MEYRAN, M.; MOREL, C.; PEREZ, R.; QUENTIN-NOURY, C. Resistence
to cefotaxime and seven other beta-lactams in members of the family Enterobacteriaceae: a 3

years survey in France. Antimicrob. Agents Chemother., v. 36, n. 8, p. 1877-1681, 1992.

SKYLER, J. S. Prevention and treatment of diabetes and its complications. Med. Clin. North
Am., v. 82, 1998.

SPICHLER, E. R. S.; SPICHLER, D.; MARTINS, C. S. F.; L.J. Diabetic lower extremities
amputation ~ Rio de Janeiro, BR. Diabetologia, v. 41, p. 90-96, 1998.

SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES. Diagnéstico ¢ classificacdo de DM e
tratamento de DM tipo 2. Disponivel em: <http://www.diabetes.org.br>. Acesso em: 22 ago.

2002.

SUMMANEN, N. P.; BARON, E. J.; CITRON, D. M. Wadsworth anaerobic bacteriology
manual. 50. ed {s.1]: Star, 1993.

- STUART, J; LEBAHN, F.; PETERSON, L. R.; GERDING, D. N. Use of anaerobic
collection and transport swab device to recover anaerobic bacteria from infected foot ulcers in

diabetics. Clin. Infect. Dis., v. 20, p. 289-290, 1995.

TAVARES, W. Manual de antibiéticos e quimioterdpicos antiinfecciosos. 2. ed. Sio

Paulo: Atheneu, 1996. p. 251-541.

TENOVER, F. C.; HUGHES, J. M. The challengs of emerging infectious diseases:
development and spread of multiply-resistant bacterial pathogens. JAMA, v. 275, n. 4, p.
300-304, 1996.



PE DIABETICO: Estudo Bacteriolégico de 141 Pacientes atendidos no Centro Integrado de Diabetes ¢ 58
Hipertensido do Estado do Ceara
Autor: Renato Motta Neto

TENOVER, F. C.; MOHAMMED, M. J.; GORTON, T. S.; DEMBER, Z. F. Detecting and
reporting of organisms producing estended-spectrum beta-lactamases: survey of laboratories

in connecticut. J. Clin. Mierebiol, v. 37, p. 4065-4070, 1999.

TENOVER, F. C. A melhor época, a pior época. A evolugfio do problema da resisténcia das
bactérias aos agentes antimicrobianos.Patégenos Emergentes nas Doencas Infecciosas.

Relatério especial Hosp. Praet p. 8-13, 2000.
WAGNER, F.W. Treatment of the diabetic foot. Compr. Ther., v.10, n.4, p. 29-38,1984.

WEST, N. J. Systemic antimicrobial treatment of foot infections in diabejic patients. Am. J.

Health Syst. Pharm., v. 52, p. 1199-1207, 1995.

WHEAT, L. J.; ALLEN, S. D.; HENRY, M.; KERNEK, C. B.; SIDERS, J. A.; KUEBLER,
T.; FINEBERG, N.; NORTON, J. Diabetic foot infections. Bacteriologic analysis. Arch.
Intern. Med., v. 146, n. 10, p. 1935-1940, 1986. '

WORLD HEARLTH ORGANIZATION et al apud TAVARES, 1996

YAN, J. J.; KO, W. C; TSAL S. H.; WU, H. M,; JIN YT, WU, J. J. Dissemination of CTX-
M-3 and CMY-2 beta-lactamases among clinical isolates of Escherichia coli in Southern
Taiwan. J. Clin. Microbiol., v. 38, n. 12, p. 4320-4325, 2000.



ANEXOS



ANEXO I

STUART
Composicéo:
Tioglicolato 0,05¢g
Cloreto de célcio 0,005g ou 1ml da sol.1
Glicerolfosfato de sodio 0,5¢
Azul de metileno 1ml da sol.2
Agar 0,15¢
Agua desmineralizada ‘ 50ml

e Solucio 1- Cloreto de calcio

Cloreto de célcio 0,05¢g
Agua deionizada 10ml

o Solugfio 2- Azul de metileno (0,0001g/ml)

Azul de metileno 0,01g
Agua deionizada 100ml

" Pesar os componentes descritos acima e adicionar 50 ml de 4gua desmineralizada ou
deionizada. Aquecer em manta aquecedora até a completa liquefagfio do 4gar. Distribuir em
aliquatas de 2,0ml em tubos de vidro com tampéo de algodfio de 13x100mm. Autoclavar a
121°C por 15 minutos. Depois de esfriar adicionar um swab grande previamente estéril no

tubo.



Cary & Blair modificado (PRAS)

Tioglicolato de sodio 0,3g
Fosfato dissodico dibasico 0,2g
Cloreto de sodio 1,0g
Cloreto de calcio 1% 1,8ml
Solug8o de resazurina 0,8ml
Agar 1,0ml
Agua destilada 198ml

Preparo do meio:

Pesar 0s componentes acima e aquecer em banho maria até a dissolugfio do meio. Adicionar
entfo, L-cisteina (0,1g)

PS: Caso a cisteina nfio dissolva em agua, utiliza-se como slvente NaOH.

Ajustar o pH:8,4

Distribuir em aliquotas de 10ml em tubos de 16x160mm ¢ com o meio ainda quente, antes de
ir ao autoclave, adicionamos a este, mistura de gases.

Esterilizar em vapor fluente utilizando uma prensa.

2 MEIOS DE CULTURA PARA ANAEROBIOS

BMW HEART INFUSION (BHI)

BHI - 37g
Extrato de levedura 5g
Agua destilada 1000ml
Apds fundir adicionar:
Cisteina hidrocloridrica 0,5¢
Sol. resazurina 4ml
Sol. hemina/menadione 10ml

Esterilizar a 121°C, durante 15 minutos.



