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Resuno

O Enterococcus faecalis € considerado, atualmente, um dos grandes
agentes responsaveis pelas infecgées hospitalares, onde sua resisténcia
a diversas drogas tem sido motivo de preocupacdo das autoridades.
Neste contexto, o trabalho teve como objetivo determinar a suscetibilidade
antimicrobiana e a presenca de linhagens mutantes em E. faecalis. Foram
obtidas 74 linhagens provenientes de hemoculturas e de secrecbes
purulentas de pacientes internados no Hospital das Clinicas da Faculdade
de Medicina de Botucatu, UNESP, no periodo de 1995 a 2001. Foram
analisadas “in vitro”, quanto a sua suscetibilidade, a vancomicina e a
ciprofloxacina através da determinacdo da concentracao inibitéria minima
(CIM), da concentracdo bactericida minima (CBM) e a presenca de
linhagens mutantes através da determinacdo da taxa de mutacao
espontanea a ciprofloxacina. Os resultados demonstraram uma maior
efetividade da vancomicina, que inibiu 98,6% das linhagens de E. faecalis
(CIM 0,06 a 1ng/ml). Entretanto, quando da andlise bactericida, o perfil de
sensibilidade desta droga apresentou-se elevado, onde 73% das
linhagens tiveram a CBM igual ou maior que 64ng/ml. Para a
ciprofloxacina, o perfil de sensibilidade ficou distribuido entre as classes
de CIM e CBM. Nesse estudo, ndo foi encontrada a presenca de
linhagens mutantes. Ha probabilidade de algumas linhagens serem
tolerantes a vancomicina, sendo necessario entéo, a realizacdo de testes

mais apurados, no sentido de confirmar esta caracteristica.



Sumary

Enterococcus faecalis has been considered one of the major agents of
nosocomial infection; its resistance to several drugs has been the concern
of health authorities. The objective of this study was to determine
antimicrobial susceptibility and the presence of mutant strains in E.
faecalis. Seventy-four strains were obtained from hemocultures and
purulent secretions of patients hospitalized at the Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP between 1995 and 2001.
They were analyzed in vitro for their susceptibility to vancomycin and
ciprofloxacin by determining the minimum inhibitory concentration (MIC),
minimum bactericidal concentration (MBC), and the presence of mutant
strains through determination of the spontaneous mutation rate to
ciprofloxacin. Our results showed vancomycin higher efficacy, inhibiting
98.6% of E. faecalis strains (MIC 0.06 1ug/ml). The bactericidal analysis,
however, showed vancomycin high susceptibility profile, with 73% of
strains, presenting MBC equal or higher than 64u/ml. Ciprofloxacin
sensitivity profile was found in MIC and MBC classes. No mutant strains
were found in this study. It is probable that some strains are resistant to

vancomycin, which requires that further tests be performed.
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I nt rodugédo 18

1. Introducéao

Os enterococos sao cocos Gram-positivos. Dispdem-se
em pares e em cadeias curtas. Sao anaerobios facultativos, catalase
negativa e crescem a 35°C, na presenca de NaCl a 6,5%, em Agar
Sangue, em Agar Chocolate, produzindo colonias grandes brancas, onde,
geralmente, ndo sdo hemoliticas e toleram sais biliares a 40%, podendo
hidrolisar a esculina. Ndo sintetizam toxina potente ou enzima hidrolitica,
mas, devido a combinacdo de fatores de viruléncia, 0os enterococos sao
capazes de produzir doencas graves. S&o bactérias entéricas
encontradas em seres humanos, principalmente no intestino grosso e no
trato geniturinario, bem como em uma variedade de animais. Apesar da
escassez de fatores de viruléncia, os enterococos sdo bem conhecidos
por sua capacidade de causar infec¢des potencialmente fatais. Tornaram-
se patdégenos hospitalares mais temidos na década de 90, visto que
muitas cepas sd80 muito resistentes a todos antibiéticos convencionais,
constituindo-se na quarta causa principal de infeccbes no ambito
hospitalar. As vias urinarias e a corrente sanglinea sdo os locais mais
comumente afetados, onde a espécie E. faecalis é a maior causa de
endocardites bacterianas. Estas infec¢bes sao, particularmente, comuns
em pacientes com cateteres urinarios ou intravasculares, bem como em
pacientes hospitalizados por longos periodos de tempo e que receberam
antibiético de amplo espectro (Murray , 1995; Prasad & Fraser?, 1995).

Maki & Agger® (1988) desenvolveram um estudo de
bacteremia enterocdcica, onde os principais fatores associados com o
aumento da taxa de mortalidade estavam diretamente relacionados aos
pacientes que apresentaram idade acima de 56 anos, traumas, lesdes
cirdrgicas, aquisicdo de infec¢des intra-hospitalar, varias doencas e

terapias antimicrobianas anteriores.
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As bactérias podem ser classificadas em sensiveis e
resistentes aos antimicrobianos. Em geral, classificam-se como
resistentes as bactérias que crescem “in vitro”, nas concentracdes
médicas que 0s antimicrobianos atingem no sangue, quando
administrados por via oral. S8o0 sensiveis as que ndo crescem nestas
concentragdes. A resisténcia pode ser natural ou adquirida, onde a natural
corresponde a uma caracteristica da espécie bacteriana e a adquirida, a
caracteristica de uma ou mais amostras da espécie. De um modo geral, a
resisténcia natural das espécies bacterianas aos antimicrobianos, esta
relacionada com a incapacidade dos mesmos em atingir seus sitios de
acdo. A resisténcia adquirida € um fendmeno espontaneo da bactéria,
sendo 0s antimicrobianos, apenas, agentes seletores de amostras

resistentes. (Trabulsi et al.%, 1999)

Para alcancar a atividade bactericida adequada contra os
patégenos altamente resistentes, tem-se utilizado a associagdo de
antibioticos como a vancomicina ou a ampicilina a um aminoglicosideo
apropriado (Bush et al.®, 1989; Carrizosa & Kaye °, 1976; Mandel et al.’,
1970; Watanakunakorn 8, 1971).

