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Resumo

Vinte cepas de Staphylococcus aureus, folerantes a oxa--

cilina e identificadas entre 80 isoiados clinicos de pacien-
tes do Hospital Universitario Anténio Pedro (HUAP), tive-
ram as suas sensibilidades a vancomicina testadas atra-
vés das determinag¢bes das concentragées.minimas inibi-
térias (CMIs) e bactericidas (CMBs), pela técnica da dilui-
¢do a metade. Nenhuma cepa exibiu tolerdncia (CMB/CMI

> 16) ou resisténcia a vancomicina. A andlise dos valores -

das CMIs e das CMBs para a oxacilina mostrou que, ape-
sar da tolerancia e esta penicilina, apenas 5 cepas (6,25 %)
ndo poderiam ser tratadas com este beta-lactamico, por-
que apresentaram CMBs > 25 ug/mi (CMIs entre 0,39 e
6.25 ug/mi). Os valores das CMBs para a vancomicina va-
riaram entre 0,39 e 12,50 xg/ml, 0 que permite o uso des-
te glicopeptidio no combate aquelas cepas tolerantes a
oxacilina com CMBs < a concentragdo sistémica méaxi-
ma alcangada pela vancomicina.

Introducgao

Embora as cepas clinicas de Staphylococcus aureus
dos dias atuais sejam, usualmente, sensiveis aos beta-lac-
tamicos (penicilinas; cefalosporinas, carbapenens e mo-
nobactans) e a outros tipos de antibiéticos (em geral, mi-
nociclina, gentamicina, clindamicina, acido fusidico e van-
comicina), as infec¢des provocadas por estes microorga-
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nismos continuam sendo, ndo apenas comuns, mas uma
ameagca a vida dos pacientes, no mundo inteiro(. Isto se
deve, principalmente, a competéncia genético-bioguimica
destas bactérias de desenvolverem mecanismos de resis-
téncia e de tolerancia aos antibibticos(-7).

Uma bactéria &, geralmente, considerada resistente a
um determinado antibiético, quando sobrevive, in vitro, a
concentragdes superiores aquelas alcangadas pela dro-
ga nos liquidos organicos, particularmente, sangue, liqui-

. do céfalo-raquidiano, bile e urina®). Além da resisténcia,
as bactérias desenvolvem tolerancia aos antibioticos®4.7).

Uma cepa tolerante difere, essencialmente, de uma re-
sistente, porque € capaz de desenvolver defesas, apenas,
contra o efeito bactericida do antibi6tico, de modo que a
concentragao minima bactericida (CMB) deste é, pelo me-
nos, 16 vezes a sua concentragdo minima inibitéria (CMI),
ou seja: CMB/CMI > 16(7. Numa bactéria resistente, por
outro lado, esses pardmetros estdo aumentados (em re-
lagao aos da cepa sensivel), mas CMB = CMI. Enguanto
alguns mecanismos, através dos quais as bactérias desen-
volvem resisténcia, sdo bem conhecidos(349.1011), o meca-
nismo da tolerancia ainda é desconhecido, embora, de
acordo com Handwerger e Tomasz(12), o grau da toleran-
cia pareca estar relacionado as atividades das mureina-hi-
drolases, enzimas envolvidas nos estagios finais da bios-
sintese da mureina('3). A semelhanga do que se verifica
com a resisténcia, a tolerancia aos antibi6ticos represen-
ta, também, uma dificuldade a antibioticoterapia(.4), prin-
cipaimente, entre os S. aureus(15).