AGAR SANGUE SUPLEMENTADO

BHI Agar 47g
Extrato de levedura 5g
Agua destilada 1000ml
Ap6s fundir, adicionar:
Sol. hemina/menadione 10ml
Cisteina 0,5¢
Esterilizar a 121°C durante 15minutos
BBE (BACTEROIDES BILE ESCULINA) AGAR X
Tripticase Soy Agar (TSA) 40g
Oxgall 20g
Esculina 1,0g
Citrato férrico amoniacal 0,5¢g
Agar 2,0g
Agua destilada 1000ml
Apés fundir, suplementar com:
Hemina/menadione 1,0ml
Gentamicina (40mg/ml) 2,5ml

O pH deve ser ajustado para 7,0; distribuir em tubos de 16z160mm ~ 10ml por tubo.

v

FENIL ETIL ALCOOL AGAR (PEA)

BHI Agar 47¢g
Fenil etanol 2,58
Agua destilada 1000ml
Apbds fundir, adicionar:
Hemina/menadione 10ml




3 PROVAS BIOQUIMICAS

PROVA DA COAGULASE:

A coagulase € uma proteina de composi¢io quimica desconhecida, com atividade
semelhante & protombina, capaz de transformar o fibrinogénio em fibrina, resultando na
formaco de um codgulo visivel em um sistema analitico adequado. Acredita-se que a
coagulase age in vitro produzindo uma barreira de fibrina no local da infec¢@o estafilococica.
Isto pode sservir para localizar os organismos em abcessos. No laboratério, a prova da
coagulase ¢ utilizada mais comumente para diferenciar Sz‘aphyiococcusﬂﬂaureus ( céaguiase
positiva ) de outros estafilococos e micrococos.

A coagulase esta presente em duas formas, livre ¢ conjugada, ¢ cada uma possui
propriedades diferentes que requerem o uso de técnicas separadas:

Coagulase conjugada: (prova em ldmina); a coagulase conjugada, também conhecida

como fator de aglutinacfio estd presente nos filtrados de culturas. Os filamentos de fibrina sfo
formados entre as células bacterianas suspensas em plasma(fibrinogénio) provocando sua
aglutinagfio, indicada pela presenca de agregados visiveis na lAmina. A atividade da coagulase

conjugada nfo € inibida pelos anticorpos formados contra a coagulase livre.

Coagulase livre: (prova em tubo); a coagulase livre ¢ uma substincia semelhante a
trombina, que se encontra nos filtrados de culturas. Qwuando uma suspensdo de bactérias
produtoras de coagulase ¢ misturada em partes iguais com uma pequena quantidade de plasma
em um tubo de ensaio, forma-se um coagulo visivel como resultado da utilizaco dos fatores

de coagulacfio do plasma, de maneira similar aquela da adi¢cfo de trombina.

.. Prova em ldmina (coagulase conjugada)
s Coloca-se uma gota de 4dgua destilada ou solugfo fisiologica sobre uma lAmina de

vidro.

o Emulsionar suavemente uma suspensio do organismo em estudo na gota de agua
utilizando uma al¢a de inoculag#o.

e Colocar uma gota do plasma reconstituido junto a gota da suspensfio bacteriana.
Misturar bem.

e Inclinar a 1Amina para um e outro lado, observando a formacio imediata de um

precipitado granuloso ou de grumos brancos.



Prova em tubo:(coagulase Livre)

e Colocar 0,5ml de plasma reconstituido no fundo de um tubo de ensaio.

o Adicionar 0,5 ml de uma cultura pura do organismo, misturar por rotagfo suave do
tubo, evitando remover ou agitar o conteiido. Colocar o tubo em um banho-maria

de 4gua a 37°%. Observar a formagfo de codgulo visivel
PROVA DA CATALASE:

A catalase é uma enzima que decompde o perdxido de hidrogénio em oxigénio e agua.
Quimicamente € uma hemoproteina, de estrutura semethante a da hemoglobina, exceto que os
quatro atomos de ferro da molécula estfo em estado oxidado (Fe™) em wzﬁde rcduzidd (Fe™).
Excluindo os estreptococos, a maioria das bactérias aerébias e anaerdbias decompde o
perdxido através de peroxidases semelhantes a catalase, exceto que cada molécula contém
somente um fon férrico.

Prova em dmina: ’

e Com uma agulha de inoculagfio ou uma vareta, transferir células do centro de uma

colonia bem isolada para a superficie de uma lamina de vidro.

e Adicionar 1 ou 2 gotas de perdéxido de hidrogénio a 3%. Recomenda-se que o

organismo ndo seja adicionado ao reativo.

CITOCROMO OXIDASE:

A prova de citocromo oxidase utiliza certos reativos corantes, como o dicloridrato de
p-fenilenodiamina, que atuam como aceptores artificiais de elétrons, substituindo o oxigénio. |
A p-fénilenodiamina € incolor no estado reduzido, mais na presenga de citocromo oxidase e
oxigénio atmosférico se oxida formando azul de indofenol.

A prova é geralmente realizada conforme um dos dois métodos: 1. Técnica direta em
placas, na qual adicionam-se diretamente 2 a 3 gotas de reativo as coldnias bacterianas
isoladas que crescem em placas;e 2. Técnica indireta em tiras de papel, na qual adicionam-se
algumas gotas do reativo em uma tira de papel de filtro utilizam-se tiras ou discos comerciais
impregnadas com reativos secos. Recomenda-se o derivado Tetrametil de p-fenilenodiamina

por ser mais estavel em estocagem, mais sensivel para a deteccfo de citocromo oxidase €



menos toxico que o derivado dimetil. Em ambos os métodos, na zona reagente do papel,

estende-se uma al¢a da colénia suspeita.