Os enterococos resistentes a vancomicina tém emergido
como um patdégeno importante e responsavel por sérias infeccoes
sistémicas, especialmente em pacientes debilitados com baixo
mecanismo de defesa. A espécie E. faecalis adquiriu alto nivel de
resisténcia aos aminoglicosideos e aos glicopeptideos. Entretanto, a
resisténcia a ampicilina ainda é rara (Sastry et al.’, 1995; Cereda et al.’°,
1997; Lai et al.*!, 1997; Gordts et al.'?, 1995). Foi realizada uma anélise
de dados que foram enviados ao Center for Disease Control (CDC) nos
Estados Unidos, no periodo de janeiro de 1989 a marco de 1993, que
demonstrou um aumento de vinte vezes na prevaléncia de resisténcia a

vancomicina em enterococos associadas a infeccbes nosocomiais
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(Jones™®, 1995).

Von Baum et al.** (1999) avaliaram a predominancia de
colonizacdo por enterococos resistentes a vancomicina em criangcas com
deficiéncia renal em estagio final (ESRF), em 13 unidades pediatricas de
Nefrologia na Europa. Os autores observaram que 24 pacientes (7,1%)
apresentaram enterococos com sensibilidade moderada a vancomicina
(CIM 4 g/ml) e 2 apresentaram essa bactéria com elevado nivel de
resisténcia a mesma droga, com uma Concentracdo Inibitéria Minima

(CIM) de 32g/ml.

Montelli & Sadatsune® (1995) realizaram levantamento
na Enfermaria de Clinica Médica (ECM) do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Botucatu sobre as taxas de infeccBes
hospitalares, uso de antimicrobianos e resisténcia das bactérias as
drogas. Os autores obtiveram o indice de sensibilidade aos 10
antimicrobianos mais utilizados no combate as bactérias encontradas,
com maior freqiéncia em materiais clinicos dos pacientes internados,

bY

onde a espécie E. faecalis foi sensivel a vancomicina, ao imipenem, a

ampicilina, a ofloxacina e a penicilina G, e resistente a netilmecina, a

gentamicina, a tobramicina, a eritromicina e a amicacina.

Foi realizado um estudo por Torfoss et al.® (1999), onde
analisaram 82 pacientes (33 da hematologia e 49 da cirurgia
gastrointestinal) do Hospital de Norwegian. Os resultados demonstraram
gue 51% apresentaram cultura positiva para enterococos, onde 33
linhagens eram E. faecalis (46%), 20 eram E. faecium (28%) e os outros
19 (26%) eram de outras espécies de Enterococcus. Uma linhagem de E.

faecalis era resistente a vancomicina (CIM > 256 nmg/ml) e 10

apresentaram elevado nivel de resisténcia a gentamicina (CIM >1024
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ng/ml), sendo 9 de E. faecalise 1 E. faecium .

Hsieh 7 (2000), realizou um estudo sobre a sensibilidade
antimicrobiana em 96 amostras de enterococos isolados principalmente
de urina, pus e feridas no Hospital de Taichung, no periodo de junho a
novembro de 1998, onde a espécie E. faecalis foi a mais frequente
(86,5%) apresentando CIMgp para a vancomicina e ciprofloxacina de
2rmg/ml e 1ng/ml, respectivamente, onde o Enterococcus faecalis foi

sensivel as duas drogas.

Em um outro estudo desenvolvido por Zouain & Araj‘®
(2001), no Libano, sobre a resisténcia antimicrobiana de 53 amostras de
Enterococcus isoladas, no periodo de 1998 a 1999, os autores concluiram
que a maioria das espécies eram E faecalis, nas quais 23% eram

resistentes a ciprofloxacina.

Hallgren et al.'® (2001) investigaram a CIM para 14
antimicrobianos diferentes em amostras de Enterococcus isoladas no
Hospital Swedish, no periodo de dezembro de 1996 a dezembro de 1998.
Foram coletadas 322 amostras clinicas de pacientes internados na UTI,
das quais 244 eram Enterococcus faecalis. Através da CIM, foi possivel
observar que todas as linhagens de E. faecalis foram sensiveis a

vancomicina e 23% a ciprofloxacina.

O nivel de resisténcia para os glicopeptideos em E.
faecalis e E. faecium € determinado por trés genétipos diferentes: VanA,
VanB e VanD. Os enterococos resistentes a vancomicina  estdo
categorizados em dois fendtipos: VanA ou classe A, que determina
elevado nivel de resisténcia para a vancomicina e teicoplamina; VanB ou

classe B, onde as linhagens séo resistentes a vancomicina mas sensiveis
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a teicoplamina ( CIM £ 8ng/ml). Um quarto genotipo, VanC, é encontrado
em E. gallinarum e E. casseliflavus , que codifica resisténcia, em baixos
niveis, somente para a vancomicina (Leclerq & Courvalin®®, 1997;
Eliopoulos®, 1997) .Neste sentido, Cereda et al.?? (2000) descobriram a
presenca de fenotipo VanA em Enterococcus faecalis em um estudo
realizado com uma paciente que tinha recebido um transplante no
Hospital Sdo Paulo na Universidade Federal de Sdo Paulo, em dezembro
de 1997. Foi testada a sensibilidade do isolado, através do teste de
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), onde a amostra apresentou
elevado nivel de resisténcia a gentamicina e a estreptomicina (CIM >
1024 ng/ml). Foi, também, resistente a vancomicina e a teicoplamina (CIM
> 256 ng/ml), mas apresentou sensibilidade a ampicilina (CIM > 4 ng/ml).
Ja Oon et al.?® (2001) determinaram a presenca e a prevaléncia de
enterococos resistentes a vancomicina presente no intestino de pacientes
internados. Foram colhidas 299 amostras de 284 pacientes entre janeiro e
marco de 1997, onde 35 pacientes (12,3%) apresentaram Enterococcus
com reduzida suscetibilidade a vancomicina (CIM > 4 ng/ml). Dessas 35
linhagens resistentes a vancomicina (VRE), quatro tinham o fendtipo
VanB e 31 VanC. Dois dos que apresentaram VanB tinham elevado nivel

de resisténcia a vancomicina, sendo um E. faecalis e um E. faecium.

