UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
Faculdade de Farmécia
Disciplina de Trabalho de Conclusdo de Curso

SUSCETIBILIDADE DE Staphylococcus epidermidis A
VANCOMICINA, RIFAMPICINA, AZITROMICINA E
ERITROMICINA

JULIANA THEISEN

PORTO ALEGRE, JUNHO DE 2010.



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
Faculdade de Farmécia
Disciplina de Trabalho de Conclusdo de Curso

SUSCETIBILIDADE DE Staphylococcus epidermidis A
VANCOMICINA, RIFAMPICINA, AZITROMICINA E
ERITROMICINA

Trabalho de Concluséo

da Disciplina de Estagio Curricular em Farmacia

ORIENTADORA: Prof2 Dra. Ana Lucia Peixoto de Freitas

CO-ORIENTADORA: Msc. Ana Lucia Souza Antunes

PORTO ALEGRE, JUNHO DE 2010



RESUMO

Staphylococcus epidermidis é o mais frequente agente responsavel por infec¢des
relacionadas a implantes de dispositivos médicos e infeccbes de corrente
sanguinea. Infecgbes associadas ao S. epidermidis caracterizam-se por sua
capacidade em colonizar o polimero de superficie, formando o biofilme. Biofilme é
um processo complexo e multifatorial, constituido por células bacterianas aderidas
entre si e a uma superficie, envoltas por uma matriz polimérica altamente
hidratada, que confere protecdo contra a acdo do sistema imunoldgico e dos
antimicrobianos dificultando o tratamento da doenca. O uso prolongado de
antimicrobiano, especialmente na presenca de cateter venoso central (CVC), tem
gerado um problema de resisténcia. Assim, este estudo teve como principal
objetivo avaliar a resisténcia em S. epidermidis isolados de amostras clinicas de
CVC, frente a vancomicina, a rifampicina, a azitromicina e a eritromicina, através
dos métodos de disco difusédo (DD) e concentragao inibitéria minima (CIM). Entre
0s agentes mais comumente utilizados para tratar infeccdes por S. epidermidis
resistentes a meticilina (MRSE) estdo a vancomicina, a rifampicina, a eritromicina
e a azitromicina. Para escolha do antimicrobiano adequado € importante
determinar sua suscetibilidade, o que pode ser feito através de diferentes testes
laboratoriais. Os testes “in vitro” buscam determinar a suscetibilidade da bactéria a
doses usuais através do metodo de disco difusdo, ou determinar a CIM. Estudos
tém relatado um aumento sutil da resisténcia a vancomicina, que ndo estava
sendo percebido pelo uso do teste de disco difusdo o que também pode estar
acontecendo com outros antimicrobianos. Nossos resultados mostraram que a
disco difusdo ndo determina exatamente o nivel de resisténcia, uma vez que as
CIMs da maioria das amostras estudadas foram muito elevadas. Embora tenha
ocorrido na maioria dos isolados uma correlagéo entre os resultados de DD e CIM,
0s niveis de resisténcia ndo sdo mensurados com clareza, quando se utiliza
apenas a DD. A preocupacdo com multiresisténcia torna importante saber qual o
nivel de resisténcia de nossas amostras clinicas. A solucdo para o problema
mundial da resisténcia antimicrobiana vai além da necessidade de
desenvolvimento de novos agentes. Outros fatores também sédo importantes, tais
como o uso prudente dos farmacos existentes, o uso adequado de combinacbes

de antibidticos, o controle e a prevencdo da disseminacdo de organismos



resistentes aos antimicrobianos e, principalmente, o monitoramento atento do

aumento destas resisténcias.
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1. INTRODUCAO

O cateter venoso central (CVC) vem sendo utilizado desde 1945 com o
objetivo de facilitar o diagndstico ou o tratamento do paciente hospitalizado,
para administrar medicamentos, solu¢cdes hidroeletroliticas, sangue, alimentos
e, também, para a monitoracdo de parametros fisiol6gicos. Apesar de sua
grande utilidade, ele representa uma fonte potencial de complicacdes
infecciosas (DIENNER et al., 1996).

Varias condi¢cdes tém sido apontadas como fatores de risco para o
desenvolvimento das infec¢Oes associadas ao CVC. A duracdo do cateterismo,
a colonizacdo cutédnea no local de introducdo do cateter, a manipulacdo
frequente da linha venosa e a gravidade do estado clinico séo considerados os
fatores mais importantes (DIENNER et al., 1996).