RESULTADOS: POSITIVO: Cor azul no local de inoculacfo

PROVA DO INDOL:

A prova do indol est4 baseada na formacgio de um complexo de cor vermelha quando o
indol reage com o grupo aldeido p-dimetilaminobenzaldeido. Este € o principio ativo dos
reagentes de Kovac e Ehrlich. Deve-se utilizar um meio rico em triptofano. Na prética,
empregam-se meios combinados tais como sulfeto-indol-motilidade (SIM). As provas iépidas,
realizadas com tiras de papel filtro impregnadas com reativo de Kovac, sgo tteis na itﬂr:'zhza,gem
de bactérias que sfo produtoras répidas de indol.

RESULTADO: POSITIVO ( Formag#o de cor fucsina na superficie)

VOGES-PROSKAUER:

O 4cido pirtivico, composto principal formado pela degradagfo fermentativa da
glicose, é metabolizado através de varias vias, de acordo com os sistemas enzimaticos que
possuem as diferentes bactérias. Uma destas vias leva a producio de acetoina, um subproduto
inativo. Na presenca de oxigénio atmosférico e de hidroxido de potassio a 40%, a acetoina é
convertida em diacetila e o a-naftol atua como catalizador para revelar um complexo de cor

vermelha.
RESULTADO: POSITIVO (Formacfo de cor vermelha)

... ATILIZACAO DO CITRATO:

A utilizagdo do citrato por uma bactéria é detectada em meio de citrato, através da
producdo de subprodutos alcalinos. O meio contém citrato de so6dio, um 4nion, como tinica
fonte de carbono e fosfato de amdnia como Unica fonte de nitrogénio do sal de amodnio, com a
producio de amodnia, levando a alcalinizacdo do meio. O azul de bromotimol, amarelo em pH
abaixo de 6,0 e azul em pH acima de 7,6 € o indicador.

RESULTADO: POSITIVO (Formac&o de cor azul no meio)



UREASE:

A urease ¢ uma enzima presente em muitas espécies de microorganismos que podem
hidrolizar a uréia em amodnia; esta reage em solugfo para formar carbonato de amdnio,

resultando na alcalinizago e aumento do pH do meio.

DESCARBOXILASES:

O caldo descarboxilase de Moeller ¢ o meio base mais comumente usado para
determinar a capacidade de descarboxilagBo das enterobactérias. Adiciona-se o aminoacido a
ser avaliado ao meio antes da inoculagiio do organismo em estudo. Qeve ser @mpmgar
paralelamente um controle que consiste de um tubo com meio base sem o aminoécido. Os
dois tubos sdo incubados em condicBes anaerdbias, coloca-se uma camada de 6leo mineral
sobre o caldo. Durante os periodos iniciais da inoculagio o meio de ambos 0s tubos tornam-se
amarelos devido a fermentacdo da pequena quantidade de glicose. Se o aminoédcido for
descarboxilado, formam-se aminas alcalinas e 0 meio volta a cor plrpura original.

Lisina, ornitina e arginina sdo os trés aminoacidos habitualmente avaliados na

identificac8o das enterobactérias ¢ produzem as seguintes aminas especificas:

LISINA e CADAVERINA
ORNITINA. ...co it PUTRECINA
ARGININA. ...t CITRULINA

Na conversio de arginina em citrulina intervém uma desidrolse ao invés de uma
- descarboxilase, visto que na primeira etapa, o NH, ¢ retirado da arginina. Logo apds, a
citrulina ¢ transformada em ornitina .que,~em seguida, sofre descarboxilagfio para formar

putrescina.

FEND

ANINA DESAMINASE:

A prova de fenilalanina baseia-se na detec¢fio de Ac. fenilpirGivico no meio, apds o
crescimento do organismo teste. A prova € positiva quando aparece uma cor verde, visivel

apds a adi¢fo de uma solugdo de cloreto férrico a 10%.



TSI (AGAR TRIPLICE-ACUCAR FERRO):

O meio Agar triplice-agticar ferro (TSI), é especialmente Gtil para a identificagio de
bactérias Gram Negativas isoladas em meios de isolamento primério. Este meio € composto
por quatro compostos protéicos (extrato de carne, extrato de levedura, peptonas e protease
peptonada) tornando nutricionalmente rico € a auséncia de inibidores permite o crescimento
de todas as espécies bacterianas, exceto as mais exigentes. A lactose estd presente em uma
concentragfo dez vezes maior que a glicose (a propor¢do de sacarose para glicose também ¢
de 10:1). O sulfato ferroso, como detector de H,S, € um pouco menos sensivel que outros sais
férricos ou ferrosos. O indicador vermelho de fenol é amarelo em pH abaixo de 6,8. Visto que
o pH do meio ndo inoculado estd estabilizado em 7.4, a pmdug:?o de qua;fcidades
relativamente pequenas de 4cidos resultam em uma mudanga visivel de cor. '

Os principios bioquimicos nos quais baseiam-se as reagdes observadas no TSI sdo as
seguintes (Quadro 1). Observa-se que o 4gar encontra-se em uma posicdo inclinada;

resultando essencialmente em duas cAmaras de reagfio dentro do mesmo tubo.

