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Se vocé quiser alguém em quem confiar
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Mas ¢ claro que o sol
Vai voltar amanhd
Mais uma vez, eu sei

Escuriddo jd vi pior
De endoidecer gente sd
Espera que o sol jd vem

Nunca deixe que lhe digam

Que ndo vale a pena

Acreditar no sonho que se tem

Ou que seus planos nunca vdo dar certo
Ou que vocé nunca vai ser alguém

Tem gente que machuca os outros

Tem gente que ndo sabe amar

Mas eu sei que um dia a gente aprende

Se vocé quiser alguém em quem confiar
Confie em si mesmo
Quem acredita sempre alcanca”

MAILS UMA VEZ

(Flavio Venturini/Renato Russo)
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LISTA DE ABREVIATURAS

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ASC area sob a curva

ATCC american type culture collection (colegao de culturas padrao
americana)

BHI infuso de cérebro e coragao
CIM concentragao inibitéria minima
CBM concentracao bactericida minima
Cmax | concentracdo maxima atingida
CO; didxido de carbono
DNA acido desoxiribonucléico
EDTA | acido etileno diamino tetra acético
H,O, | perdéxido de hidrogénio
mg/kg | miligrama por kilograma
mg/L | miligrama por litro
mg/L.h | miligrama por litro por hora
MRSA | Staphylococcus aureus resistente a meticilina
MSA agar Mitis Salivarius
NaCl cloreto de sodio
pH logaritmo negativo da concentracdo hidrogenibnica
RNA acido ribonucléico
ufc/mL | unidades formadoras de colonia por mililitros
UI unidades internacionais
NCCLS | National Comittee for Clinical Laboratory Standards
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RESUMO

RESUMO
A resisténcia bacteriana aos antimicrobianos tem sido causa de preocupacao
mundial. Diante disto, foi proposto neste estudo verificar alteracdbes na
proporcao de microrganismos resistentes apos duas doses de claritromicina 500
mg (fase 1 e 2, separadas por uma semana) sobre estreptococos e
estafilococos provindos da microbiota salivar e nasal de 20 voluntarios sadios,
durante a realizacao de um estudo de biodisponibilidade comparativa. Foram
colhidas amostras em diferentes tempos (0, 1h20min, 2h, 6h e 12h) por meio
de swabs (nasal) ou em tubo (saliva), previamente e apds a utilizacdo de
claritromicina. As amostras foram inoculadas em agar Mitis Salivarius (saliva) e
incubadas em microaerofilia por 48 h ou em agar Salt-Manitol (nasal) e
incubadas em aerobiose por 24 horas. Apos testes de identificacdo para
estreptococos e estafilococos, as colonias caracterizadas foram submetidas a
testes de sensibilidade bacteriana frente a claritromicina 15 pg, eritromicina 15
Mg, azitromicina 15 pg, penicilina G 10 UI, amoxicilina 10 pg, amoxicilina 20 ug
+ acido clavulanico 10 pg, vancomicina 30 pg, cefalexina 30 pg, cefalotina 30
Mg e clindamicina 2 pg. Os estafilococos foram submetidos ainda a oxacilina 1
Mg e meticilina 5 pg. As placas foram incubadas em aerobiose para os
estafilococos e em microaerofilia para os estreptococos. Apos 18 horas os halos
de inibicdo foram medidos com auxilio de um paquimetro, permitindo a
classificacdo para cada microrganismo como sensivel, intermediario ou
resistente. Foram colhidas 254 col6nias de estreptococos e 195 col6nias de
estafilococos durante os periodos experimentais. Das col6nias de estafilococos,
86 foram classificadas como sendo S. aureus e 109 como S. epidermidis. De
uma maneira geral, os estafilococos mostraram-se altamente resistentes a
penicilina G e amoxicilina (aproximadamente 75%) e totalmente sensiveis a
vancomicina, clindamicina, cefalosporinas e amoxicilina + acido clavulanico,
sendo parcialmente sensiveis aos macrolideos, independente da fase de estudo.

Com relagdo aos estreptococos, apenas as cefalosporinas e a amoxicilina +
2
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RESUMO

acido clavulanico foram eficazes 100%, sendo que os macrolideos selecionaram
altos graus de resisténcia (aproximadamente 80% das cepas) e as penicilinas
baixos indices de resisténcia (menor do que 5%). Assim foi possivel inferir que
as penicilinas ainda podem ser consideradas como antimicrobianos de primeira
escolha dentro da Odontologia. Além disso, o elevado grau de resisténcia
observado, particularmente contra a eritromicina e a azitromicina deve
reorientar o uso destes antimicrobianos dentro da area médica e odontoldgica.
O tempo de colheita das amostras (até 12 horas) apds a administracdo da
claritromicina, ndo afetou o perfil de resisténcia e o niumero de bactérias
resistentes iniciais.