A utilizacdo de procedimentos invasivos e 0 uso de terapia
antimicrobiana de amplo espectro trouxeram beneficios aos pacientes, mas por
outro lado, ocasionaram um aumento na incidéncia de infec¢cbes por
microrganismos multirresistentes (SOUZA & FIGUEIREDO, 2008). As fontes
associadas a esse tipo de infeccéo incluem as bactérias da microbiota da pele
dos pacientes e da equipe meédica, como Staphylococcus aureus e
Staphylococcus epidermidis, que estdo comumente presentes nestes
processos (ANWAR et al., 1990).

Infeccbes associadas a S. epidermidis caracterizam-se por sua
capacidade de colonizar o polimero de superficie, formando biofilme. A
formacdo do biofilme é um processo em duas etapas: primeiro, a bactéria se
adere rapidamente ao material do polimero; apds, as bactérias se proliferam
para formar “clusters” de varias camadas de células (EIFF et al., 2002). As
propriedades fisico-quimicas da superficie do CVC podem exercer uma forte
influéncia sobre a adesdo dos microrganismos, 0s quais tém mais afinidade
pelas superficies hidrofébicas (plasticos) do que pelas hidrofilicas (vidro ou
metais). Ja foi demonstrado que a adesdo microbiana € favorecida pelo
aumento da hidrofobicidade (DONLAN & COSTERTON, 2002). Assim,

materiais como polietileno e polivinil, muitas vezes usados como principal



constituinte dos CVC'’s, favorecem a aderéncia de microrganismos (ROSS,
2006).

A resisténcia aos antimicrobianos € um fenémeno relacionado a
existéncia de genes que codificam diferentes mecanismos que impedem a
acao dos antimicrobianos. A resisténcia pode ser natural, quando os genes de
resisténcia fazem parte do codigo genético do microorganismo, ou adquirida,
guando os genes de resisténcia ndo estdo normalmente presentes no codigo

genético do microrganismo, sendo a ele incorporado (TAVARES, 2001).

Entre os agentes mais comumente utilizados para tratar infeccdes por
S. epidermidis resistentes a meticilina (MRSE) estdo a vancomicina, a
rifampicina, a eritromicina e a azitromicina. Para escolha do antimicrobiano
adequado é importante determinar sua suscetibilidade, o que pode ser feito
através de diferentes testes laboratoriais. Os testes “in vitro” buscam
determinar a suscetibilidade da bactéria a doses usuais através do método de
disco difusdo, ou determinar a menor concentragdo capaz de inibir o
crescimento bacteriano (concentracdo inibitéria minima - CIM). A técnica de
disco difusdo € amplamente utilizada devido a facilidade de procedimentos e a
boa correlacdo com a resposta terapéutica. No entanto, a determinacéo da CIM
possibilita analisar a evolucdo da resisténcia atraves da observacdo do
aumento das doses necessarias para inibir a bactéria. Também cabe ressaltar
gue a adequacdo do método da difusdo tem sido questionada para algumas

combinac¢des bactéria e antimicrobiano (SADER et al., 2009).

Assim, este estudo teve como principal objetivo avaliar a resisténcia em
S. epidermidis isolados de amostras clinicas de CVC frente a vancomicina, a
rifampicina, a azitromicina e a eritromicina, através dos métodos de disco

difusdo e concentracgao inibitéria minima.



2. REVISAO DA LITERATURA

Os estafilococos sdo bactérias comuns, que colonizam a pele e as
membranas mucosas dos seres humanos e outros mamiferos.
Staphylococcus epidermidis é a espécie mais frequentemente isolada do
epitélio humano, sendo encontrado principalmente nas axilas e narinas (OTTO,
2009).

Todos os anos, hospitais e clinicas compram mais de 150 milhdes de
materiais implantaveis para a administracdo de liquidos, medicamentos,
componentes sanguineos e nutricdo parenteral, para monitorar a
hemodinamica do paciente e para a realizacdo de hemodialise. Varios sdo os
tipos de cateteres existentes e os fatores de risco para infeccdes relacionadas
a cateteres variam de acordo com o tipo dos mesmos, o tamanho do hospital,
unidade ou servico, a localizacdo do sitio de insercdo e o tempo de
permanéncia do cateter (MERMEL, 2000).

O crescente uso de proteses, cateteres e outras tecnologias invasivas em
pacientes imunossuprimidos, trouxe S. epidermidis para o primeiro plano de
patdégenos nosocomiais, resultando em consideravel morbidade e excesso de
despesas meédicas. Ao longo do tempo, esta bactéria se tornou cada vez mais
resistente aos antibiéticos, e a ameaca mais recente € o surgimento de
isolados com niveis intermediarios de resisténcia a vancomicina (HUEBNER &
GOLDMANN, 1999).