As fluoroquinolonas disponiveis, incluindo a
ciprofloxacina, sdo de interesse limitado no tratamento de infec¢bes por
Enterococcus, pois sua atividade "in vitro" € moderada. Todavia, novas
drogas como NIN 57273 ou DU-6859a demonstraram um aumento na
atividade contra patdogenos Gram positivos, incluindo os Enterococcus.
Desta forma, as fluoroquinolonas podem representar uma alternativa de
uso no tratamento de infeccdes enterocécicas (Sahm & Koburov?*, 1989;
Sato et al.?®, 1992). Entretanto, h4 uma preocupacdo sobre a emergéncia

e rapida expansdo da aquisicdo de resisténcia a fluoroquinolonas por
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Enterococcus, como ja tem sido relatado para outras bactérias (Shalit et
al.?®, 1989).

Shaberg et al.?’ (1992) relataram que a resisténcia a
ciprofloxacina aumentou significativamente (de 1 para 15%) entre as
linhagens de E. faecalis, no periodo de 1985-1986 e de 1989-1990. Ja

Tankovic et al.?®

(1996) analisaram o desenvolvimento de resisténcia as
fluoroquinolonas, entre 1986 a 1993, em amostras clinicas de
Enterococcus faecalis, na Franca. Elas foram analisadas quanto a sua
resisténcia a ciprofloxacina (CIM >2 ng/ml) e a gentamicina (CIM>1
ng/ml). Em 1986, ndo foi encontrada linhagem resistente a ciprofloxacina,
sendo rara também de 1987 a 1989 (£ 2%) aumentando,
significativamente, de 1991 a 1993 ¢ 14%). Os autores concluiram que a
maioria das linhagens era altamente resistente a ciprofloxacina com a CIM
variando entre 32 a 64 ng/ml. O aumento da resisténcia entre os E.
faecalis as fluoroquinolonas, no periodo de 1986 a 1993, foi associado ao

aumento na quantidade de uso desta droga.

A resisténcia das bactérias as quinolonas surgiu devido as
alteracdes na subunidade gyrA do DNA gyrase e na subunidade do ParC

da topoisomerase 1V. Nesse sentido, Nakanishi et al.?®

(1991) mostraram
gue a mutacdo, no gene gyrA em duas linhagens de E. faecalis, foi o
maior responsavel pela resisténcia as fluoroquinolonas. Kanematsu et
al.® (1998), também, realizaram um trabalho para determinar a alteragéo
na sequéncia das regides gyrA e ParC de 31 linhagens de E. faecalis, das
quais 18 foram resistentes as fluoroquinolonas (norfloxacina, ofloxacina e
ciprofloxacina), apresentando alteracdes no gene gyrA e ParC. Os autores
sugeriram a associacao entre a presenca de alteragcdo nos genes com o
desenvolvimento de resisténcia as fluorogquinolonas por E. faecalis. Korten

et al.®! (1994) realizaram, também, um trabalho com o objetivo de
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determinar a relacdo entre a mutacdo do gyrA e a resisténcia as
fluoroquinolonas por E. faecalis e E. faecium, através do sequienciamento
de linhagens suscetiveis e resistentes. Os autores ndo encontraram
diferencas na regido do gene estudado, nas linhagens de E. faecium e E.
faecalis resistentes a ciprofloxacina, sugerindo que outro mecanismo
poderia ser responsavel pela resisténcia de alguns enterococos as

fluoroquinolonas.

A caracterizacdo do perfil de sensibilidade as drogas
antimicrobianas, bem como a mutacdo de algumas espécies, constitui
base de estudos extremamente importantes para uma boa conduta
terapéutica.

Assim, o presente trabalho teve como objetivos:

s Determinar a sensibilidade antimicrobiana a
ciprofloxacina e a vancomicina em linhagens de
Enterococcus faecalis.

o Determinar a presenca de mutacdo espontanea a

ciprofloxacina.
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2. Materiais e Mtodos

2.1. Amostras Clinicas

Foram estudadas 74 linhagens de Enterococcus faecalis
isoladas de hemoculturas e de secrecdes purulentas de pacientes
internados no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de
Botucatu - UNESP, no periodo de 1995 a 2001 (Tabela 1).

As linhagens foram transportadas do laboratério de
Andlises Clinicas do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de
Botucatu para o laboratério de Microbiologia do Departamento de
Microbiologia e Imunologia do Instituto de Biociéncias, Campus de
Botucatu- UNESP, em meio Agar Estoque, onde foram previamente

identificadas.

Apoés este procedimento, as linhagens foram semeadas
em placas de Petri contendo Agar Sangue objetivando-se analisar sua
pureza, bem como as caracteristicas coloniais, além de serem submetidas
as provas de catalase, crescimento na presenca de bile e hidrélise da
esculina, crescimento em 6,5% de NaCl e em M Enterococcus Agar

(DIFCO), para a confirmacéao da espécie Enterococcus faecalis.

A identificacdo final das espécies foi realizada seguindo-
se os critérios de Murray' (1995), conforme a realizacdo dos seguintes
testes: producdo de acido, a partir de: arabinose, glicerol, inulina, lactose,
maltose, melibiose, rafinose, ramnose, salicina, sorbitol, sacarose e
trealose; resisténcia ao telurito de potassio, reducdo de tetrazdlio,
desaminacdo da arginina, motilidade, producdo de pigmento, Teste de

Voges & Proskauer e poducao de hemolisinas.
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TABELA 1. Informacdes sobre os pacientes, as linhagens
de Enterococcus faecalis e a procedéncia do

material.