Palavras-chave:  claritromicina, resisténcia  bacteriana, estafilococos,

estreptococos.
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ABSTRACT

ABSTRACT
Antimicrobial resistance is still a matter of concern around the world. The aim
of the present study was to verify alteration in the resistant-microorganisms
proportion after two single-doses of clarithromycin 500 mg (phase 1 and 2,
separated by one week period) against streptococci and staphylococci from
salivary and nasal microbiota of 20 healthy volunteers, during a comparative
bioequivalence study. The samples were collected after 0, 1.2h, 2h, 6h and 12h
after drug administration by using swabs (nasal) or tubes (saliva). Saliva
samples were inoculated on Mitis Salivarius agar, which were incubated in
microaerophilia over 48h. Nasal samples were inoculated on Mannitol-Salt agar
and incubated in aerobiosis over 24h. After biochemical tests to identify
streptococci and staphylococci, the characteristic colonies were submitted to
antimicrobial susceptibility tests against clarithromycin 15 pg, erithromycin 15
Mg, azithromycin 15 pg, penicillin G 10 UI, amoxicillin 10 pg, amoxicillina 10 ug
+ clavulanic acid 20 pg, vancomycin 30 pg, cephalexin 30 pg, cephalotine 30
Mg and clindamycin 2 ug. Also, staphylococci were submitted against oxacillin 1
Mg and meticillin 5 pg. All dishes containing staphylococci were incubated in
aerobiosis and in microaerophilia for streptococci. After 18h inhibition halos
were measured by using a scale, which allowed classification of each
microorganism into sensible, intermediary or resistant group. 254 streptococci
and 195 staphylococci were collected during experimental periods. From
staphylococci, 86 colonies were classified as S. agureus and 109 as S.
epidermidis. Considering all staphylococci, they were highly resistant against
penicillin and amoxicillin (over than 75%) and totally sensible against
vancomycin, clindamycin, cephalosporines and amoxicillin + clavulanate, while
they are partially sensible to macrolides, independently of study phase.
Considering streptococci, only cephalosporines and amoxicillin + clavulanate
showed 100% efficacy, while they highly resistant against macrolides (over
4
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ABSTRACT

than 80%) and they exhibited low indexes of penicillin resistance (lower than
5%). Thus, we suggest that the penicillin can be considered as the first choice
in Dentistry. Besides, the great rate of resistance, particularly against
erythromycin and azithromycin, must have a impact over clinical use of
antimicrobial agents in Dentistry and Medicine. Until 12 hours after
clarithromycin administration the time of samples collection didn't affect the
resistence profile and the number of initial resistant microorganisms.

Key-words: clarithromycin, bacterial resistance, staphylococci, streptococci.

5
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INTRODUGCAO

1. INTRODUCAO

A claritromicina € um antimicrobiano do grupo dos macrolideos que
difere da eritromicina apenas pela metilacao do radical hidroxi na posicao 6 do anel
lactonico. Esta modificagdo na estrutura quimica é responsavel pela sua maior
atividade contra estafilococos, estreptococos, além de bactérias anaerdbias
(Mensa, 2003).

Devido ao seu espectro de acao, a claritromicina tem sido recomendada
para o tratamento de infeccOes no trato respiratdrio alto e baixo, agudas ou
crOnicas, entre muitas outras infeccoes (Zanel, 2001).

Na terapéutica odontoldgica, a claritromicina substituiu a eritromicina
como alternativa as penicilinas, em pacientes com histérico de hipersensibilidade,
na profilaxia da endocardite infecciosa (Andrade, 1999). Quando aplicavel, o
esquema profilatico preconiza a administracdo de dose Unica de 500 mg de
claritromicina para adultos e 15 mg/Kg para criangas, por via oral, uma hora antes
do procedimento. Os estreptococos orais e os estafilococos estao entre os maiores
causadores desta doenca (Dajani et al., 1997).

Infeccbes estafilocdcicas e estreptococicas tém sido motivo de
preocupacgao, Vvisto que os microrganismos causadores destas infeccdes
normalmente sdao comensais da microbiota humana, mas por fatores mdltiplos,
dentre eles a pressao seletiva exercida pelo uso indiscriminado de antimicrobianos,
tém causado resisténcia em cepas que anteriormente eram sensiveis a muitos
antimicrobianos (Kolar, et al, 2001; Aracil et al., 2001).

Estreptococos comensais da orofaringe tém mostrado alta resisténcia a
eritromicina (Pérez-Trallero, 2001). A possibilidade de transmissdo de genes que
codificam resisténcia a antimicrobianos de bactérias ndo patogénicas, como os
estreptococos alfa-hemoliticos, para bactérias patogénicas, foi descrita
(Reichmann, 1997; Luna, 1999).

6
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INTRODUGCAO

A microbiota nasal, embora incomum, pode ser um reservatodrio natural
de estafilococos inclusive Staphylococcus aureus meticilina-resistentes (MRSA).
Estes podem causar disseminacao de infeccoes em pacientes, principalmente em
ambiente hospitalar. Testes analisando o DNA destes microrganismos mostraram
que, em um mesmo individuo, as cepas que colonizavam a mucosa nasal e as
envolvidas no processo infeccioso eram as mesmas (Nouwen et a/,, 2001).

Existem poucos trabalhos relacionando a eficacia de antimicrobianos
sobre as microbiotas oral e nasal e sua relagdo com a resisténcia ou a selecao de
cepas resistentes induzidas apds o uso destes agentes. Desta forma, o presente
trabalho verificou o efeito da claritromicina sobre a resisténcia aos antimicrobianos
de estreptococos orais e estafilococos nasais provenientes de individuos sadios,
visando contribuir para a utilizacgo mais racional deste e de outros

antimicrobianos.

7
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REVISAO DA LITERATURA

2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 CLARITROMICINA

A claritromicina € um farmaco antimicrobiano semi-sintético do grupo
dos macrolideos. Estruturalmente, a claritromicina consiste de um anel de lactona
com 14 radicais ligados a 2 fragmentos de moléculas de acucar e difere da
eritromicina por uma substituicao o-metil na posicao 6 do anel de lactona, o que
confere estabilidade acida e melhores propriedades antimicrobianas e
farmacocinéticas, embora esta modificacao também seja responsavel pelos efeitos
adversos no trato gastrintestinal (Zhanel, 2001).

Tem um espectro de atividade /n vitro similar ao da eritromicina,
embora existam diferencas significativas em termos de atividade, pois a
claritromicina apresenta uma atividade /7 vitro maior do que a eritromicina no
combate a certos agentes patogénicos como, por exemplo, Bacteroides
melaninogenicus, Chlamydia pneumoniae, Chlamydia trachomatis, Mycobacterium
chelonae subespécies -chelonea e -abscessus, Mycobacterium leprae,
Mycobacterium marinum, complexo Mycobacterium avium e, quando combinada
com o seu metabdlito 14-hidroxi, contra o Haemophilus influenzae (Hardy, 1988 &
1990; Gevaudan, 1991).