Alguns dados extraidos do “National Nosocomial Infections Surveillance
System” de janeiro de 1990 até maio de 1999, relataram que Staphylococcus
coagulase negativos (SCoN) é o patégeno mais comumente isolado da
corrente sanguinea de pacientes com infec¢cdes hospitalares, internados na
Unidade de Terapia Intensiva, com prevaléncia de 37,3% comparado com
12,6% para S. aureus (EIFF et al., 2002).

Staphylococcus epidermidis tem sido considerado como uma bactéria
comensal in6cua da pele humana. Hoje em dia tem sido reconhecido como um
importante patdégeno humano relacionado com infec¢cdes associadas a

colonizacédo de dispositivos médicos, como cateter venoso central (CVC). Ao



contrario de S. aureus, os fatores de viruléncia presentes no S. epidermidis néo
estdo claramente estabelecidos. Sabe-se que eles tém um namero limitado de
exotoxinas e exoenzimas de degradacgéo e que ndo causam danos aos tecidos.
Portanto, as infec¢gdes por S. epidermidis podem ser subagudas ou cronicas. O
sucesso do S. epidermidis como patégeno deve-se, provavelmente, ao fato de
se aderir a superficies, formando o biofilme (VUONG et al., 2003).

Bioflme € um conjunto de células microbianas que formam uma fina
camada (matriz) extracelular polissacaridica (EPS), a qual facilita a sua adesao
a superficies bioldgicas e interfaces sintéticas. Eles podem se formar em uma
grande variedade de superficies, incluindo tecidos vivos, dispositivos médicos,
sistemas de canalizacdo de agua potavel ou industrial, ou sistemas aquaticos
naturais. As células bacterianas permanecem unidas umas as outras, as
interfaces ou até mesmo aos substratos que circulam dentro da matriz
(DONLAN & COSTERTON, 2002; DONLAN, 2002).

O biofilme confere prote¢do contra os mecanismos de defesa imune do
hospedeiro e entrada dos antimicrobianos, dificultando assim, a difusdo do
farmaco nos tecidos. A resisténcia aos antimicrobianos em biofilme pode ser
100 a 1000 vezes maior do que em células planctbnicas (DONLAN &
COSTERTON, 2002). Os antibidticos administrados aos pacientes, em muitos
casos nao atingem as células do interior do biofilme protegidas pela matriz
EPS, preservando a fonte de re-infeccdo do microrganismo (COSTERTON et
al., 1999). Genes especificos de resisténcia aos antibidticos estdo amplamente

distribuidos no biofilme do S. epidermidis.

O interesse em estudar SCoN tem aumentado juntamente com o
aumento das infeccbes e da multirresisténcia observada entre os isolados
hospitalares, incluindo a resisténcia a diversos antimicrobianos, tais como
eritromicina, clindamicina, tetraciclina, B-lactamicos e aminoglicosideos
(SANTOS et al.,, 1997). Estudo com isolados hospitalares de SCoN na
Espanha, mostrou um aumento global da resisténcia a maioria dos
antimicrobianos; por exemplo, em 1986 a resisténcia a eritromicina era de
41,1%, mas em 2002 esse percentual foi para 63% (CUEVAS et al., 2004).



Historicamente, o desenvolvimento de resisténcia aos antimicrobianos em
S. aureus tem sido rapido, sendo que a resisténcia a penicilina nestes
microrganismos foi observada apenas um ano apés a sua introducao, em 1941.
No inicio de 1950, apenas cinco anos apoés a disponibilidade deste antibidtico
para o tratamento de infeccbes em populagdes civis, trés quartos dos isolados
de S. aureus em hospitais em muitos paises tornaram-se penicilina-resistentes
(SAKOULAS & MOELLERING, 2008).

Para combater estes estafilococos, foram desenvolvidas as penicilinas
antiestafilocécicas, como a meticilina e a oxacilina e seus derivados. Contudo,
logo surgiram bactérias resistentes a elas. Nestes estafilococos, chamados de
S.aureus resistentes a meticilina (MRSA), a resisténcia é resultado de genes
cromossdmicos que codificam modificagdes no receptor dos B-lactamicos, as
proteinas ligadoras de penicilinas (PBPs), havendo a producédo de novas PBPs
com pequena afinidade pelos B-lactamicos (TAVARES, 2001). Atualmente,
aproximadamente 60% dos isolados de S. aureus clinicos de todo o0 mundo sao
MRSA (SHORR, 2007).

Para cada classe de antimicrobiano, s&o observados mecanismos de
resisténcia especificos, com envolvimento de genes plasmidiais ou
transposons, que codificam elementos inativadores do antimicrobiano ou

diminuem a sua afinidade de ligacdo, modificando o sitio alvo (JONES, 2001).