Quadro 1:
Apice alcalino/Base alcalina Auséncia de fermentacdo de carboidrato
Apice alcalino/Base acida Glicose fermentada; lactose e sacarose
ndo fermentadas
Apice alcalino/Base 4cida (negra) Glicose frementada; lactose néo
fermentada, H,S produzido. Caracteristica
de bactérias nfo fermentadoras de lactose.
Apice acido/Base 4cida Glicose , lactose e sacarose fermentadas
SIM:

O meio SIM tem encontrado amplo uso em laboratorios de microbiologia clinica,
porque podem avaliar mais de uma caracteristica em um mesmo tubo; tais como: Motilidade,
Indol e producdo de sulfeto.

A prova de motilidade é interpretada realizando-se um exame macroscépico do meio
para se observar uma zona de crescimento difuso, que parte da linha de inoculagfo. Os sais de

tetraz6lio sfio incolores, sendo transformados em complexos insoliveis pelas propriedades



redutoras das bactérias em crescimento. Inocular o microorganismo ao meio, apds esta etapa
incuba-lo a 36°C durante 18 a 24hs. Ao término deste periodo, examinar a motilidade, a

producio de sulfeto e adicionar 2 a 5 gotas de reativo de Kovacs ao meio.

PROVA DO CALDO HIPERCLORETADO (Nacl 6,5%):
Os estreptococos do grupo D nfo- enterococos se diferenciam dos enterococos pela

auséncia de crescimento em Nacl a 6,5%.

IDENTIFICACAO SOROCLOGICA DE ESTREPTOCOCOS:
Os estreptococos so classificados sorologicamente nos grupos de Lancefield A, B, C,
D, etc.; com base nas caracteristicas antigénicas dos carboidratos C grupo-especificos de suas

paredes celulares.
PRINCIPIO:

A determinag#io do grupo sorolégico dos estreptococos € efetuada através da provas de
precipitacdo. Devem-se extrair primeiramente os determinantes antigénicos das células
estreptocdcicas e em seguida fazé-los reagir com anti-soros absorvidos, de especificidade
conhecida. A extracdo pode ser realizada utilizando-se acido a quente (Lancefield),
formamida a quente (Fuller), autoclavagio, Ac. nitroso, etc. A prova de precipitagio é
realizada mais comumente com tubos capilares, nos quais se forma uma camada de anti-soro
sobre o extrato antigénico ou vice-versa.

A

INTERPRETACAO:

Apés 5 a 10 minutos, examinar o tubo capilar com luz brithante contra fundo escuro.
Uma névoa branca ou anel no centro da coluna representa uma prova positiva. Uma reacfo
forte aparece em 5 minutos; uma reacfo mais fraca se desenvolve mais lentamente. Visto que
apo6s 30 minutos a rea¢fo pode esmaecer ou aparecer como falsa positiva, deve-se examinar o

tubo em intervalos entre 10 a 30 minutos.



4 AGENTES ANTIMICROBIANOS TESTADOS:

GENEROS BACTERIANOS:

]

Staphylococcus aureus:
Amoxacilina + 4c. clavulinico, cefalotina, ciprofloxacina, clindamicina, cloranfenicol,
eritromicina, gentamicina, oxacilina, penicilina, rifampicina, sulfametoxazol -+

trimetoprim, tetraciclina, vancomicina.

@

Enterococcus sp:

'

Amicacina, ampicilina, ciprofloxacina, eritromicina, gentamicina, imipenem, penicilina,
Y

tetraciclina, vancomicina.

&

Pseudomonas aeruginosas:
Amicacina, aztreonam, cefepime, cefoperazona, ceflazidima, cefiriaxona, cloranfenicol,

gentamicina, netilmicina, ofloxacina, sulfametoxazol + trimetoprim, tobramicina.

Enterobacteriaceae:

@

Amoxacilina + ac. clavuldnico, ampicilina, amicacina, aztreonam, cefalotina, cefotaxima,
cefoxitina, cefepime, cefiriaxona, ciprofloxacina, cloranfenicol, gentamicina, imipenem,

netilmicina, sulfametoxazol + trimetoprim, tetraciclina.



¢ IDENTIFICACAO DE COCOS GRAM POSITIVOS:

CATALASE

Negativo Positivo
(outros) Estafilococos
g : Micrococos

v

Prova Caldo hipercloretado

Negativo e ™4 Positivo COAGULASE*
Beta-hemolitico Enterococcus sp
$ Negativo Positivo
Bacitracina Staphylococcus sp S. aureus
Negativo (Outros)

Positivo (Streptococcus Gr. A)

OXIDASE

Negati " Positivo

Staphylococcus sp Micrococcus sp



e IDENTIFICACAO DE BACILOS GRAM NEGATIVOS:

OXIDASE

e N

Negativa Positiva ( Bacilo nfo fermentador)
Enterobacteriaceae
é Producdo de pigmento (verde) ?
Provas Bioquimicas ‘ (Pseudomonas aeruginosas)
(TSISIM,Citrato,Uréia, Fenilalanina, VP, %

Descarboxilag8o de aminoécidos)
Confirmagio (automacgfo-Vitek)

Carto GNS



o IDENTIFICACAQ PRESUNTIVA DE BACTERIAS ANAEROBIAS ESTRITAS

TR=anaer6bio estrito

— T

COCOS BACILOS
Gram,Indol SPS pigmento aus. de pigmento
| -
% Bacﬂ% gram- pigmentado %

w

bile+ esculina+ indol

v

Bacteroides do grupo fragilis

Peptospreptococcus sp

Crescimento em AVB Bile- Esculina-

v v

Fusobacterium sp Bacilos Gram -
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ANEXO I

Termo de aprovag8o do estudo frente ao comité de ética -UFC

Ficha utilizada na pesquisa

Ficha de pronto atendimento

Consentimento do CIDH-Ce para a realizagfo da pesquisa

Resumo de trabalho apresentado no XXI Congresso Brasileiro de Micmjjioiogia de 2001

Resumo de trabalho apresentado no XIII Congresso Brasileiro de Diabetes de 2001

Carta de aceite de publicaco do trabalho: ENTEROBACTERIACEAE AND ESBL-
PRODUCING STRAINS ISOLATED FROM INFECTED DIABETIC FEET IN
BRAZILIAN DIABETIC CENTER

Trabalho submetido a aprovacio pela The Brazilian Journal of Infectious Diseases

Declaracfio de corregdio da dissertacio.