As linhagens de Staphylococcus aureus e de S. epidermidis sensiveis a
penicilina G e/ou a eritromicina sao também sensiveis a claritromicina. Por outro
lado, nos casos em que estes microrganismos apresentam resisténcia a

eritromicina, a claritromicina normalmente também ¢é inativa (Livermore, 2000).

8
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REVISAO DA LITERATURA

2.1.1 MECANISMO DE ACAO

Os macrolideos geralmente sdao considerados bacteriostaticos, porém a
claritromicina mostra-se bactericida contra uma variedade de microrganismos, 0s
quais incluem H. influenzae, L. pneumophila, S. pneumoniae € o0 complexo M.
avium, e possui efeito pds-antibidtico ja demonstrado contra a H. influenzae, S.
aureus, S. pyogenes e estreptococos B-hemoliticos (Jung et al, 2000; van
Bambeke et a/., 2001).

O efeito antimicrobiano da claritromicina e do seu metabdlito 14-
hidrdxi, a exemplo de outros macrolideos, tem sido atribuido a ligacdo reversivel a
subunidade ribossémica 50S dentro da célula bacteriana, desta forma inibindo a
translocagao da aminoacil do RNAt e a conseqiiente sintese protéica (Kakegawa et
al., 1988; Kakegawa & Hirose, 1990).

A penetracao intracelular também é um importante fator no modo de
acao da claritromicina, particularmente por conferir uma vantagem no tratamento
de microrganismos que se proliferam dentro das células hospedeiras, tais como as
espécies de Chlamydia, Legionella e Toxoplasma (Amsden, 2001).

Anderson et al (1988), num modelo /n vitro, observaram que a
claritromicina se concentra em leucdcitos polimorfonucleares humanos e em
linfocitos e macrofagos derivados de fluidos broncoalveolares de cobaias. Num
modelo ex vivo, a claritromicina demonstrou maior penetracao nos leucdcitos de
cobaias, quando comparada com a eritromicina, a josamicina e a roxitromicina,
sugerindo uma atividade maior antimicrobiana intracelular (Kohno S. et al., 1989;
Kohno Y. et a/., 1990a).

A exposicao de granuldcitos a claritromicina (2,5 a 20 mg/L) resultou
num aumento da fagocitose do S. aureus. Para a eritromicina, com as mesmas
doses, este efeito somente foi observado na maior concentracao. A migragao
quimiotaxica dos granuldcitos humanos ndo foi afetada pela exposicdo a

claritromicina ou a eritromicina (Roszkowski et a/., 1990).
9
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REVISAO DA LITERATURA

2.1.2 PROPRIEDADES FARMACOCINETICAS
2.1.2.1 ABSORCAO E CONCENTRACOES PLASMATICAS

A claritromicina é rapidamente absorvida no trato gastrintestinal, apds
administragdo por via oral, mas sua biodisponibilidade é reduzida de 50 a 55%
devido a um substancial efeito de primeira passagem. As concentracoes
plasmaticas maximas (Cmax) de claritromicina em voluntarios ocidentais saudaveis
(caucasoides e negroides) foram de 0,62 a 0,84 mg/L e 1,77 a 1,89 mg/L apds
administracdo de dose Unica de 250 mg e 500 mg de claritromicina,
respectivamente (Chu et a/, 1990; Chu et a/, 1992a).

A claritromicina € submetida a uma rapida biotransformacdo para
produzir o metabodlito biologicamente ativo 14-hidréxi (R), o qual alcanca picos de
concentracao plasmatica de 0,4 e 0,8 mg/L apds 3 horas da administracao de 250
ou 500 mg de claritromicina (Chu et a/, 1992a).

Os valores de area sob a curva (ASC) apds a administracdao oral de 250
e 500 mg de claritromicina em voluntarios ocidentais foram de 3,82 até 4,7
mg/L.h e de 11,06 até 11,66 mg/L.h, respectivamente. Em voluntarios asiaticos
os valores foram 8,98 e 20,3 mg/L.h, quando da administracao de 200 mg e 400
mg, respectivamente. Nestes voluntarios, os valores da ASC para a 14-hidroxi
claritromicina foram de 3,07 a 4,9 mg/L.h e de 6,07 a 6,88 mg/L.h apds doses de
250 e 500 mg de claritromicina, respectivamente (Chu et a/, 1992a).

O efeito da alimentacdo na farmacocinética da claritromicina apds dose
Unica oral foi estudado. A alimentacao ingerida imediatamente antes da
administracao de 500 mg de claritromicina, aumentou o tempo de absorcao em
torno de 25%, enquanto o aumento da ASC para a 14-hidréxi claritromicina foi de
aproximadamente 9%. Estas diferencas nao sao consideradas clinicamente

significativas para doses de 250 ou 500 mg administradas duas vezes ao dia e,
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desta forma, a claritromicina pode ser ingerida com alimentos ou em jejum (Chu
et al., 1992b).

Os estudos com doses multiplas em voluntarios ocidentais recebendo
250 mg de claritromicina duas vezes ao dia, por 3,5 dias, revelou que o estado de
equilibrio foi obtido apds 5 doses, com Cmax de aproximadamente 1 mg/L para a
claritromicina e 0,6 mg/L para o seu metabdlito 14-hidréxi (Chu et a/, 1990).
Além disso, apesar da farmacocinética ter se mostrado nao linear, ocorreram
apenas flutuacdes de importancia secundaria nestes valores, com uma medicacao
continuada. Apds a administracao de 500 mg de claritromicina duas vezes ao dia,
por até 3,5 dias, a voluntarios ocidentais, a Cmax plasmatica média variou de 2,4
a 3,5 mg/L para a claritromicina e 0,7 a 0,8 mg/L para a claritromicina em estado
de equilibrio (Chu et al,, 1991; Gu et al., 1991).