PACIENTE® SEXO IDADE LINHAGENS MATERIAL PROCEDENCIA
AAB. M 50a S-5497/95 Secrec¢do Traqueal UTI - Neuro
K.C.S. F - S-5507/95 Liquido Ascitico Cirurgia Pediatrica
S.S.D. F la S-5524/95 Liquido Pleural Pediatria
J.L. F 24a S-5547/95 Canula Endotraqueal UTI - Bergario
M.A.O. F R.N. S-5553/95 Ponta de Canula UTI - Bergario
AP.BM. F 2la S-5607/95 Colo Uterino Obstetricia
M.R.M. M 23a S-5634/95 Ponta Cistostomia Hematologia
C.P. M 64a S-5636/95 Pele-Secrec¢éo Ambulatério
N.S.M. F 50a S-5648/95 Liquido Dreno Gastro
I.B.S. M 65a S-5661/95 Secrec¢do Cirugia Vascular
M.A.G.O. M R.N. S-5675/95 Orofaringe UTI - Bergario
E.M.S. M 51a S-5745/95 Esperma Urologia
AP.BM. F 2la S-5780/95 Colo Uterino Obstetricia
F.S.S. F 27a S-2887/96 Liquido Ascitico Uro Gastro
M.T.B.R. M 22a S-2925/96 Secrec¢do Dermatologia
D.N.O. M 56a S-3402/96 Dreno Gastro Cirurgia
A.C.L. M 42a S-4428/96 Esperma Uro Ambulatério
F.AB. F R.N. S-4442/96 Orofaringe UTI - Bergario
O.P.B. M 53a S-4555/96 Ponta de Flebot. Gastro Clinica
JAS. M 39a S-4578/96 Secrecgdo Cateter UTI - Central
F.AB. F R.N. S-4639/96 Ponta Cateter UTI - Neonatal
M.S.M. F 4a S-4795/96 Secrecgdo Traqueal UTI - Pediétrica
J.B. M 72a S-4887/96 Secrecéo Traqueal UTI
C.S. F 30a S-4932/96 Secrec¢do Obstetricia
M.B.S. M 15a S-4952/96 Secrec¢do Traqueal UTI
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continuacao da tabela 1

TABELA 1. Informacdes sobre os pacientes, as linhagens
de Enterococcus faecalis e a procedéncia do
material.

PACIENTE® SEXO IDADE LINHAGENS MATERIAL PROCEDENCIA

S.0.G. F 43a S-4957/96 Secrecéo Cervical Obstetricia

L.C. M 77a S-4965/96 Secrec¢ao Ortopedia

L.C.T. M 35a S-5028/96 Esperma Urologia

B.M.C. F 53a S-5035/96 Secreg¢do Dreno Urologia

G.R.C. M 38a S-5143/96 Deiscéncia Gastro Cirurgia

R.M.M. F R.N. S-5167/96 Céanula UTI - Bergario

I.D.S.C. F 8m S-5202/96 Orofaringe Pediatria

R.M.M. F R.N. S-5206/96 Orofaringe UTI - Bergario

G.R.C. M 38a S-5240/96 Incisdo Gastro Cirurgia

V.N. F 30a S-5258/96 Colo Uterino Obstetricia

J.S.D. F 74a S-5269/96 Traqueal Clinica Médica

B.M.C. F 53a S-5399/96 Dreno Urologia

B.P.M. M 45a S-5502/96 Secrecéo Vesical UTI - Central

R.H.R. F - S-5543/96 Secrec¢do Vaginal Ginecologia

P.T.S. M 67a S-5734/96 Ponta de Sonda Vesical Cirurgia Cardiaca

M.F.D. F 30a S-5809/96 Esperma Urologia

F.C. M 57a S-5931/96 Liquido Pleural Nefrologia

L.L.F. F la S-5932/96 Liquido Peritoneal UTI

L.F. F R.N. S-5949/96 Ponta de Cateter UTI - Neonatal

L.L.M.F. F 2m H-138/97 Sangue UTI

N.S.S. F 52a H-1356/97 Sangue UTI - Neonatal

A.C.N. M 77a H-1873/97 Sangue Endocrino

L.F.S.C. M 34a H-2051/97 Sangue Nefrologia

L.F.S.C. M 34a H-2076/97 Sangue Urologia

L.F.S.C. M 34a H-2083/97 Sangue Urologia
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continuacao da tabela 1

TABELA 1. Informacgfes sobre os pacientes, as linhagens
de Enterococcus faecalis e a procedéncia do
material.

PACIENTE® SEXO IDADE LINHAGENS MATERIAL PROCEDENCIA
L.F.C. M 32a H-2382/97 Sangue Nefrologia
L.F.S.C. M 32a H-2424/97 Sangue Nefrologia
J.F. M 46a H-157/99 Sangue Pneumologia
P.RA. M - H-430/99 Sangue Pronto Socorro
A.C.B. M 57a H-1207/99 Secregéo Purulenta Gastro Cirurgia
N.C.C. F la H-1140/00 Sangue UTI - Pediatrica
E.W.L. M 60a H-1254/00 Liquido Ascitico Gastro Clinica
U.U.R. F 32a H-1704/00 Secrec¢do Dreno Biliar MIP
J.B.N. M 56a H-1864/00 Secrec¢ao Clinica Médica
F.R.M. F 85a H-1936/00 Sangue Ortopedia
J.P.S. M - H-1960/00 Liquido Peritoneal Nefrologia
M.J.S.F. F 46a H-2175/00 Secrec¢do Dreno Gastro Cirurgia
M.AS.F. F 46a H-2214/00  Abscesso Hepatico Gastro Clinica
M.J.S. F 34a H-2682/00 Sangue Obstetricia
M.J. F 34a H-2702/00 Sangue Obstetricia
M.F.R. F - H-2777/00 Secrec¢ao Pronto Socorro
N.S.M. F 48a H-2796/00 Liquido Ascitico Gastro Clinica
A.C.P. F 78a H-40/01 Liquido Ascitico Gastro Clinica
E.AF. M 37a H-173/01 Sangue Neuro Clinica
AP.S. F 2m H-196/01 Sangue Bercgario
R.S.L. M 45a H-223/01 Secrec¢ao Urologia
SMM. M 17a H-253/01 Sangue Pronto Socorro
ZJIX. M 32a H-376/01 Liquido Pleural Gastro Cirurgia
L.S.C. M 3m H-700/01 Sangue Pediatria
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2.2. Teste de sensibilidade antimicrobiano “in vitro”