A oxacilina tem sido um dos beta-lactdmicos de mais
largo uso no combate as cepas de S. aureus, em especial,
aquelas beta-lactamase positivas(6). Recentes investiga-
¢bes, entretanto, tém mostrado a existéncia de cepas de
S. aureus resistentes(16.16) e tolerantes(7.17) a esta penicili-
na. Por outro lado, a vancomicina vem sendo uma opg¢ao
terapéutica contra as cepas de S. aureus resistentes a oxa-
cilina, principalmente em pacientes alérgicos as penicili-
nas(18). Neste trabalho, determinamos.-a sensibilidade a
vancomicina em 20 cepas de S. aureus tolerantes a oxa-

DST — Jornal Brasileiro de Doengas Sexualmente Transmissiveis abril/junho 1991 vol. 3n° 2 O 35



cilina, identificadas entre 80 isolados de pacientes do Hos-
pital Universitario Anténio Pedro (HUAP).

Materiais e Métodos

Bactérias e condigdes de crescimento

As cepas usadas neste trabalho foram isoladas de pa-
cientes admitidos no HUAP e identificadas como S. aureus
pelos métodos bioguimicos convencionais. Uma amostra
de S. aureus ATCC 29213 foi empregada como referéncia.
As bactérias foram crescidas, a 37°C, no seguinte meio
(9/100ml): bactopeptona (Difco) — 1,0g, extrato de leve-
do (Difco) — 1,0g, cloreto de sddio(Merck) — 0,5g e agua
destilada, q.s.p. 100ml. O meio foi esterilizado por autocla-
vagao: 30 minutos sob a presséo de 1 atmosfera e 120°C.
As culturas-estoques foram mantidas, no meio sélido (agar
inclinado), em congelador (—18°C). As culturas para as ex-
periéncias foram preparadas a partir da transferéncia de
algumas coldnias da cultura estogue para 2ml do meio. Es-
ta cultura foi mantida a 37°C, durante 5 horas, antes de ser
usada nas experiéncias.

Determinacdes das concentragdes minimas
inibitérias (CMis) e bactericidas (CMBs)

Uma cultura de 5 horas, crescendo a 37°C, com, apro-
ximadamente, 1,0 x 108 ufc/ml (ufc - unidades formadoras
de coldnias), foi diluida no meio, para a obten¢do de um
in6culo da ordem de 1,0 x 105 ufc/ml. Desta cultura, 0,5m
foram adicionados a cada um de uma série de 18 tubos
de 100 x 13mm, contendo 0,5mI do meio com oxacilina ou
vancomicina. As concentragdes variaram de 0,01 a 1.600
pg/mi. Um tubo com 0,5ml do meio (sem antibiético) e ou-
tro com 1,0ml (sem bactérias) foram usados como contro-
les. As leituras das CMIs foram feitas apés 24 horas de in-
cubac3o a 37°C. As determinagdes das CMBs foram rea-
lizadas mediante repicagem de 10 ul da cultura de cada
tubo (ap6s leitura das CMIs) e semeadura em placa de Pe-
tri. As placas foram incubadas a 37°C, durante 24 horas;
as colonias foram contadas e os resultados expressos em
ufc/ml. A CMI foi definida como a menor concentragao do
antibiético que inibiu o crescimento visivel do inbculo. A
CMB foi estabelecida como a menor concentragdo da dro-
ga‘que matou, pelo menos, 99,9% das bactérias viaveis
inoculadas. No caso das cepas tolerantes (CMB/CMI >
16), as determinagdes foram repetidas por 2 outros do Gru-
po. Nestas condigdes, os resultados coincidiram em 95%
e, nos resultados ndo coincidentes, as diferengas nao fo-
ram além de 2 tubos. Cada valor € a média de duas expe-
riéncias.

Antibiéticos

Os dois seguintes antibibticos foram empregados nes-
te trabalho: Staficillin-N (oxacilina sédica) - Bristol e Van-
cocina (cloridrato de vancomicina) - Lilly. As solu¢des fo-
ram preparadas no préprio meio de cultura, mantidas a 4°C
e usadas durante 1 semana.