A vancomicina é um antibiotico glicopeptidio que, da mesma maneira
gue os antibidticos penicilinicos, afeta a formacdo da parede celular das
bactérias. Sua atuacdo ocorre pela ligacdo a porcao terminal D-Ala-D-Ala de
unidades precursoras da parede celular (SILVEIRA et al., 2006). A vancomicina
€ muito utilizada para tratamento de infec¢des bacterianas por gram-positivos
em pacientes alérgicos a penicilina ou bactérias resistentes aos B-lactamicos,
como o MRSA e a alguns enterococos, sendo assim, o antibidtico de escolha
para o tratamento de pacientes hospitalizados com infeccdes por MRSA
(SAKOULAS & MOELLERING, 2008).

Porém, o aparecimento de isolados de estafilococos com resisténcia
plena ou intermediéaria (VISA) a vancomicina € preocupante, mesmo que estes

microrganismos ainda sejam extremamente raros (SADER et al.,, 2009). O



primeiro relato de uma cepa VISA (CIM= 8 pg/mL) surgiu no Japao, em 1997.
Mais tarde, ocorreram 13 casos confirmados de VISA nos Estados Unidos da
América (Centers for Disease Control and Prevention) (TENOVER, 2006). O
mecanismo exato pelo qual esses organismos tornam-se resistentes ainda néo
esta esclarecido, mas provavelmente envolve o espessamento da parede
celular do organismo, que pode fazer com que a vancomicina fique presa nas
camadas mais externas da parede celular (RICE, 2006). A vancomicina foi
introduzida em 1958, mas o primeiro S. aureus totalmente resistente a
vancomicina (VRSA) foi isolado em 2002. Até agora, quatro VRSA de isolados
clinicos foram notificados, todos nos E.U.A. (SCHITO, 2006). Além disso, a
eficacia da vancomicina para o tratamento de infec¢des por S. aureus pode ser
prejudicada devido a sua baixa penetragdo nos tecidos e fraca atividade
antibacteriana (RICE, 2006).

Atualmente, os clinicos recomendam que o tratamento nao seja realizado
como monoterapia. A combinacdo de dois ou mais antibiéticos pode ser
necessaria por diversas razoes: 1) tratamento de infeccbes mistas, nas quais
nem todos 0s microrganismos Sao sensiveis ao mesmo antibiotico; 2)
prevencao ou adiamento de desenvolvimento de resisténcia bacteriana a um
antibidtico; 3) possibilidade de utilizar quantidades néo téxicas de dois
antibidticos quando o uso de apenas um deles exigiria doses toxicas, ou 4)
guando o tratamento combinado pode ser mais eficaz frente a um
microrganismo do que o0 uso de um unico agente antimicrobiano (KONEMAN et
al., 2001).

Ha relatos de um aumento sutil na CIM de vancomicina, o chamado
“creep” de vancomicina. Porém, esse aumento nao estava sendo percebido
devido ao uso do método de disco difusdo (SADER et al., 2009; MUSTA et al.,
2009). Estas mudancas podem predizer o futuro desenvolvimento da
resisténcia deste antibidtico e ajudar a explicar a falha terapéutica a ele
relacionada (STEINKRAUS et al., 2007). Além disso, este aumento reforca a
ideia de que sdo necessarios novos agentes antimicrobianos com propriedades

farmacocinéticas contra patdgenos gram-positivos (MENICHETTI, 2005).



Em vista disso, o método de disco difusdo vem perdendo espaco nos
testes de deteccdo laboratorial da resisténcia a vancomicina. Tornou-se claro
que o resultado “suscetivel” ndo é suficiente para orientar uma terapia
adequada, entdo, o laboratorio deve fornecer CIMs precisas e confiaveis
(SADER et al., 2009). Assim, desde 2005 o CLSI vem alterando suas
recomendacdes e preconizando que qualquer estafilococo com CIM elevada
para vancomicina (CIM = 4 ug/mL) deve ser enviado a um laboratério de
referéncia, j& que o método de disco difusdo ndo é capaz de diferenciar as
cepas suscetiveis a vancomicina na faixa de CIM entre 0,5 - 2 pg/mL (CLSI,
2005).

Estudos relatando isolados de MRSA com valores de CIM < 2 pg/mL e
com resposta clinica diminuida a vancomicina levaram a reducdo do ponto de
corte de suscetibilidade do S. aureus frente a vancomicina de 4 pug/mL para 2
pg/mL. Contudo, o CLSI manteve o ponto de corte de suscetibilidade < 4 pg/mL
para os SCoN (MACLAYTON et al, 2006). A partir de 2009 foi estabelecido que
deve ser realizado o ensaio de determinacdo da CIM atraves da microdiluicdo
em caldo para todos os isolados de estafilococos e que a disco difusdo com

vancomicina ndo deve mais ser realizada (CLSI, 2009).