2.2.1. Drogas Antimicrobianas

As drogas testadas contra Enterococcus faecalis fazem
parte da categoria de indicacdo primaria com reporte seletivo
(vancomicina) e do grupo suplementar com reporte seletivo

(ciprofloxacina).

A escolha das duas drogas antimicrobianas foi conforme
sugerido pelo National Committee for Clinical Laboratory Standards-
NCCLS*? (1999) para Enterococcus faecalis.

As drogas antimicrobianas foram utilizadas na forma de

sais comerciais: vancomicina (Biossintética), ciprofloxacina (Hipolabor).

2.2.2. Determinacdo da Concentracao Inibitdria

Minima (CIM)

A sensibilidade antimicrobiana das linhagens, frente a
ciprofloxacina e a vancomicina, foi avaliada pela utlizacdo de sais
comerciais através da determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima
(CIM), pela diluicho da droga em agar, preparadas em microplacas,
conforme as normas estipuladas pelo National Committee for Clinical
Laboratory Standards - NCCLS - M7-A3%* (1997). Nesse sentido, foram
empregadas culturas de 18 horas de incubacdo a 35°.C e diluidas de
acordo com o padrdo de turvacao, a partir da escala 0,5 de McFarland.

Assim, para o inéculo final, foram preparadas suspensdes bacterianas
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com 1 x 10° Unidades Formadoras de Colénias (UFC) /ml (1x10* UFC por
poco), as quais foram semeadas através de micropipeta Eppendorf
multicanal em micro-placas (96 pocos dispostos em 12 fileiras) contendo
100 pL de Mueller Hinton Broth (Difco) adicionado de 50 mg de Ca++ e de
25mg de Mg++ / | por poco. As microplacas, em referéncia, apresentaram
previamente as seguintes concentracdes de cada antimicrobiano: 0,06;
0,125; 0,25;0,5; 1; 2; 4; 8; 16; 32; 64 ng/ml.

Todos os experimentos foram acompanhados de um
controle de qualidade, utlizando-se uma estirpe de referéncia de
Enterococcus faecalis (ATCC 29212), cujo nivel de resisténcia foi
previamente determinado. Como controle da qualidade do meio de
cultura, em cada microplaca, uma fileira de pocos foi reservada a
observacdo de crescimento da linhagem em estudo no meio de cultura

sem a adicao de antimicrobiano.

Os resultados foram anotados depois de decorridas 18 h/
35°.C, que indicaram a CIM como a menor concentragdo do
antimicrobiano capaz de inibir o crescimento do microrganismo. A
interpretacdo e avaliacdo do padrédo de sensibilidade da linhagem em
estudo e da linhagem de referéncia foram realizadas conforme as normas
estabelecidas pelo National Committee for Clinical Laboratory Standards —
NCCLS* (1999).
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TABELA 2. Padronizacdo para a interpretagcdao das
Concentracdes Inibitérias Minimas - CIM (mg/ml).

DROGAS Resistente Intermediario Sensivel
Vancomicina 332 8-16 £4
Ciprofloxacina 34 2 £1

National Committee for Clinical Laboratory Standards — NCCLS* (1999)

2.2.3. Determinacdo da Concentragcdo Bactericida

Minima (CBM)

Esta determinacao foi realizada em conformidade com a
técnica descrita por Shanholtzer et al.®* (1986), Peterson & Zervos®
(1990). Assim, a partir dos pocos da microplaca que evidenciaram inibicao
de crescimento de uma linhagem frente a droga em estudo, foram
aspirados100 pl através de micropipeta, os quais foram inoculados em
superficie de placas contendo Columbia Agar Base adicionado de 5% de
sangue desfibrinado de carneiro. A Concentracdo Bactericida Minima foi
caracterizada como a menor concentracdo da droga capaz de produzir a

morte de 99,99% das bactérias, em relacdo ao inéculo inicial (1x10°
UFC/ml).

2.3. Determinacado da Taxa de Mutacdo Espontanea a

Ciprofloxacina

A taxa de mutacao espontanea a droga, em referéncia, foi
avaliada através do plaqueamento de 0,1 ml de uma suspensdo de 1 x

10® UFC/ml das linhagens em estudo em superficie de Mueller Hinton
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Agar (DIFCO), adicionado de 50 mg de Ca++ e de 25mg de Mg++ / e de
guatro e oito vezes a CIM especifica da droga. Para a obtencéo da taxa
de mutacdo, as mesmas linhagens foram também plaqueadas no mesmo
meio de cultura sem a adicdo de droga. Apos incubacédo a 35°C/ 24 h, o

resultado final foi conseguido através da equacéo (Lopes et al.?, 1993):

N.°de UFC/ml em meio sem droga

Taxa de Mutacdo
N.° de UFC/mI em meio com 4x ou 8x a CIM

O nivel de resisténcia das linhagens mutantes
selecionadas foi confirmado através da técnica da diluicdo de
concentracbes seriadas da droga em Agar (National Committee for
Clinical Laboratory Standards — NCCLS®’, 1998).