As curvas de concentracdo sérica versus tempo apds a administragao
de dose oral Unica de claritromicina ou eritromicina de 200 mg a 6 voluntarios
japoneses sadios, apresentou uma Cmax para ambos os farmacos até duas horas
apds a administracdo, a Cmax da claritromicina foi 1,07 mg/L, aproximadamente

3 vezes maior que o da eritromicina que foi 0,38 mg/L (Saito et a/,, 1988).

2.1.2.2 DISTRIBUIGAO

Em 1982, Wollmer et al. relataram que os antimicrobianos macrolideos
apresentam um baixo grau de ionizacdo e sao sollveis em lipideos, o que resulta
numa ampla distribuicao pelos fluidos e tecidos.

Em estudos com animais, a claritromicina mostrou-se amplamente
distribuida em toda a extensdo corporal e foram obtidas concentracdes maiores
nos tecidos e nos 6rgaos do que na corrente sanguinea (Kohno S. et a/., 1989;
Suwa et al, 1988 a.b; Yoshii et al, 1988), embora o cérebro e os testiculos
tenham constituido excecdes (Suwa et al, 1988b). Estudos comparativos da

distribuicao em roedores mostraram que a claritromicina usualmente alcanca
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concentragdes maiores nos orgaos e tecidos do que a eritromicina, especialmente
no pulmao (Kohno Y. et a/,, 1989, 1990a,b; Suwa et al., 1988a,b).

Em estudos que também determinaram a concentragao da 14-hidroxi
claritromicina, os niveis maximos deste metabdlito foram menores do que aqueles
do farmaco inicial nos tecidos e secrecdes apds a administracdo de 250 ou 500 mg
de claritromicina durante trés dias; as concentracdes maximas da 14-hidroxi
claritromicina na secrecao bronquial, pulmao e tonsilas foram aproximadamente a
metade dos valores do farmaco inicial (Scaglione & Fraschini, 1992).

A claritromicina possui uma afinidade maior pela glicoproteina acida
alfa-1. A concentracdo de claritromicina sérica livre aumenta com concentragoes
acima de 1 mg/L, sugerindo que o processo de ligagao é saturavel, o que origina
um potencial para concentracdes mais altas de droga livre estarem disponiveis

para distribuicao nos locais de infeccao (Suwa et a/., 1988b).

2.1.2.3 BIOTRANSFORMAGAO E EXCREGCAO

A biotransformacdo da claritromicina ocorre principalmente no figado,
originando diversos metabdlitos, sendo o mais importante o 14-hidroxi devido a
quantidade produzida e a sua notavel atividade bioldgica (Chu et a/, 1992).

Em 1990, os processos de biotransformacao da claritromicina foram
estudados por Ferrero et al, demonstrando que estes envolvem mecanismos
oxidativos e hidroliticos. Os principais passos metabdlicos primarios sao a
N-desmetilacao oxidativa e a hidroxilagao na posicao 14 do anel de lactona,
enguanto a remocao por hidrdlise do radical cladinose é uma via relativamente
secundaria. A hidroxilacao parece apresentar uma estereoespecificidade, o 14-
hidroxi (R) claritromicina é produzido em quantidades muito maiores do que o
epimero 14-hidréxi (S). A descoberta de metabdlitos secundarios, ndao somente

nas fezes, mas também na urina, sugere que os metabdlitos primarios da
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claritromicina podem ser submetidos a transformacdes de fase I semelhantes as
do farmaco inicial.

Embora o percentual da dose de 250 mg de claritromicina excretado na
urina como farmaco inicial somado aos metabdlitos seja semelhante aquele
medido nas fezes, a via urindria € de particular importancia clinica, uma vez que
aproximadamente 32% da dose recuperada na urina constitui-se do farmaco
inicial somado ao metabdlito ativo 14-hidroxi (R). Dos 8 metabdlitos isolados da
urina ou das fezes, somente o derivado 14-hidrdéxi (R) estava presente no plasma

em concentracoes significativas (Ferrero et a/.,1990).

2.1.3 ESPECTRO DE AGAO E EFICACIA TERAPEUTICA

A claritromicina tem se mostrado efetiva no tratamento de varios tipos
de infeccOes, quando administrada em doses de 250 ou 500 mg duas vezes ao dia
(Hardman, 1996).

Em linhas gerais € ativa nas infeccOes causadas por (Mensa, 2003):

1. microrganismos gram-positivos tanto cocos (exceto estafilococos resistentes a
meticilina e Enterococcus ssp.) como bacilos (Clostridium  perfringes,
Propionibacterium acnes, Corynebacterium diphteriae, Bacillus anthracis, Listeria,
Lactobacilus, Rhodococcus e Pediococcus);

2. alguns microrganismos gram-negativos (Moraxella ssp., Bordetella pertussis,
Campylobacter jejuni, Neisseria ssp., Gardenerella vaginalis);

3. microrganismos de crescimento intracelular ou extracelular (Mycoplasma
pneumoniae, Legionella ssp., Borrelia burgdorferi, Coxiella burnett);

4. alguns protozoarios sdao moderadamente sensiveis (7oxoplasma gondii
Cryptosporidium e Plasmodium).

A maioria dos bacilos gram-negativos, incluindo alguns anaerdbios, sdao
resistentes a claritromicina e aos outros macrolideos, entre outros motivos, pela
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impermeabilidade da parede bacteriana para difusdo destes farmacos (van
Bambeke & Tulkens, 2001).

De acordo com as diretrizes da American Heart Association (1997), para
os procedimentos odontoldgicos que envolvam riscos aos pacientes portadores de
anomalias cardiacas, nos quais é recomendada a profilaxia contra a endocardite
infecciosa, o regime indicado seria dose Unica de 2 g para adultos e de 50 mg/Kg
para criancas de amoxicilina, ndo sendo necessaria qualquer dose adicional. A
eritromicina deixou de ser recomendada como alternativa a pacientes alérgicos a
penicilina, mas a claritromicina e outras alternativas sao possiveis. O esquema
profildtico recomendado pela American Heart Association preconiza a
administragdo de dose Unica de 500 mg de claritromicina para adultos e 15 mg/Kg
para criangas, por via oral, uma hora antes do procedimento (Dajani et al, 1997;
Taubert & Dajani, 1998).