Umiversidade Federal do Ceara
Comité de Etica em Pesquisa

Of, N° 10/00 Fortaleza, 28 de janeiro de 2000
Protocolo n°® 05/00

Dept®./Servigo: Departamento de Patologia e Medicina Legal

Titulo do Projeto: “P¢ diabético” perfil de isolamento e de sensibilidade a
antimicrobianos de bactérias isoladas em 2 Centros hospitalares de Fortaleza®

R

Levamos ao conhecimento de V.S% que o Comité de Etica em Pesquisa e
do Complexo Hospitalar da Universidade Federal do Ceara — COMEPE, dentro
das normas quc rcgulamentam a pesquisa cm scres humanos, do Consclho
Nacional de Saude — Ministério da Saude, Resolucfo n°196 de 10 de outubro de
1996 e Resolugfio n® 251 de 07 de agosto de 1997, publicadas no Dirio Oficial,
em 16 de outubro de 1996 e 23 de setembro de 1997, respectivamente, aprovou o
projeto supracitado na reunifio do dia 27 de janeiro de 2000.

Atenciosamente,

VH Cﬂ@‘@wﬁ— 7\f m’”@"

Dra. Mirian Parente Monteiro
Coordenadora Adjunta do Comité de Etica em Pesquisa
COMEPE/HUWC/UFC



UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA

PESQUISA PE DIABETICO

AUTORIZACAO DO PACIENTE PARA COLETA DO ESPECIME:

NOME: PRONTUARIO:
LOCALIDADE: DATA DA COLETA:
DATA DO NASCIMENTO:——rf--—/--=- PROFISSAQ: (01) APOSENTADO(A); (02)COMERCIANTE

(03) DOMESTICA; (04) OUTROS

TEMPO DE DIABETES: (01) 01-10 ANOS (02 ) 11-20 ANOS (03} 21-30 ANOS (04 ) <30 ANOS

TAXA GLICEMICA: (03 MESES) ; ; -

s ESTUDO DA LESAOQ:
ORIGEM:  (01) TRAUMA; (02) CALO; (03) NAO SABE INFORMAR; (04) OUTRAS CAUSAS
GRAUDE WAGNER: (0) (1) (II) (IV) (V)

USO DE ANTIMICROBIANOS ANTES DA COLETA: (01) NAO (02) SIM

s ESTUDO BACTERIOLOGICO:

TIPO DE INFECCAQ: ( 01 ) MONOMICROBIANA (02 ) POLIMICROBIANA

AGENTE Lo en s
PERFIL ANTIMICROBIANO: DROGAS SENSIVEIS oo ereeeeeeeeveeeseevesesnnmss s e nesesssaeassesaeen
DROGAS RESISTENTES et eeeeeeteseseessesssesses s ssssenossseneenss
AGENTE I oo er e r s eeeseessesmes
PERFIL ANTIMICROBIANQO: DROGAS SENSIVELS e eoveeeeeeeeees e etseese e cesaesasesnesessssesassemssssneensassans
DROGAS RESISTENTES o ov et eeeeesteceeneeessesesses s sssesessensoss
AGENTE T oo eses e eenene
PERFIE, ANTIMICROBIANO: DROGAS SENSIVEIS:.......coooiimriennccrrrememmisssmesisnsesseneemesssissssnssssss s
DROGAS RESISTENTES o ovv oot ee e seeeeeeesesesesesesaneessessesossessesoan
AGENTE IV eeees s ees s ree
PERFIL ANTIMICROBIANG: DROGAS SENSIVEIS: .. eeeeeeeeteeeeeeeescoseeescoconsasmseesssmsesesssssrnsssseassnsons



ESTADO DO CEARA
SECRETARIA DE SAUDE DO ESTADO
Centro Integrado de Diabetes & Hipertensdo - CIDH

DECLARACAQ

Declaramos para dos devidos fins que € de grande importancia para os patientes
e de interesse do Ambulatério do Pé Diabetico do Centro Integrado de Diabetes e }’—”1ip@r‘tenséo/(;lDHf a
realizagdo de exame microbioldgico (cultura e antibiograma) de material colhido de feridas infectadas
destes pacientes. Para tanto, autorizamos aos participantes deste Projeto de Pesquisa a coleta do material
quando da realizagdo do exame e limpeza destas feridas, sem causar nenhum desconforto ou prejuizo ao

paciente.

Fortaleza, 21 de agosto de 2000.

¢ ccrcgard o A slen fa Clive VAR
~-Margarida Mota de Oliveira T
Enfermeira

/ .

?