2.4. ANALISE ESTATISTICA

Os dados relativos a distribuicdo percentual de linhagens
sensiveis nas diferentes classes de sensibilidade foram analisados,
estatisticamente, através do teste de Goodman® 3 (1964, 1965) para a

comparacao das proporcoes obtidas entre as referidas classes.
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3. Resul t ados

Os percentuais de sensibilidade antimicrobiana das
linhagens, em estudo, distribuidos em quatro classes de CIM e CBM,

acham-se expostos na tabela 3.

TABELA 3. Distribuicdao percentual de 74 linhagens de
Enterococcus faecalis suscetiveis em quatro
classes de Concentracdo Inibitéria Minima
(CIM pg/ml) e Concentracao Bactericida
Minima (CBM pg/ml).

CL1 CL2 CL3 CL4
DROGAS 0,06-1 2-4 8-32 3 64

Ccim CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM

Vancomicina 73 6 0 5 1 9 0 54
(99,6) (81 (0,00 (6,7) (1,4) (12,2 (0,0) (73)
Ciprofloxacina 36 19 21 17 13 14 4 24

(48,6) (25,7) (28,4) (23) (17,6) (18,9) (54) (32,4

CBM = Concentracdo Bactericida Minima
CIM = Concentragdo Inibitéria Minima
CL1 = Classe de Concentracao 1

CL2 = Classe de Concentracdo 2

CL3 = Classe de Concentracao 3

CL4 = Classe de Concentracao 4

Em relacdo a Concentracdo Inibitéria Minima os
resultados revelaram que a vancomicina apresentou uma 6tima atividade
antimicrobiana, inibindo 98,6% das linhagens na classel e apenas a
linhagem S-3402/96 foi intermediaria apresentando a CIM de 16 pg/ml. A

ciprofloxacina apresentou atividade inibitéria em todas as classes de
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concentracdo, sendo mais representativa na classe 1 com 48,6% das

linhagens estudadas.

Nossos resultados também mostraram que na
Concentracdo Bactericida Minima a vancomicina foi mais efetiva na
classe 4, sendo bactericida para 73% das linhagens. N&o houve
diferencas estatisticas entre as quatro classes de concentracdo para a

ciprofloxacina.

A relacdo entre a sensibilidade antimicrobiana, através da
determinacdo da Concentracao Inibitoria Minima (CIM) e da Concentracao

Bactericida Minima (CBM) esta representada na tabela 4.

TABELA 4. Suscetibilidade in vitro de 74 linhagens de
Enterococcus faecalis em relacdo as
respectivas CIMs e CBMs (ng/ml).

Variacéao
DROGAS

CIM CBM CiM CBM CIM CBM
50% 50% 90% 90%

Vancomicina 0,55 >64 0,92 >64 0,25-6 0,5->64

Ciprofloxacina 0,96 6 14,7 >64 0,125->64 0,5->64

CIMsqos Concentracédo Inibitéria Minima 50%

CBMsoy, = Concentracdo Bactericida Minima 50%
ClMggy, = Concentracgdo Inibitéria Minima 90%
CBMggy, = Concentracdo Bactericida Minima 90%
CBM = Concentragdo Bactericida Minima

CiM = Concentracao Inibitéria Minima
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Estes dados demonstraram que as drogas foram
caracterizadas com CIM 5oy baixa, a ciprofloxacina apresentou ClMggo,
elevada. As duas drogas foram representadas com valores elevados na
CBMogw (> 64 rrg/ml)

Os resultados da correlacgo CIM/CBM  estao

apresentados na tabela 5.

TABELA 5. Distribuicao de 74 linhagens de Enterococcus
faecalis quanto a correlacdo CIM/CBM.

N° (%) de linhagens indicando a relacao CIM/CBM

DROGAS 111 1:2 1:4 1.8 116 1:32 164

5 0 5 3 4 3 54
Vancomicina

68 (00 @®68 4 G4 @ (73

30 8 6 4 0 2 24
Ciprofloxacina

(40,6) (10,8) (8,1) (54) (0,0 (27) (324

CBM
CiM

Concentracado Bactericida Minima
Concentragao Inibitéria Minima

Os dados mostraram que a ciprofloxacina foi
caracterizada com uma maior porcentagem de linhagens no indice 1:1,
com 40,6%e a vancomicina no indice 1:64, com 73% das linhagens

estudadas.
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Na figura 1, acham-se representados os percentuais da
frequéncia acumulada da sensibilidade de 74 linhagens de Enterococcus
faecalis, em relacdo as Concentracdes Inibitérias Minimas das drogas
estudadas. Observa-se que o melhor desempenho antimicrobiano foi da
vancomicina, na qual 100% das amostras foram inibidas na concentracao

de 16ng/ml, enquanto que para a ciprofloxacina, 0 mesmo efeito ocorreu

somente na concentracdo acima de 64ng/ml.

100 ad =
9 L =-vaxco  ==crro / )///

% de freqUéncia acumulad:

& Q\:j? Q'f? & '» Vv ™ @ ) & & 4@

CIM (ug/mL)

FIGURA 1. Percentuais de frequéncias acumuladas de
sensibilidade de 74 linhagens de Enterococcus
faecalis em relacdo as Concentracdes
Inibitérias Minimas (CIMs) da vancomicina e da
ciprofloxacina.
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Na figura 2, estdo representados 0s percentuais de

frequéncia acumulada da sensibilidade de 74 linhagens de Enterococcus

faecalis, em relacdo as Concentracdes Bactericidas Minimas das drogas

estudadas. Observa-se que ambas as drogas foram bactericidas para

100% das linhagens estudadas na concentracdo acima de 64 ng/ml.