O Haemophilus influenzae pode ser sensivel ou resistente a
claritromicina e a eritromicina, mas é sensivel ou moderadamente sensivel in vitro
ao seu metabdlito primario, o 14-hidroxi claritromicina. O 14-hidréxi claritromicina
€ quase 3 vezes mais ativo do que o farmaco inicial contra este microrganismo. A
combinacdo da claritromicina somada ao seu metabdlito 14-hidroxi demonstra
uma atividade sinérgica contra a H. influenzae, M. catarrhalis, Legionella spp., e

alguns estreptococos e estafilococos (Mensa, 2003).

A sua atividade contra as micobactérias inclusive o0 complexo infeccioso
Mycobacterium avium em pacientes aidéticos fez com que a claritromicina fosse
aprovada para profilaxia desde outubro de 1995 nos Estados Unidos da América,
reduzindo entre 55 a 85% a incidéncia desta infeccao oportunista, responsavel

pela morbidade e mortalidade nestes pacientes (Horsburgh et a/., 2001).
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2.2 Staphylococcus

De acordo com Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology, a familia
Micrococcaceae inclui quatro géneros: Planococcus, Micrococcus, Stomatoccoccus
e Staphylococcus. Os membros desta familia podem ser diferenciados dos
membros da familia Streptococcaceae por meio da prova de catalase. Os membros
da familia Micrococcaceae sao catalase-positivos, enquanto os membros da familia
Streptococcaceae sao catalase negativos (Koneman et al., 2001).

O género Staphylococcus, na atualidade, € composto de 33 espécies,
17 das quais podem ser isoladas de amostras bioldgicas humanas. Os
estafilococos sao geralmente encontrados na pele e em mucosas do homem e
animais (Koneman et al., 2001).

Alguns estafilococos patogénicos para 0 homem produzem uma enzima
denominada coagulase e a presenga desta enzima, verificada em laboratdrio,
ajuda na identificacdo destes microrganismos. Entre os principais estafilococos, a
espécie coagulase-positiva S. agureus e duas espécies coagulase-negativas, S.
epidermidis e S. saprophyticus, sao encontradas com freqiiéncia em infeccoes
humanas (Koneman et al., 2001).

Atualmente, essas bactérias adquiriram importancia ainda maior a partir
da observacdo de que a incidéncia de endocardite estafilocdcica tem aumentado
drasticamente. Cepas de S. aureus, sensiveis aos beta-lactdmicos, sdo os agentes
etioldgicos responsaveis pela moléstia em mais de 70% da doenca diagnosticada
em pacientes que fazem uso de drogas por via intavenosa. Outra razao é o fato de
que os estafilococos sdo patdgenos importantes para o surgimento de infeccoes
hospitalares, principalmente para cepas resistentes a muitos antimicrobianos
(Mccartney,1992).

Cerca de 30% de todas as infeccOes causadas pelo S. aureus sao
devidas a microbiota enddégena (Perl & Golub, 1998). Roman et al (1997)
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observaram que cepas de S. aureus tém propensao em produzir doencgas
epidémicas de rapida difusdo dentro das instituicdes de saude.

Farias et al. (1997) avaliaram o padrao de sensibilidade de cepas de S.
aureus oxacilina-susceptiveis e oxacilina-resistentes a agentes antimicrobianos
comumente utilizados em infeccdes causadas por estes patdgenos. As cepas (117)
foram isoladas de varios hospitais em S3o Paulo, Campinas e Jodao Pessoa.
Obtiveram a concentracdo inibitdria minima (CIM) para 24 agentes
antimicrobianos, incluindo beta-lactdmicos, fluoroquinolonas, aminoglicosideos,
macrolideos, etc. Os resultados mostraram uma alta e preocupante taxa de
resisténcia entre as cepas de S. aureus obtidos nos hospitais brasileiros. Poucas
drogas podem ainda ser efetivas contra doengas infecciosas provocadas por estas
cepas.

Os estafilococos exibem sensibilidades variadas a claritromicina, a 14-
hidrdxi claritromicina e a varios macrolideos, inclusive a eritromicina. As linhagens
de S. aureus classificadas como resistentes a eritromicina, meticilina ou oxacilina
também mostraram-se resistentes a claritromicina e, resultados semelhantes
foram descritos nos estudos onde foram testadas linhagens resistentes a meticilina
ou a oxacilina, indicando uma resisténcia geral aos macrolideos (Chin et a/. 1987,
Fernandes et al/ 1986; Floyd-Reising et al. 1987; Hardy et al 1988). Por outro
lado, estudos usando linhagens sensiveis a meticilina ou a penicilina G, relataram
sensibilidade a claritromicina, a eritromicina, a clindamicina e a roxitromicina
(Benson et al., 1987; Eliopoulos et al., 1987; Rolston et al., 1989).
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2.3 Streptococcus

Nos esquemas taxonomicos tradicionais, os estreptococos pertencem a
familia Streptococcaceae. Estes microrganismos sao bactérias gram-positivas,
catalase-negativas, que tendem a crescer aos pares e em cadeias. A deteccao de
enzimas citocromicas por meio da prova da catalase diferencia os membros da
familia Micrococcaceae (catalase-positivos) dos da familia Streptococcaceae
(catalase-negativos). Nos Ultimos anos a taxonomia de estreptococos foi
submetida a uma exaustiva revisao (Konemam et a/., 2001).

Os estreptococos viridans, como 0 microrganismo cariogénico S.
mutans, foram divididos em sorotipos com base em seus carboidratos antigénicos
de parede celular, podendo ser diferenciados também por meio de provas

especificas (Koneman et a/, 2001; Maza et al.,, 2001).