A rifampicina € um antibiético bactericida pertencente ao grupo das
rifamicinas. E um macrolideo complexo, de amplo espectro, que inibe o
crescimento da maioria das bactérias gram-positivas e muitas gram-negativas.
Age inibindo a RNA-polimerase DNA-dependente através da formacédo de um
complexo farmacoenzimatico estavel, levando a supressdo da iniciacdo da
formacédo da cadeia na sintese de RNA (GOODMAN & GILMAN, 2006).

A rifampicina é muito ativa contra os estafilococos, porém, o rapido
desenvolvimento de resisténcia durante o tratamento limita a sua utilidade. Ela
deve ser usada apenas em combinacdo com outros agentes antimicrobianos, e
apenas em situacdes onde ndo ha outro antibiético como alternativa de
tratamento (HUEBNER & GOLDMANN, 1999; CLSI, 2009). Nos testes de disco
difuséo, isolados com halos = 20 mm sdo considerados suscetiveis ao
antibidtico, e para CIM, amostras com ponto de corte <1 pg/mL (CLSI, 2009).

Estudos sugerem que o surgimento de resisténcia a rifampicina deve-se a uma



mutacdo no gene que codifica a subunidade [ da RNA polimerase.
Aproximadamente 95% de todos o0s organismos resistentes encontrados
tinham mutacdes nesse gene, e quase todas as mutagdes ocorriam N0 mesmo
operon (GILLESPIE, 2001).

Assim como outros antibiéticos macrolideos, a eritromicina é
bacteriostatica, podendo tornar-se bactericida em concentracdes elevadas ou
em contato com microrganismos muito sensiveis. Sua acao ocorre por inibicdo
da sintese das proteinas, ao ligar-se a fragcdo 50S do ribossoma, impedindo a
fixacdo do RNA transportador ao ribossoma e bloqueando o aporte dos
aminoacidos componentes das proteinas. O espectro de ac¢do da eritromicina
sobre bactérias gram-positivas, cocos gram-negativos e treponemas a torna um
substituto natural da penicilina G, sendo empregada, com frequéncia, como

droga de segunda escolha frente a tais agentes infecciosos (TAVARES, 2001).

Desenvolvimento de resisténcia adquirida a eritromicina vem sendo
observado em S. aureus, S. epidermidis, Streptococcus viridans, Streptococcus
pneumoniae, especialmente em ambiente hospitalar, onde a resisténcia do
estafilococo ja atinge 50% das amostras isoladas em alguns centros
(TAVARES, 2001).

A resisténcia a eritromicina resulta de pelo menos trés alteracdes
mediadas por plasmideos: (1) uma reducao da permeabilidade a droga através
do envoltorio celular, como se observa no S. epidermidis; (2) uma modificacao
dos sitios-alvo sobre o ribossomo, que ocorre em microorganismos gram-
positivos e gram-negativos; e (3) hidrélise da eritromicina por uma esterase
produzida por Enterobacteriaceae (GOODMAN & GILMAN, 2006). O CLSI
preconiza, para disco difusdo com eritromicina, um halo de inibicdo = 23 mm
para suscetibilidade, enquanto a CIM deve ser < 0,5 pg/mL (CLSI, 2009). Um
estudo realizado em 2002 pelo Zyvox Annual Appraisal of Potency and
Spectrum Program (ZAAPS), com 7971 amostras, sendo 870 SCoN,

apresentou uma resisténcia de 67,8% para a eritromicina (ROSS et al., 2005).

A azitromicina tem acdo bacteriostatica, sendo ativa contra bactérias

gram-positivas e gram-negativas. Pertence a classe dos macrolideos, e

diferencia-se da eritromicina por ter um espectro de acao mais amplo, sendo



capaz de agir contra microorganismos gram-negativos, e por sua
farmacocinética mais favoravel e de melhor tolerancia (TAVARES, 2001). Seu
mecanismo de acdo € muito semelhante ao da eritromicina. Ela atua inibindo a
sintese de proteinas por ligar-se a fragdo 50S do ribossoma, e com isso
impede a fixagdo do RNA transportador, bloqueando o aporte de aminoacidos
componentes das proteinas. No caso da azitromicina, para os testes de disco
difuséo, a bactéria é suscetivel se o antibiograma apresentar um halo = 18 mm,
e a CIM < 2 ug/mL (CLSI, 2009).



3. OBJETIVOS

Avaliar a resisténcia de Staphylococcus epidermidis isolado de CVC,
através dos testes de disco difusdo (DD) e concentracdo inibitéria minima
(CIM).