Entretanto, o melhor desempenho em termos populacionais foi o da

ciprofloxacina, uma vez que este antimicrobiano foi mais efetivo, quando

usado em menor concentragao para a mesma porcentagem de linhagens

estudadas.
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FIGURA 2.
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Percentuais de frequéncias acumuladas de
sensibilidade de 74 linhagens de Enterococcus
faecalis em relacdo as Concentracdes
Bactericidas Minimas (CBMs) da vancomicina
e da ciprofloxacina
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A Figura 3 representa a comparacdo dos percentuais de

sensibilidade entre as Concentracdes Inibitérias Minimas (CIMs) e as

Concentracbes Bactericidas Minimas (CBMs) das 74 linhagens de

Enterococcus faecalis frente as drogas estudadas. Nesta figura é possivel

observar que apenas 14,8% das linhagens estavam dentro do perfil de

sensibilidade para a vancomicina e 25,7% para a ciprofloxacina.

CIM m CBM

100+
90-
80-
R
2 70
2
o 60-
2
[} 50
(@)
el
£ 404
S 301
$
20-
10
0
FIGURA 3.

Vancomicina Ciprofloxacina

Comparacao dos percentuais de sensibilidade
entre as Concentracdes Inibitérias Minimas
(CIMs) e a Concentragdes Bactericidas
Minimas (CBMs) das 74 Ilinhagens de
Enterococcus faecalis frente a vancomicina e
a ciprofloxacina.
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Em relacdo ao teste para a determinacdo da Taxa de
Mutacdo Esponténea a Ciprofloxacina, através da metodologia utilizada,

nao foi possivel observar a emergéncia de linhagens mutantes.
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4. D scussao

A emergéncia de resisténcia a antimicrobianos em
bactérias tem sido considerada um problema sério a terapéutica de
infeccbes em pacientes imunossuprimidos, principalmente quando
envolve germes dotados de inumeros fatores de viruléncia e de
mecanismos genéticos para a aquisicdo desta caracteristica.

(Kadurugamuwa & Beveridge,*® 1995; Levy,*! 1982)

Neste contexto, o0 estabelecimento de estratégias
terapéuticas, que visem controlar ou mesmo impedir a disseminacao da
multi-resisténcia antimicrobiana entre patdgenos oportunistas, constitui
recurso indispensavel & satde publica. (Mendes & Sader,** 1997).
Programas de vigilancia e de acompanhamento dos padrdes de
sensibilidade microbiana a drogas, realizados em centros de pesquisas e
em universidades, tém objetivado a difusdo de informacbes e de
orientacdo técnica a clinicos e demais profissionais da &area de saude,
guanto as restricbes ao uso abusivo e indiscriminado de drogas de ultima

geracéo e com amplo espectro de atividade. (Namias et al.**, 1998)

Outro aspecto a considerar é o fato de que os clinicos, de
um modo geral, somente dispdem dos resultados do antibiograma para o
estabelecimento da estratégia terapéutica, ndo estando em questdo, de
um modo prético, a necessaria correspondéncia da atividade “in vitro” da
droga apresentada em discos, com sua apresentacdo na forma

medicamentosa. (Martinez et al.**, 1996; Suassuna,*® 1985)

Nossos resultados sobre os percentuais de sensibilidade
de linhagens de Enterococcus faecalis, através da determinacdo das
Concentracdes Inibitorias Minimas, permitiram-nos observar uma maior

efetividade da vancomicina em relacdo a ciprofloxacina, uma vez que este
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antimicrobiano conseguiu inibir 98,6% das linhagens estudadas em faixa
de concentracdes, que variaram entre 0,06 a 1 ng/ml. O mesmo ndo foi
observado pela ciprofloxacina, onde a inibicAo por esta droga se
caracterizou em todas as classes de CIM sendo, porém, mais
representativa na classe 1, com 48,6% das linhagens. Em relacdo a esses
aspectos, 0 mesmo foi observado por Eliopoulos et al.*® (1985), que em
um estudo realizado com bactérias Gram positivas, encontraram 48
linhagens de E. faecalis sensiveis a vancomicina com CIM 50y, € CIM g0

iguais a 2 ng/ml.

Ainda em nosso estudo, caracterizamos uma linhagem (S-
3402/96) com resisténcia intermediaria a vancomicina (CIM de 16ng/ml),
isolada de um paciente da cirurgia gastrica. Esta observacao foi também
evidenciada por outros autores (Vergis et al.*’, 2001; Sawicka-Grzelak et
al.*® 1999; Malik et al.*®, 1999; Christenson et al.*°, 1998). onde linhagens
de E. faecalis, com resisténcia intermediaria a vancomicina, foram
isoladas de recém nascidos e de pacientes de outras enfermarias.
Contudo, enfatizamos que estes resultados devem ser investigados com
outras metodologias no intuito de se verificar se essa resisténcia

intermediaria se mantém ao longo do tempo.

Ja, Venditti et al.>! (1993), investigando a suscetibilidade
de linhagens de enterococos isoladas de hemoculturas e de processos
infecciosos, encontraram resultados semelhantes aos nossos, pela
observacao de 75 linhagens de E. faecalis sensiveis a vancomicina, com
CIMsge, € CIMggy, de 1 e 16ng/ml, respectivamente. No mesmo sentido,
Martin et al.>®> (2000) verificaram que todas as linhagens de E. faecalis,

por eles estudadas eram suscetiveis a vancomicina.

A esse respeito encontramos na literatura poucas
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referéncias que demonstraram a presenca de linhagens de E. faecalis
resistentes a vancomicina e a ciprofloxacina e, dentre estas, a de Johnson
et al.>® (1998) que encontraram entre 106 linhagens isoladas de pacientes
com endocardite, seis resistentes a vancomicina (CIM 3 32 ng/ml). J& as
de Vergis et al.*’ (2001) referem-se a um estudo sobre bacteremia
causada por enterococos, no qual foram encontradas 8 % de linhagens

resistentes a ciprofloxacina.

Contudo, a emergéncia de resisténcia em E. faecalis as
fluoroquinolonas tem sido relacionada ao incremento de uso destas
drogas. (Tankovic et al.?8, 1996). Shaberg et al.?’ (1992) relataram que a
resisténcia a ciprofloxacina obteve um aumento significativo entre as
linhagens de E. faecalis nos periodos de 1985-1986 e de 1989-1990 e
Tankovic et al.?® (1996), encontraram 83% de linhagens de E. faecalis,

resistentes a ciprofloxacina .