2.3.1 ESTREPTOCOCOS VIRIDANS

Os chamados estreptococos Vviridans sao, na realidade, constituidos por
“subgrupos” como o subgrupo do Streptococcus mitis (S. oralis, S. sanguis, S.
gordonii, S. mitis e S. pneumoniae), do Streptococcus milleri (S. anginosus, S.
constellatus e S. intermedius), do Streptococcus mutans (S. mutans, S. rattus, S.
cricetus, S. sobrinus, S. ferus, S. macacae e S. downeii) e ainda do Streptococcus
salivarius (S. salivarius e S. vestibularis) (Koneman et al, 2001).

Uma caracteristica marcante deste grupo é o fato da maioria das cepas
promover alfa-hemdlise quando em contato com o sangue, proporcionando uma
coloracao verde-acinzentada ao seu redor. O termo latim “viridans” significa
“verde” (Koneman et al., 2001).

Sao comensais da microbiota oral normal humana e de outros animais.
Sao encontrados na pele, nas mucosas nasofaringeanas e nos tratos

gastrintestinal e urogenital. A boca é um importante “habitat”, sendo algumas
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cepas adaptadas para colonizar superficies, tais como a mucosa oral (S. salivarius)
e tecidos duros dentais - S. sanguis e S. mutans - (Slots & Taubman, 1992).

Algumas espécies estdao correlacionadas com doencas graves no
homem e em animais. Dentre estas doencas destacam-se pneumonia, meningite e
infeccOes urogenitais. Sao patdgenos oportunistas comuns, agravando ou
causando uma grande quantidade de infeccOes (Slots & Taubman, 1992).

A prevaléncia de estreptococos como causa de bacteremias em
hospitais, que sao potencialmente fatais, tem aumentando, o que requer que 0s
agentes usados na terapia empirica incluam em seu espectro de atividade os

pNeumococos, estreptococos viridans e beta-hemoliticos (Pfaller et al., 1997).

2.4 IDENTIFICACAO DE MICRORGANISMOS

A avaliagdo das caracteristicas macroscépicas das colonias é
usualmente realizada por meio de inspecao visual do crescimento na superficie de
placas de Petri contendo meios de cultura (Koneman et a/, 2001; Maza et al.,
2001).

A maioria das provas utilizadas para avaliar a atividade bioquimica ou
metabdlica de bactérias, por meio das quais se pode fazer uma identificacdo final
de espécie, é realizada mediante subcultivos do isolado primario em uma série de
meios diferenciais, cujos resultados podem ser interpretados apés um ou mais
dias de incubacao adicional (Koneman et a/., 2001)

As observagoes e interpretacOes iniciais das placas devem ser utilizadas
para determinar se 0s microrganismos recuperados devem ser identificados ainda
mais, sendo importante a utilizagdo de meios seletivos e a correta analise das
caracteristicas macroscépicas das colonias, assim como a Coloracao de Gram
(Maza et al, 2001). Entretanto, as reacdes a coloracdao podem ser variaveis,
sobretudo com col6nias muito jovens ou muito velhas. A morfologia da maioria

das bactérias coradas com Gram € mais caracteristica quando os esfregagos sao
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preparados a partir de um subcultivo com 18 a 24 horas, periodo no qual as
células bacterianas se encontram na fase logaritmica de crescimento (Koneman et
al, 2001).

Podem ser efetuadas certas observagdes preliminares ou provas diretas
rapidas em colonias selecionadas. Em muitos casos, um isolado pode ser
identificado em um nivel clinicamente Util com base apenas nessas avaliacoes. Por
exemplo, a propriedade de bacilos gram-negativos de utilizar lactose pode ser
avaliada de modo direto em agar MacConkey, observando a coloracdao vermelha
da colbnia; o crescimento de S.aureus pode ser detectado em meios cromogénicos
Chromagar®, sendo caracterizado pela coloragdo roxa da coldnia (Carricajo et al,,
2001).

Para a identificagdo de bactérias, inUmeros testes podem ser utilizados,
tais como provas de catalase, provas de coagulase, sensibilidade a
antimicrobianos especificos, fermentagdo de carboidratos, entre outros, sendo
necessaria a utilizacdo de tabelas padronizadas para a comparacao dos resultados,
até determinar a espécie do microrganismo estudado (Koneman et a/, 2001; Maza
etal., 2001).

2.5 TESTES DE SENSIBILIDADE BACTERIANA A ANTIMICROBIANOS

A avaliacao da capacidade de inibir ou exterminar um tipo ou mesmo
varios tipos de microrganismos, por alguma substancia, € chamada teste de
sensibilidade bacteriana ou teste de susceptibilidade bacteriana. Este tipo de teste
consiste em expor uma quantidade conhecida do microrganismo em contato com
a substancia em concentragao também conhecida (Piddock, 1990).

Em 1966, Bauer et al. descreveram procedimentos padronizados para
realizar o teste de sensibilidade em discos e comparar os diametros dos halos com
a CIM. Estes testes sdo, ainda hoje, empregados para a avaliacao da eficacia dos

agentes antimicrobianos e/ou do grau de resisténcia dos microrganismos. Os
19

Baglie, R.C.C. Efeito da claritromicina sobre a resisténcia a antimicrobianos de estreptococos

orais e estafilococos nasais de individuos sadios.



REVISAO DA LITERATURA

resultados obtidos por eles podem corroborar ou alterar a terapéutica empirica
normalmente adotada como primeira conduta.

O WNational Comittee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) tem
publicado freglientemente em seus documentos atualizagdes desta padronizacao

para diferentes microrganismos e antimicrobianos (NCCLS, 1984 e 2002).