Comparar os resultados de suscetibilidade dos testes de disco difusao
(DD) e concentracgéo inibitéria minima (CIM) frente & azitromicina, a rifampicina,

a vancomicina e a eritromicina.



4. PARTE EXPERIMENTAL
4.1. MATERIAIS E METODOS

Foram estudados isolados de S. epidermidis resistente a meticilina
(MRSE) e S. epidermidis sensivel a meticilina (MSSE), provenientes de CVC
de diferentes pacientes internados no Hospital de Clinicas de Porto Alegre, um
hospital terciario, no periodo de janeiro de 2010 a fevereiro de 2010.

As amostras estudadas foram coletadas para um estudo envolvendo
outras metodologias, tendo sido aprovado em seus aspectos éticos e
metodoldgicos, inclusive quanto ao seu Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido, pela Comiss&o Cientifica e a Comissdo de Pesquisa e Etica em
Saude, que é reconhecida pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa
(CONEP)/MS como Comité de Etica em Pesquisa do HCPA e pelo Office For
Human Research Protections (OHRPO/USDHHS, como Institucional Review
Board (IRB00000921), em 31.10.2007 (Projeto: 07- 485). O projeto de origem
destas amostras também foi submetido e aprovado pela ComPesqg/Far em 25

de agosto de 2008, sob o parecer n° 18/08.
4.1.1 Ensaios de disco difusdo

O teste de disco difusdo foi realizado de acordo com as orientacdes do
Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI 2009). De cada isolado foi
preparada uma suspensao bacteriana com turvacédo ajustada ao tubo 0,5 de
McFarland por comparacdo visual. Apos, cada um foi semeado sobre a
superficie de Agar Mdueller-Hinton (Oxoid, UK) de maneira uniforme e
colocados o0s discos com o0s antibiéticos (vancomicina, eritromicina,
azitromicina ou rifampicina; todos Oxoid, UK). As placas foram incubadas em
estufa, durante 24 horas, a temperatura de 35°C. O tamanho dos halos foi
medido em mm e categorizado como: sensivel, intermediario ou resistente,

conforme padronizado pelo CLSI.
4.1.2 Ensaios de Concentracédo Inibitéria Minima (CIM)

Ainda conforme as recomendacfes do CLSI (2009) foram realizados os

testes de Concentracédo Inibitéria Minima (CIM) em microplacas de poliestireno



de 96 pocos de fundo chato (Costar no 3596; Cornig, NY, USA). Para o teste a
suspensao bacteriana ajustada a 0,5 de McFarland foi diluida em caldo
Mueller-Hinton (MH - Oxoid, UK). A cada poco foi adicionado caldo e solucdo
do antibiotico para obter as concentracbes desejadas, além de 20 uL da
suspensdo bacteriana para uma concentracdo final de 1,5x10° UFC/mL,
conforme a figura 1. A presenca de turbidez apés incubacdo de 24 h em estufa
bacteriolégica foi considerada indicativa de crescimento bacteriano. A CIM foi
definida como a menor concentracdo do antimicrobiano na qual ndo houve
crescimento (ISENBERG, 1992; HINDLER & JORGENSEN, 2007; CLSI, 2009

Figura 1. Modo de preparo das microplacas para testes de CIM.

Concentracdo desejada CIM
(Hg/mL)
025 25 ul da solucao de 2 ug/mL
' 155 ul de caldo MH
050 50 ul da solugao de 2 ug/mL
’ 130 pl de caldo MH
10 100 pl da solugéo de 2 ug/mL
' 80 pl de caldo MH
20 100 pl da solugéo de 4 ug/mL
' 80 ul de caldo MH
40 100 pl da solugao de 8 ug/mL
' 80 pl de caldo MH
80 100 pl da solucao de 16 ug/mL
' 80 ul de caldo MH
160 100 pl da solucao de 32 ug/mL
' 80 ul de caldo MH
320 100 pl da solucao de 64 ug/mL
' 80 ul de caldo MH
64.0 100 pl da solucao de 128 ug/mL
' 80 ul de caldo MH
124.0 100 pl da solucao de 256 ug/mL
80 pl de caldo MH
256.0 100 pl da solugao de 512 ug/mL
80 pl de caldo MH
5120 100 pl da solugao de 1024 pg/mL
' 80 ul de caldo MH
100 pl da solugao de 2048 pg/mL
1024.0 80 ul de caldo MH
2048,0 100 pl da solugao de 4096 pug/mL




80 pl de caldo MH




5. RESULTADOS

Foram estudados 30 isolados de S. epidermidis formadores de biofilme,
sendo 25 MRSE e 5 MSSE, provenientes de cateter venoso central de

pacientes internados no Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

Das trinta amostras de S. epidermidis, apenas seis (13,3%) foram
suscetiveis a eritromicina pelo teste de DD, sendo que em cinco houve
discrepancia com os valores de CIM considerados para suscetibilidade (< 0,5
pg/mL). Entre os isolados resistentes, CIM = 1024 pg/mL foi observada em
dezesseis (53,3%) casos (Tabela 1).