Nossos dados, quando confrontados aos da literatura, séo
discordantes pela caracterizacdo de 48,6% das linhagens sensiveis a
ciprofloxacina. A analise da sensibilidade antimicrobiana das linhagens de
Enterococcus faecalis, estudadas através da determinacdo da
Concentracdo Bactericida Minima, demonstrou que a vancomicina
apresenta atividade bactericida frente a 73% das linhagens em
concentragdo igual ou superior a 64 ng/ml. Em relagédo a ciprofloxacina,
observou-se atividade bactericida em todas as classes de CBMs
analisadas. Estes resultados, pela sua importancia, principalmente no que
diz respeito a vancomicina, sdo extremamente significativos pelo fato
desta droga haver caracterizado efeito inibitério em conformidade com os
dados da literatura e efeito bactericida somente em elevadas
concentracfes. Nao obstante, seja tarefa dificil discutir esses resultados a

luz da literatura, nossas observacdes sdo semelhantes as de Louie et al.>*
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(1993) que, em um estudo para determinar a atividade inibitoria e
bactericida de alguns antimicrobianos para varias espécies de
enterococos, concluiram que apesar das linhagens de E. faecalis
apresentarem CIM oo de 2ng/ml para a vancomicina, estas foram

consideradas tolerantes a droga, devido as elevadas CBMsSsgy, € 90%.

Diante desses resultados, foi possivel enfatizar uma
necessaria preocupacdo com o fato de a vancomicina apresentar uma
indiscutivel atividade de inibicdo bacteriana e ndo proporcionar na mesma
gualidade, um efeito bactericida esperado. Esta situacdo, que merece ser
investigada com maior profundidade, torna-se uma questdo de particular
interesse aos clinicos, 0s quais baseiam a estratégia terapéutica sobre os
resultados normalmente oferecidos pelo teste da difusdo da droga, a partir
de discos impregnados. Nesse sentido, uma possivel tolerancia do
microrganismo diante de uma droga antimicrobiana, acaba se constituindo
em parametro dificiimente detectado pelos recursos usuais de avaliagéo

clinica laboratorial e uma questdo de saude publica.

Apesar dos testes que determinam a atividade bactericida
ndo serem recomendados na rotina laboratorial (Koneman et al.>®, 1997),
alguns autores acreditam que estes testes poderiam ser realizados nos
laboratérios clinicos, se seguissem uma técnica rigorosamente
padronizada e com controles adequados. (Peterson &
Shanholtzer®®,1992).

E importante considerar que, em relacdo a vancomicina,
aspectos relacionados com o tempo de incubacao sdo determinantes nos
resultados, uma vez que este antimicrobiano possui acdo lenta na fase
estacionaria do crescimento da bactéria, sendo necessario uma

reincubacéo e, também, a realizacdo dos testes em duplicata para melhor
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caracterizar a discrepancia entre os resultados (Lance & Peterson®,
2000). Este dado foi observado por Hacek et al.*® (1999), que resolveram
a discrepancia dos resultados, reincubando os testes por mais 24 horas,
obtendo, assim, 99% de reprodutibilidade, quando comparado com a
primeira incubacéo, onde a mesma havia sido de 91% para os testes de
MBC.

Segundo Koneman et al.>® (1997),a discrepancia entre 0s
valores inibitérios e bactericidas pode ser encontrada, quando linhagens
de estafilococos e enterococos séo testados contra a vancomicina, fato

este observado, também, em nosso trabalho.

No entanto, diante de nossos resultados ndo podemos
descartar a possibilidade de algumas linhagens serem tolerantes a
vancomicina. Em etapas futuras de nossa linha de investigagéo,
examinaremos essa possibilidade com periodos de incubacdo mais
prolongados e a realizacdo dos testes em duplicata, seguindo as

modificacBes sugeridas por Hacek et al.”® (1999).

Com a ndo deteccdo de mutacdo das linhagens frente a
ciprofloxacina, caracterizamos resultados discordantes com os de outros

autores, entre eles Tankovic et al.?®

(1996) que, ao analisarem o papel da
mutacdo do gene gyrA do DNA gyrase na resisténcia de E. faecalis pela
ciprofloxacina, verificaram que seis linhagens apresentaram elevado nivel
de resisténcia a droga (CIM 32 a 64ng/ml) e mutacdo na posicao 83 do
gene gyrA. Ja Lopes et al.®* (1993) demonstraram a mutacdo a
ciprofloxacina em linhagens de Staphylococcus aureus isoladas de
abscessos de pacientes internados no Hospital das Clinicas da Faculdade

de Medicina de Botucatu.
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Através dos resultados alcancados, consideramos
importante ressaltar que a avaliacdo da atividade antimicrobiana da
vancomicina, em termos de atividade bactericida, deve ser investigada por
outras metodologias que possam melhor elucidar a caracterizagdo de
linhagens possivelmente tolerantes a droga e que representem risco as

estratégias terapéuticas de Ultima instancia.
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5. Concl usodes

1. Os resultados da sensibilidade antimicrobiana demonstraram um
melhor desempenho da vancomicina em relagdo ao da ciprofloxacina,

frente as linhagens de E faecalis estudadas.

2. Ambas as drogas apresentaram ClMsgy, baixa e ClMgo, elevada para a

ciprofloxacina.

3. As duas drogas apresentaram CBMpggy, elevadas, com valores iguais

ou superiores a 64ng/ml.

4. A analise da correlacdo CIM/CBM caracterizou uma maior
percentagem de linhagens com indice 1:1 para a ciprofloxacina
(40,6%) e 1:64 para a vancomicina (73%).

5. Ndo foi observada mutacdo das linhagens estudadas frente a

ciprofloxacina.
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