Resultados '

. Atabela 1 mostra as variagdes dos valores da relagao
CMB/CMI para oxacilina € vancomicina, em 80 cepas de
S. aureus isoladas de pacientes admitidos no HUAP. Esta
tabela apresenta, também, 0 nimero de cepas tolerantes,
com a respectiva percentagem (%), para os dois antibié-
ticos. As cepas foram consideradas tolerantes quando exi-

Tabela 1 — Niveis de tolerdncia em 80 cepas de
Staphylococcus aureus isoladas de pacientes do HUAP

i Variagdo da Cepas
Ansibidtico CMBICMI tolerantes (%)

Oxacilina (ox.) 1—64 20 (25%)

Vancomicina (yanc.) 1— 8 0 (0%)

S. aureus ATCC 29213: (CMBICMI),, = 1 & (CMB/CM )z =
2

As concentragdes minimas inibitérias (CMls) e bactericidas (CMBs) foram
determinadas pela técnica da diluigdo a metade, com in6culo de 1,0 x 105
ufc/ml e incubagéo (24 horas) a 37°C. Cepa tolerante: CMB/CMI 2 16.

biram uma relacdo CMB/CMI > 16.

Na tabela 2, séo apresentados os valores das CMIs, das
CMBs e das (CMB/CM)s, para os dois antibioticos, nas 20
cepas de S. aureus tolerantes a oxacilina.

Discussao e conclusdes

Os resultados da tabela 1 mostram as “CMB/CMI”s ma-
ximas de 8 e 64, para vancomicina e oxacilina, respecti-
vamente. |sto caracteriza a identificagdo de cepas de S.
aureus tolerantes (CMB/CMI > 16) apenas para o beta-ac-
tAmico. Vinte (25% ) das cepas testadas apresentaram to-
leréncia a oxacilina, canforme pode ser visto na tabela 2.
Desta tabela, podemos inferir que, apesar de 20 cepas te-
rem exibido tolerdncia & oxacilina, do ponto de vista da an-
tibioticoterapia, apenas 5 delas oferecem perspectivas de
insucesso terapéutico com esta penicilina, porque apre-
sentam valores de CMB > 25 ug/mi. Esta interpretagéo se
deve ao fato de que a administragao, por via oral, de 1 gra-
ma deste antibiético, com o paciente em jejum, permite ni-
veis sanguineos de, no maximo, 9 ug/mlem 1 hora, embo-
ra esta concentracdo baixe para menos de 1 pg/ml em 4
horas(19). No caso daquelas cepas, tivemos: 0,39 < CMI
< 6,25 ug/ml, para a oxacilina — valores possiveis de se-
rem alcangados na circulagao sistémica do paciente € de
inibirem completamente o crescimento daguelas cepas.
Este efeito inibitorio € suficiente para o éxito terapéutico,
desde que o paciente ndo seja um imunossuprimido, situa-
¢do0 em que a morte, e ndo a simples inibigdo do patége-
no, & essencial ao sucesso da quimioterapia0). Da tabe-
la 2, concluimos, também, quanto a inexisténcia de cepas
resistentes a vancomicina (maior CMI = 3,12 ug/ml), en-
tre as 20 tolerantes a oxacilina.

Os dados das tabelas 1 e 2 permitem que tiremos, en-
tre outras, as conclusdes que se seguem. Embora cepas
tolerantes (CMB/CMI > 16) & oxacilina tenham sido iden-
tificadas entre os 80 isolados de S. aureus testados, esta
penicilina continua sendo uma opgéo terapéutica de alta
eficiéncia contra estes isolados, tendo em vista que ape-
nas 5 (6,25%) das cepas tolerantes aquele beta-lactami-
co apresentaram CMBs acima do valor sistémico maximo
alcancado pelo antibi6tico(19). Apesar desta tolerancia a
oxacilina, considerando o seu efeito inibitdrio, nenhuma ce-
pa resistente a esta penicilina foi encontrada entre as 20
tolerantes, para as quais a maior CMI determinada foi de
6,25 ug/ml. A resisténcia (6,25%) apareceu, apenas, no
nivel de seu efeito bactericida, com CMBs > 25 ug/ml. Os
nossos resultados enfatizam a conveniéncia de os labo-
ratorios de Microbiologia Clinica fornecerem aos clinicos
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Tabela 2 — CMIs, CMBs.e (CMBICMI)s, para oxacilina e vancomicina, em 20 cepas de Staphylococcus aureus isoladas de