A azitromicina mostrou um perfil muito semelhante quanto a prevaléncia:
seis (20%) amostras foram suscetiveis, e as vinte e quatro (80%) restantes
mostraram-se resistentes ao antimicrobiano, sendo que dezesseis (53,3%)
delas tiveram CIM = 2048 pg/mL. Os resultados de ambos os métodos

classificaram as bactérias na mesma categoria (Tabela 2).

Nos testes com rifampicina, os resultados mostraram que vinte e quatro
(80%) amostras foram susceptiveis ao antibidtico por ambos os meétodos;

apenas seis amostras tiveram CIM = 64 ug/mL (Tabela 3).

Todas as amostras avaliadas foram suscetiveis a vancomicina,
independentemente do teste avaliado (Tabela 4).

Tabela 1. Resultados obtidos frente a eritromicina por Disco difusédo (DD) e

Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

N isolados  CIM (ug/ml) DD
1 0,5 S
2 1 S
1 2 S
2 8 S
1 16 R
3 64 R
3 128 R
16 1024 R
1 >2048 R

R =resistente; S = suscetivel



Tabela 2. Resultados obtidos frente a azitromicina por Disco difuséo (DD) e
Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

N°isolados CIM (ug/ml) DD
3 1 S

3 2 S
1 32 R
1 64 R
2 R
4 R
R

128
256
16 22048

R =resistente; S = suscetivel

Tabela 3. Resultados obtidos frente a rifampicina por Disco difusdo (DD) e
Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

N°isolados CIM (pg/ml) DD

11 0,25 S
1 0,5 S
12 1 S
6 264 R

R =resistente; S = suscetivel

Tabela 4. Resultados obtidos frente & vancomicina por Disco difusdo (DD) e
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)

N° isolados CIM (ug/ml) DD
9 1 S
21 2 S

R =resistente; S = suscetivel



6. DISCUSSAO

Staphylococcus epidermidis sdo parte da microbiota normal da pele em
humanos, e foram considerados de baixa viruléncia e sem grande importancia
clinica até algumas décadas atrds. Porém, com o0 aumento do uso de materiais
implantaveis, esses microrganismos assumiram um papel importante nos

processos infecciosos, principalmente hospitalares.

A multirresisténcia aos antimicrobianos é uma das principais
caracteristicas observadas entre estes isolados hospitalares e tém incluido
resisténcia a eritromicina, clindamicina, aminoglicosideos, [B-lactamicos e
eventualmente quinolonas (SANTOS et al., 1997). Para cada classe de
antimicrobiano, sdo observados mecanismos de resisténcia especificos, com
envolvimento de genes plasmidiais, ou transposons que codificam elementos
inativadores do antibidtico ou diminuem a afinidade de ligacdo, modificando o
sitio alvo. A capacidade dos SCoN em albergar varios marcadores de
resisténcia demonstra sua importancia como reservatério de genes de
resisténcia, que podem ser transmitidos para outras espécies e outros géneros

de microrganismos.

O interesse em estudar a suscetibilidade aos antimicrobianos nesta
espécie também tem aumentado juntamente com o aparecimento de
resisténcia. Diversos relatos tém revelado um aumento sutil da resisténcia a
vancomicina, que nao estava sendo percebido devido ao uso de disco difuséo.
Desde 2009 o CLSI retirou o teste de disco difusdo e recomendou a realizacao
de CIM para vancomicina (SADER et al., 2009; MUSTA et al., 2009). Nao
encontramos relato de estudos de vancomicina e SCoN, mas acreditamos que
esta tendéncia também pode ocorrer neste grupo de bactérias. Além do mais
também n&o estamos monitorando o aumento da resisténcia frente a outros
antimicrobianos de uso terapéutico. Isso é relevante porque, no momento em
gue a vancomicina mostra niveis de resisténcia mais elevados é preciso lancar

mao de outras opcdes terapéuticas para tratar pacientes com MRSA e VISA.

A formacédo de biofilme, sem duvida coloca em evidéncia a questao da

resisténcia e provavelmente é co-responsavel pelo aumento da mesma, uma



vez que bactérias em biofilme estdo protegidas pelo EPS, e assim sobrevivem

em condicdes restritivas de nutrientes, agua e oxigénio.