A A~ // -
Viviana Menezes Costa
Administradora do CiDH

Rua. Silva Paulet, 2406 - Bairro: Aldeota, CEP: 60120-021 - Fortaleza - Ceara
Fone: (085) 433 91 80 Fax: (085) 246-4763



PERFIL DE RESISTENCIA DE ENTEROBACTERIAS ISOLADAS DE PE DIABETICO
EM PACIENTES AMBULATORIAILS
Motta, RN'; Oliveira, MM?; Dias, AM*; Magalhics, PSF'; Nogueira, MB'; Carvalho, CBM'.
'Departamento de Patologia ¢ Medicina Legal da Universidade Federal do Cears, Fortaleza-Ce
*Centro Integrado de Diabetes € Hipertensdo(CIDH),Fortaleza-Ce

O diabetes mellitus € um distiirbio metabolico de etiologia multipla € um dos mais importintes
problemas de safide da atualidade. Estima-se que no Brasil existam 5 milhSes de diabéticos com
uma prevaléneia de 7,6%. A infecgio dos pés € uma das complicagSes mais comuns, acometendo
25% dos diabéticos. E uma infecgBo polimicrobiana tendo as enterobactérias como um. grupo com
relevante participa¢dio nesse processo infeccioso, sendo as espécies FEscherichia coli, Proteus
mirabilis € Klebsiella pneumoniae as mais fregiientemente isoladas. Com o objetivo de determinar o
perfil de resisténcia das cepas de enterobactérias isoladas de pacientes com pé diabético e infecgio
comunitaria estd sendo realizado este trabalho. Entre mar¢o de 2000 a junho de 2001 , foram
analisados 89 espécimes clinicos isolados de pacientes atendidos no Centro Integrado de Diabetes ¢
Hipertensdo (CIDH) em Fortaleza. As amostras foram coletadas com swabs apGs antissepsia
externa € acondicionadas em meio para transporte (Stuart) até o processamento das mesmas. Os
swabs foram semeados em 4gar- sangue (incubagdo 35 graus-24/48h) Mac Conkey € BHI. As cepas
foram caracterizadas através de provas bioquimicas convencionais, ¢ pelo método de Gram. As
cepas identificadas foram testadas frente 3 susceptibilidade segundo a metodologia padrio de
antibiograma convencional (Kirby-Bauer). Foi wverificado uma alta sensibilidade aos
aminoglicosideos e quinolonas. Um achado no esperado foi o de 07 cepas com padrio fenotipico
de ESBL. Tratando-se de pacientes ambulatoriais este resultado devera ser melhor investigado.




PERFIL EPIDEMIOLOGICO DAS INFECCOES DE PE
DIABETICO EM PACIENTES ATENDIDOS NO CIDH/CE
Qliveira MM ; Motta RMN? ; Forte AC! ; Magathfes PSF%; Dias AMP;
Carvatho CBM2.

Centro Integrado de Diabetes e Hipertensio (CIDH)!

Universidade Federal do Ceara (UFCY

Estima-se que no Brasil existam 5 milhes de diabéticos com uma
prevaléncia de 7,6% e de 6,5% em Fortaleza. A infeccfo dos pés €
uma das complicagdes mais comuns. E polimicrobiana e acomete
25% dos diabéticos. Até a presente data , nfo € conhecido o perfil
epidemioldgico das infecebes de pé diabético em nosso meio. Dessa
forma estd sendo realizada esta pesquisa com objetivo de identificar
as bactérias mais freqlientemente envolvidas na infeccfo do pé
diabético e tracar o perfil de sensibilidade a antimicrobianos destas.
Para isso, os espécimes clinicos cothidos de pacientes atendidos no
CIDH passam por todas as etapas do exame microbiologico seguindo
metodologia descrita nos manuais de microbiologia e artigos atuais.
Até junho de 2001 foram isolados 187 cepas bacterianas de 89
pacientes. Do total 23 cepas foram classificadas como anaerdbias
estritas.e 164 como anaerdbias facultativas e aerébias estritas. Entre as
bactérias anaerdbias facultativas foram isoladas 87 enterobactérias, 44
Staphylococeus Aureus € 07 cepas de Streptococcus Pyogens. Com
relacfo a resisténcia a antimicrobianos, 05 cepas de Staphylococcus
Aureus foram resistente a oxacilina. Entre as enterobactérias foi
observado que cerca de 90% das cepas eram sensiveis aos
aminoglicosidios € mais de 50% resistentes a ampicilina,

sulfametoxazol + trimetoprima ¢ cefalosporinas de primeira geracfo.
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ABSTRACT

In a prospective study, we have bacteriologically analyzed 156 species- of
Enterobacteriaceae isolated from 138 patients with community—acquire?j diabetic foot
ulcers. The study was undertaken at a Diabetic Center and at the Federal University of
Ceara, Brazil, from March 2000 to November 2001.The samples were cultured using
selective media and the identification, susceptibility tests and detection of ESBL producing
strains were done by conventional and automated methods. The most frequently occurring

pathogens were K. pneumoniae (21.2%), Morganella _morganii (19.9%) and E£. coli

(15.4%). High resistance rates were noted for ampicillin, first generation cephalosporin,
trimethoprim/sulfamethoxazole,  tetracycline,  amoxicillin-clavulanic ~ acid  and
chloramphenicol. ESBL producing strains were detected in 6% of the patients studied.
Resistance among gram—negativé bacteria has become increasingly common, even in

e
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community-acquired infections.

Key words: ESBL-producing strains, antimicrobial resistance, Enterobacteriaceae
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INTRODUCTION

Nowadays diabetes mellitus is one of the world’s most important health problems.
In Brazil, there are estimated to be approximately 5 million diabetics of which half are
unaware that they have the disease. The prevalence of diabetics between 30 and 69 years
old is 7.6%. Diabetic patients with foot ulcers present the majority of patients who attend

Brazilian university hospitals. The prevalence is 6.4% in the state of Ceard, Brazil, with the

v

rate of unknown disease of 64% [1,2]. -

I has been estimated that an ulcer develops on the foot or ankle in 15% of diabetic
patients at some time . Infection is a common sequela of diabetic foot ulceration and
trauma, which, once established. becomes progressively severe and more difficult to treat.
The infections are polymicrobial in origin. Representative organisms include aerobic gram-

positive cocci, gram-negative bacilli (Escherichia coli, Klebsiella and Proteus species) and

anaerobes (Bacteroides species and Peprostreptococcus). [3].