2.6 RESISTENCIA BACTERIANA A ANTIMICROBIANOS

As bactérias tém sido classificadas como resistentes ou sensiveis de
acordo com dados de concentracdo inibitdria minima (CIM) e concentragao
bactericida minima (CBM). Sao ditas resistentes quando sao inibidas /n vitro s6 em
concentragdes superiores aquelas atingidas in vivo. Essa relacao concentracdo da
droga/inibicdo de crescimento ndao deve ser encarada como completamente
verdadeira, pois 0 sucesso terapéutico ndo depende exclusivamente dessa relagao,
mas, sim, de fatores farmacocinéticos e do comprometimento imunoldgico do
paciente, alvo da terapia. Dessa forma, um dado microrganismo é sensivel ou
resistente apenas quando se observa o sucesso ou insucesso terapéutico,
respectivamente (Towner, 1997).

A resisténcia de dado microrganismo a determinado antimicrobiano
pode ser classificada inicialmente como intrinseca ou adquirida. A resisténcia
intrinseca é aquela que faz parte das caracteristicas naturais, fenotipicas do
microrganismo, transmitida apenas verticalmente a prole. Faz parte da herancga
genética do microrganismo (Towner, 1997).

O maior determinante de resisténcia intrinseca é a presenca ou
auséncia do alvo para a acao da droga. Este tipo de resisténcia ndo apresenta
qualquer risco a terapéutica, pois é previsivel, bastando-se conhecer o agente
etiologico da infeccdo e os mecanismos de acdao dos farmacos disponiveis
clinicamente (Del-Fiol et al., 2000).
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A resisténcia adquirida ocorre quando ha o aparecimento de resisténcia
em uma espécie bacteriana anteriormente sensivel ao antimicrobiano em questao.
E uma nova caracteristica manifestada na espécie bacteriana, caracteristica essa
ausente nas células genitoras. Essa nova propriedade é resultado de alteracoes
estruturais e/ou bioquimicas da célula bacteriana, determinada por alteracdes
genéticas cromossOmicas ou extra-cromossomicas (plasmidios) (Gold et a/., 1996).

A partir de mecanismos como transformacao, transducao, conjugacao e
transposicao bactérias podem adquirir e/ou transferir resisténcia a outras
bactérias, passando a estas a propriedade de defesa contra determinado
antimicrobiano (Tavares, 1996).

As bactérias garantem genes que detém informagles que as tornam
resistentes as mais diversas classes de antimicrobianos, através desses
mecanismos. Ha inUmeros mecanismos através dos quais esses microrganismos se
tornam resistentes, manifestando a resisténcia, como pela producao de enzimas
inativadoras (Medeiros, 1984), interferéncia com a entrada e acimulo de droga
na bactéria (Towner, 1997), alteracdo do receptor para a agao da droga (Towner,
1997) e uso de vias metabdlicas alternativas (Smith et al., 1984).

Todos esses mecanismos de expressao de resisténcia sao cada vez
mais freqlientes em inUmeros microrganismos, alguns deles expressando muitas
formas de resisténcia. Nao ha necessidade de patogenicidade do microrganismo
para que carregue genes de resisténcia, ao contrario, bactérias de microbiota
normal sdo as que carregam maior quantidade de genes de resisténcia a uma ou
mais drogas. A informacao para a defesa sempre existiu, sendo que estava restrita
a certas espécies de microrganismos. Com o uso crescente e indiscriminado de
antimicrobianos, através de pressao seletiva, permaneceram vivos apenas 0s
microrganismos capazes de se defender da acdo da droga. A resisténcia

bacteriana tem diminuido muito a atividade de importantes antimicrobianos,
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servindo como objetivo maior de pesquisadores para a busca de novas drogas,
associacoes ou esquemas terapéuticos (Del-Fiol et a/., 2000).

O uso indiscriminado de antimicrobianos, terapéutica ou
profilaticamente, humano ou veterinario, passando ainda pelo uso no crescimento
animal e propodsitos agricolas, tem favorecido esta pressao seletiva, mostrando
como resultado a selecao e predominancia de espécies cada vez mais resistentes
(Moellering et al,, 1990).
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3. PROPOSICAO

Este trabalho teve como obijetivos:

1. Classificar os microrganismos provenientes das microbiotas oral e nasal em

estreptococos e estafilococos, respectivamente, identificando as espécies.
2. Avaliar os padrdes de sensibilidade destes microrganismos a claritromicina,
a outros macrolideos e a outras classes de antimicrobianos, em diferentes

periodos de tempo.

3. Verificar a alteragdo na propor¢ao de microrganismos resistentes apos duas

doses de claritromicina.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 COLHEITA DAS AMOSTRAS (ANTERIORMENTE REALIZADA)

Os microrganismos utilizados no presente trabalho foram gentilmente
cedidos pelos pesquisadores Simoes, Ruenis e colaboradores que conduziram o
estudo de biodisponibilidade comparativa de claritromicina 500 mg.

Foram colhidas amostras de saliva e da mucosa nasal de 20 voluntarios
sadios, de ambos os sexos, com idade entre 18 e 50 anos, com variacao de +15%
do peso considerado normal (levando-se em consideracao a altura e a estrutura
fisica), cujos exames laboratoriais (Anexo 1) apresentaram-se dentro da faixa

III

“normal” para voluntarios sadios e/ou clinicamente aceitaveis; obedecendo um
desvio de +10% do valor considerado normal. Foram excluidos todos que
apresentaram historico de hipersensibilidade a claritromicina e outros macrolideos;
com qualquer evidéncia de disfuncao organica ou desvio clinicamente significativo
do normal, em determinacoes fisicas ou clinicas; com histdrico de qualquer doenca
psiquiatrica que pudesse comprometer a capacidade de fornecer consentimento
por escrito; com histérico de doenca gastrintestinal, hepatica, renal,
cardiovascular, pulmonar, neuroldgica ou hematoldgica, diabetes ou glaucoma;
que fizessem uso de mais de 20 cigarros por dia, ou que tinham dificuldade de
abster-se durante o periodo de estudo; com histérico de dependéncia de drogas
ou consumo abusivo de alcool; que fizeram uso de farmacos indutores enzimaticos
dentro de 30 dias ou qualquer medicacdo sistémica (incluindo medicamentos
isentos de prescricdao médica) dentro de 14 dias antes do inicio do estudo; que
tivessem participado de qualquer estudo clinico nas 6 semanas que antecediam o
estudo; que tivessem perdido ou doado mais de 350 ml de sangue nos trés meses
anteriores ao estudo e que nao tivessem acesso venoso adequado (Simoes, 2003;
Ruenis, 2004).