pacientes admitidos no HUAP

Cepas/HUAP Oxacilina Vancomicina
CMI (ug/ml) CMB (xg/ml)  CMB/CMI CMI (ug/ml) CMB (xg/ml)  CMBICMI
1 1,56 50,00 32 0,78 0,78 1
2 0,39 6,25 16 0,78 1,56 2
3 0,78 25,00 32 1,56 1,56 1
4 0,09 1,56 16 1,56 3,12 2
5 6,25 100,00 16 1,56 1,56 1
6 0,19 3,12 16 1,56 1,56 1
7 3,12 50,00 16 3,12 312 1
8 0,09 3,12 32 1,56 1,56 1
9 0,02 0,39 16 0,78 0,78 1
10 0,04 0,78 16 1,56 1,56 1
1 0,09 3,12 32 3,12 12,50 4
12 0,09 6,25 . 64 3,12 6,25 2
13 0,04 1,56 32 1,56 1,56 1
14 0,04 1,56 32 1,56 1,56 1
15 0,04 1,56 32 1,56 1,56 1
16 0,09 3,12 32 1,56 1,56 1
17 0,39 25,00 64 0,78 3,12 4
18 0,09 1,56 16 0,39 3,12 8
19 0,04 3,12 64 0,39 3,12 8
20 0,39 6,25 16 3,12 3,12 1
ATCC 29213 1,56 1 0,39 0,78 2

1,56

As concentragdes minimas inibitorias (CMls) e bactericidas (CMBs) foram determinadas pela técnica da diluigao & metade, com indculo de ~-1,0 x 105 ufc/ml e

incubagdo (24 horas) a 37°C. Cepa tolerante: CMB/CMI > 16.

os valores das CMIs e das CMBs, pois, em alguns casos
de toleréancia, o insucesso terapéutico podera ser reverti-
do através de um simples aumento da dose do antibiéti-
co, evitando-se, assim, a sua substituicdo, que podera re-
sultar na selegé@o de cepas resistentes(22.23) ou toleran-
tes(. Finalmente, sempre que a vancomicina for indica-
da para substituir a oxacilina, no combate as cepas tole-
rantes a esta penicilina, convém nédo esquecer que a van-
comicina apresenta maiores riscos de efeitos colaterais,
principalmente ototéxicos e nefrotoxicosh, bem assim
como a indugao de resisténcia pelo uso deste glicopepti-
diof24).

Summary
Sensitivity to vancomycin of oxacilin tolerant clinical
strains of Staphylococcus aureus

Twenty oxacillin tolerant strains of Staphylococcus
aureus, identified among 80 clinical isolates from patients
admitted to the Hospital Universitario Anténio Pedro
(HUAP), had their susceptibilities tested to vancomycin
through minimal inhibitory concentrations (MICs) and
minimal bactericidal concentrations (MBCs) determined by
the two-fold dilution technique. None of the strains exhibit-
ed either tolerance (MBC/MIC > 16) or resistance to van-
comycin. MICs and MBCs found for oxacillin showed that,
in spite of the tolerance to this penicillin, only 5 strains

(6.25%) could not be treated with this beta-lactam, since
those strains exhibited MBCs > 25 ug/ml, with MICs be-
tween 0.39 and 6.25 ug/ml. On the other hand, MBCs for
vancomycin ranged from 0.39 to 12.50 ug/mi), and so, this
glycopeptide can be used to fight those oxacillin tolerant
strains with MBCs < to the maximum sistemic concentra-
tion reached by vancomycin.
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