Enterobacteria are an important pathogenic group in community and hospital-
acquired infections and resistance among them has become increasingly common. The most
serious resistance patterns now emeréing among Gram-negative organisms include
resistante to extended-spectrum cephalosporins and penicillins [4].

In Latin America. resistant bznétéx‘iamare emerging as a real threat to the favorable
outcome of common infections in community and hospital seftings. The time to change
long-accepted prescription practices is coming, and every effort should be made to provide

the prescribers the pertinent information related to changing patterns of resistance [5].
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In fact, local epidemiological studies of bacterial resistance are necessary mainly in
developing countries where the auto medication culture (antimicrobial agents) is largely
disseminated. Considering the great importance of enterobacteria and the participation in
diabetic foot ulcer infections, the present study has as its purposes:

a) to analyze, in a prospective study, the prevalence of enterobacteria and ESBL-
producing strains_isolated from diabetic patients with community-acquired foot infection.

b)to monitor the patterns of susceptibilities of the species isolated.

MATERIAL AND METHODS

PATIENT SELECTION

The subjects of this study consisted of - one hundred and forty one patients with
diabetes who had an infected foot ulcer and who attended the CIDH (Centro Integrado de
Diabetes e Hipertensao) located in Fortaleza, Ceara, Brazil, between March 1, 2000 and
November 30, 2001. The data were collected prospectively. Each patient was included
only once in the study. They were taken to a specialized ambulatory in foot ulcer after they
had been registered at the health station and after they had their diabetic diagnosis
established.

v

BA(STERIOLOGIC PROCEDURES .-

All patients had signs of mild to moderate localized infection (cellulites, exudates,
etc). The surface of the wound was prepared with a vigorous saline scrub follcwed by
debridement of superficial exudates using sterile instruments. Specimens were obtained by

scraping the ulcer base or the deep portion of the wound edge with a sterile swab. The



specimens were collected with a swab and transported in a Stuart transport medium [6,7].
Bacteriological studies were performed in the microbiology laboratory of the Federal
University of Ceara . Total transfer time to the laboratory was no longer than two hours.
For aerobic and facultative strains the specimens were inoculated into blood agar (BAP),
MacConkey agar and Brain Heart Infusion broth (BHI). The media were incubated at 35°C
and conventional temperature. Bacteria were identified by conventional biochemical tests

[8] and/or by an automated system VITEK (bioMérieux Vitek, St. Louis).

SUSCEPTIBILITY TESTING

Antimicrobial susceptibility testing of isolates was done by the reference agar
diffusion method as described by the National Committee for Clinical Laboratory
Standards (NCCLS) [9] and by the VITEK system. Quality control was done by the

Escherichia coli ATCC test (American Type Culture Collection) 25922. The antimicrobials

agents tested were: ampicillin, amikacin, gentamicin, amoxicillin-clavulanic acid,
aztreonam, cephalotin, cefoxitin, cefotaxime, ceftriaxone, ciprofloxacin, cefepime,

chloramphenicol, imipenem, trimethoprim/sulfamethoxazole, tetracycline.

ESBL—P%GDUCING STRAINS

| ."m.v\mThose strains, that showed the phenotypic standard compatible with ESBL-
producing strains in the agar diffusion method and identified as ESBL-producing strains by
the VITEK system. were later confirmed in accordance with the NCCLS recommendation

(Double disk diffusion technique).
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RESULTS

a) Information on clinical isolates
The most frequent bacterial group isolated was Enterobacteria (97,8%) with 156 species
from 138 patients. The 5 most frequently occurring pathogens were (n° / %): Klebsiella

pneumoniae (33/21.2%), Morganella_morganii (31/19.9%), Escherichia coli (24/15.4%).

Proteus _mirabilis (23/14.7%) and Enterobacter aerogenes (10/6.4%). The top six

Y

pathogens accounted for 77.6% of all 1solates. e
b) Susceptibilities “
Resistance rates of the Enterobacten’aéeae strains are demonstrated in Figure 1 and 2. The
resistance rates to ampicillin, tetracycline, cefalotin and sulfonamides were 68.6%. 64.1%.
51.3% and 37.2%, respectively. The greatest spectrum of enterobacteria_activity was shown
by the carbapenems (i 00% susceptibility for imipenem) followed by ciprofloxacin and the
fourth generation cephalosporin cefepime and gentamicin.
~¢) ESBL-producing strains
ESBL-producing strains were isolated from 10 patients. The isolated species were K.
pneumoniae (7 strains) and E. coli (3 strains). Four of the patients had been interned during
, the’ pr@geding 30 days . One patient shog{ed a recent lesion with 10 days evolution without
usiﬁé antimicrobial agents. The remaining five patients had taken an antimicrobial agent
during the preceding 30 days (cefalexin and ampicillin). None of the aminoglycosides

showed good activity against the 10 strains tested. The activity of the B-lactamase inhibitor

association compounds, quinolones. aztreonam, and other class of antibiotics such as

6



chloramphenicol trimethoprim/sulfamethoxazole were not satisfactory. Only imipenem

showed good activity, and inhibited 100% of the 1solates.

DISCUSSION

e stnoangs .