Assim, comparamos dois métodos fenotipicos de deteccdo de resisténcia
para avaliar a diminuigdo de suscetibilidade em isolados provenientes de CVC,
material bastante propicio para a formacao de biofilme.

Nossos resultados reforcam que o método de disco difusdo nédo
determina exatamente o nivel da resisténcia, uma vez que as CIMs
encontradas na maioria das amostras estudadas foi muito elevada. Embora
tenha ocorrido uma correlagéo dos resultados de DD e CIM, para azitromicina,
vancomicina e rifampicina, isso néo foi verdadeiro para eritromicina, ja que 5
isolados com halos de inibicdo compativeis com suscetibilidade apresentam
CIM superiores a 0,5 pg/mL. Em tempos de multiresisténcia ndo basta so
determinar se um isolado € ou né&o suscetivel; epidemiologicamente €

necessario conhecer o grau desta resisténcia.

Os niveis de resisténcia aos macrolideos testados (eritromicina e
azitromicina) foram muito elevados. Frente a eritromicina apenas um isolado
apresentou resultado suscetivel por ambos os testes. Por outro lado, foram
observados dois casos com resultados de DD compativeis com suscetibilidade,
mas CIM associada a resisténcia (8pug/mL). Assim o paciente poderia fazer uso
de um macrolideo em seu tratamento, uma vez que o CLSI preconiza o uso do
disco de eritromicina para predizer a suscetibilidade aos demais macrolideos.
Quanto a azitromicina, foi observada suscetibilidade em apenas seis amostras.
Assim, a resisténcia foi de 87% para eritromicina e 80% para azitromicina, mas
a CIM permitiu avaliar que o grau de resisténcia frente a azitromicina foi maior,
uma vez que maior numero de isolados apresentou alto nivel de resisténcia
(CIM = 2048 pg/mL).

A rifampicina apresentou valores de suscetibilidade que ainda podem ser
considerados muito bons, uma vez que em apenas seis isolados foi observada
resisténcia, o que representa uma suscetibilidade de 80%. Embora este
farmaco seja ainda indicado especialmente como tuberculostatico, seu uso
terapéutico tem aumentado diante de isolados de S. epidermidis formadores de

biofilme.



Todos os isolados de S. epidermidis apresentaram suscetibilidade a
vancomicina. Os valores de CIM encontrados para vancomicina foram de 2
pMg/mL (21 isolados) e 1 yg/mL (9 isolados). Considerando os pontos de corte
estabelecidos pelo CLSI, todos seriam considerados suscetiveis a
vancomicina. Mas cabe ressaltar que estes valores de CIM estdo muito
proximos ao limite superior de suscetibilidade. Até poucos anos, se acreditava
gque os valores de CIM para vancomicina em isolados clinicos néo
ultrapassariam 0,5 ug/mL, mas esta realidade vem se modificando, e alguns
estudos ja& demonstram valores de 2,5 a 3,0 ug/mL. E importante observar que
tem sido relatada falha terapéutica em infecgdes por cepas com valores de CIM
aumentados (SADER et al., 2009; MUSTA et al., 2009).



7. CONCLUSAO

No contexto da resisténcia, varios aspectos devem ser considerados: (a)
bactérias patogénicas estdo se tornando cada vez mais resistentes a
antimicrobianos; (b) comunidades bacterianas em biofilme s&o menos
suscetiveis a tratamentos com antimicrobianos e mantém um elevado nivel de
viruléncia para o hospedeiro; (c) a maioria das infec¢cées e uma variedade de
enfermidades envolvem biofilme bacteriano e mais especificamente; (d) a
utilizacdo de antimicrobianos ineficazes na presenca de biofiime aumenta o
tempo de internagdo, o que leva ao aumento da morbi-mortalidade, onera o
sistema de saude, e eleva as taxas de resisténcia aos antimicrobianos e

disseminacdo de bactérias resistentes (RICE, 2006).

A solucdo para o problema mundial da resisténcia vai além da
necessidade de desenvolvimento de novos agentes. Outros fatores também
sdo importantes, tais como o0 uso prudente de agentes atuais, o uso adequado
de combinacgdes de antibioticos, o controle e a prevencao da disseminacao de

organismos resistentes aos antimicrobianos.

Parece inevitavel que as bactérias continuem a desenvolver resisténcia
aos antimicrobianos, através de mutacdes ou troca de informacdes genéticas.
Em muitas unidades de saude em todo o mundo, patdogenos bacterianos que
expressam multiplos mecanismos de resisténcia estdo se tornando cada vez
mais frequentes. Assim o monitoramento constante da resisténcia parece
importante para evitar a selecdo de bactérias multiresistentes, orientando a

utilizacéo de farmacos adequados na dose certa.
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