# . . . . .
Enterobacteria are a common isolate in diabetic infected ulcers. In a study

- conducted in the seventies, Louie er a/ [10], isolated enterobacteria in 11 patients among a

o

group of 20 patients with foot ulcer. Goldstein et a/ (1996) [11] in a prospective study to
determine the relative frequency of bacterial isolates cultured from community-acquired
foot infections, isolated enterobacteria in 48% of the 25 patients studied. When analyzed by
prior exposure to antibiotics, patients who had previously received antibiotics were more
likely to have MRSA, enteroccci and P. geruginosa. In the present study, enterobacteria
were the most frequently isolated species (in 97.8% of the patients). Cefalexin was the
antimicrobial agent consumed by 56% of those patients.

There is a clear association between heavy antimicrobial consumption within a
population and the frequent recovery of resistant bacteria [12]. Cars et a/ [13], compared
the non-hospital use of antibiotics in the 15 member states of European Union in 1997 and
~verifiéd that in 11 of the 15 countries, the most commonly used antibiotic was broad-
spectrum penicillin. Data on antibiotic sales are not publicly available in many countries
including Brazil.. Enterobacteria isolated in this study showed a high percentage of
resistance to  ampicillin,  tetracycline, the  first  generation  cephalosporin,
.It is

trimethoprim/sulfamethoxazole, amoxicillin + clavulanic acid and chloramphenicol.
&

unclear why Gram-negative isolates from Latin America should manifest Such high rates of
- "

P



a
resistance. Reasons may include: differences in antimicrobial use. infection control

BN

practices, climate and other unrecognized factors [14].

Enterobacteria are an important group in community and hospital-acquired

¥

infectionsy They are common preci

pitants of sepsis by virtue of the inflammatory response

activated by endotoxin present in the Gram-negative cell wall. . Patients with diabetes

melii‘tu's and patients needing dialysis are a high-risk group to the enterobacteria infection.

Unfortunately, resistance among gram-negative bacteria has become increasingly common,

making empirical therapy decisions more difficult. The most serious resigtance patte;ns

now emerging among Gram-negative organisms include resistance to extended-spectrum
)

cephalosporins and penicillins[4]. These resistances are commonly mediated by extended-

spectrum beta-lactamases in Escherichia coli and Klebsiella species or by the hyper

production of chromosomally mediated cephalosporinases (Bush group 1 amp C enzymes)

in Citrobacter, Serratia and Citrobacter species [13]. The extended-spectrum B-lactamase

" (ESBL) genes result generally from point mutations in the genes of broad-spectrum -
lactamase Ambler class A enzymes, such as TEM-1, TEM-2 or SHV-1. They are usually
located in conjugative megaplasmids, which often carry the genes responsible for resistgnca*
to other antibacterial drugs, pausing serious difficulties for the treatment of infections
caused by bacterial isolates producing those enzymes [15].

~7’Along with ESBLs, the emefgence of plasmid-mediated Ambler class C
cephalosporinases (or Bush group 1 cephalosporinases) has occurred among clinical

isolates of the Enterobacteriaceae . These enzymes can produce resistance to cephamycins,

extended spectrum cephalosporins and aztreonam, and unlike class A ESBLs, f-lactamase

inhibitors do not inhibit them. [16 ],

8



4 The emergence of plasmid-mediated extended-spectrum (-lactamases (ESBLs)

among members of the family Enterobacteriaceae has become a growing worldwide

problem [17, 18,19].

In France, 14.1% of K pneumoniae isolated from 12 university hospitals were

cefotaxime resistant until 1990, and, in a training hospital, 51% of K. pneumoniae were

ESBL-producing strains (19). In the United States, National Nosocomial Infection

Surveillance notifications indicated 5 % of general resistance to ceftazidime until 1991,

Although those strains were found initially on the West and East Coasts and in the Chif:ago
W

region, K. pneumoniae ESBL producing strains are now widely spread all over the United

States (20,21). A total of 1210 clinical isolates of Escherichia coli, collected from a

University hospital in Southern Taiwan in 1999, were screened for ESBL-producing
strains and the rate of prevalence in that study was 1.6%, lower than that reported in Japan
(2.9108.%) [17]

Until 1987, there were no reports of ESBLs from the southern cone of South

America (5). In 1997 the SENTRY Antimicrobial Surveillance Program analyzed ESBL

producing strains (E. coli and K. pneumoniae), isolated from the bloodstream, and found
that ESBL producing strains causing blood infections varied from 4.5% (Uruguay) to 12%

(Chilg, and Mexico) among £. coli, and from 31% (Mexico) to 56.6% (Brazil) among K.

prneumoniae [4] .

In 1998 a Brazilian multicenter study was conducted by the Sentry Antimicrobial
Surveillance Program, from 20 clinical laboratories and 36 hospitals located in different
regions of Brazil. 855 isolates were evaluated including 591 enterobacteria. The two most

frequently occurring pathogens were £. coli and K. pneumoniae. Among the Brazilianf




isolates collected by the SENTRY program, 13.6% of E. coli and 42.1% of K. preumoniae

wére ESBL producing strains {22,23]. In this study. the isolation rate of ESBL-producing
strains was 6%, possibly reflecting the community spread of those strains. The resistance
profile found was similar to the studies described in the surveillance SENTRY program and
indicates a combination of other beta-lactamases or hyper production of ESBL, or even the

ESBL presence from 2br group, according Bush et al. classification [16]

CONCLUSION N

Unfortunately, resistance among gram-negative bacteria has become increasingly

)

common, making empirical therapy decisions more difficult. Sometimes empiric therapy is
necessary, mainly in therapeutic-centers working without microbiology laboratories and
with very limited patient conditions. Government help is therefore needed to obtain any
available medication. Improvements need to be made to microbiological laboratories in
hospitals and medical centers. There is also a need for periodic antibiotic resistance
controlling to give guidance to physicians and the local population on the use of antibiotics.

Without firmly established diagnosis and antibiotic use strategies, we are, overtreating with

the inevitable consequences.
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