Os voluntarios selecionados fizeram uso de dose Unica de claritromicina

500 mg Merck S.A Industrias Quimicas (formulacdo teste) ou Klaricid ® - Abbott
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Laboratdrios do Brasil Ltda, formulacao referéncia - segundo resolucao da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA. O estudo foi do tipo cruzado e
aleatorizado, sendo que na fase 1 metade dos voluntarios recebeu a formulagao
teste e a outra metade a formulacao referéncia; na fase 2 ocorreu o inverso.
Ambas as formulacdes foram consideradas como sendo bioequivalentes em
estudos prévios de biodisponibilidade comparativa (Simdes, 2003; Ruenis, 2004).
Os voluntarios aceitos foram submetidos a internacdo no dia anterior ao da
administracao do antimicrobiano, na Clinica S3o Lucas, na cidade de Americana-SP
(Simoes, 2003; Ruenis, 2004).

O delineamento do estudo foi elaborado de acordo com as normas
descritas na Resolucdo 196/96 do Conselho Nacional de Saude/Ministério da
Saude (CNS/MS), que regulamenta as normas de pesquisa em seres humanos no
Brasil. O trabalho foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisas da Faculdade de
Ciéncias Médicas — FCM — UNICAMP, recebendo aprovacao segundo o protocolo n°
190/2001 - Anexo 3 (Simoes, 2003; Ruenis, 2004).

Para a colheita das amostras de secrecao nasal um swab esterilizado,
contendo 0,2 mL de solucdao de NaCl a 0,9%, foi friccionado levemente contra a
mucosa do interior das cavidades nasais dos voluntarios, sendo depositado em
tubo eppendorf esterilizado contendo 1,8 mL de meio de transporte de Stuart.
Além disso, uma amostra de saliva (+ 1mL) foi colhida em um tubo esterilizado(a
salivacdo ndo foi estimulada artificialmente).Uma aliquota de 0,2 mL desta
amostra foi pipetada em um tubo eppendorf esterilizado contendo 1,8 mL de meio
de transporte de Stuart (Simodes, 2003; Ruenis, 2004).

A primeira colheita foi efetuada previamente a administracdo do
farmaco (tempo zero) e novas amostras foram obtidas 1h20min, 2h, 6h e 12h
apos o emprego da claritromicina. Nas colheitas de material proveniente da
mucosa nasal foram utilizadas, alternadamente, a hemi-regiao esquerda ou direita

(Simoes, 2003; Ruenis, 2004).
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Os procedimentos relativos a recuperacao dos microrganismos
presentes na mucosa nasal e na saliva dos voluntarios foram realizados no
Laboratério de Microbiologia da Area de Farmacologia, Anestesiologia e
Terapéutica da Faculdade de Odontologia de Piracicaba — FOP/UNICAMP (Simdes,
2003; Ruenis, 2004).

As amostras provenientes dos swabs foram submetidas a dispersao em
sonicador com amplitude de 5%, com 30 a 32 W de poténcia, funcionando
durante 9,9 segundos, com intervalos de 5 segundos durante 59 segundos,
perfazendo um total de 6 pulsos e aliquotas de 5uL foram distribuidas com auxilio
de um plaqueador automatico, em duplicata, em placas de Petri (90 x 45 mm)
contendo Salt Manitol Agar (SMA) para contagem de estafilococos (Simdes, 2003).

As amostras de saliva foram distribuidas, também com auxilio de um
plaqueador automéatico, em duplicata, em placas contendo Mitis Salivarius Agar
(MSA) para contagem de estreptococos (Ruenis, 2004).

Apds a inoculagdo, as placas contendo SMA foram depositadas em
estufa em aerobiose a 37°C durante 24 horas. As placas de MSA foram
depositadas em estufa em microaerofilia (10% CO,) a 37°C durante 48 horas
(Simoes, 2003; Ruenis, 2004).

As placas, obtidas dentro de cada periodo de estudo, foram submetidas
a contagem manual € o nimero de microrganismos foi analisado. Tanto para os
estafilococos quanto para os estreptococos houve diferenca estatisticamente
significativa (teste de Friedman p<0,05) entre o tempo zero e os demais tempos,
porém ndo houve diferencas estatisticamente significativas (teste de Friedman p>
0,05) entre todos os demais tempos (Simodes, 2003; Ruenis, 2004).

Apds a contagem, as placas foram acondicionadas em sacos plasticos
herméticos e guardadas em freezer a -80°C para posterior analise (Simdes, 2003;
Ruenis, 2004).
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4.2 CARACTERIZAGAO MORFOLOGICA

As placas congeladas foram submetidas a descongelamento gradual
(-80°C, -20°C, temperatura ambiente). Apds o descongelamento, diferentes
col6nias tiveram suas caracteristicas morfoldgicas observadas, com auxilio de uma
lupa estereoscopica’ acoplada a um computador, e anotadas. As colbnias
representativas, dentro de cada tempo, foram recultivadas em infuso de cérebro-
coracdo (BHI?) por 24 horas em estufa de aerobiose a 37°C (colbnias de
estafilococos provindas do SMA) e 48 horas em estufa em microaerofilia
(10% CO>) a 37°C (col6nias provindas do MSA).

Todas as colOnias representativas foram submetidas a coloracdo de
Gram. As col6nias que se apresentaram com caracteristicas de estafilococos foram
submetidas a testes e provas bioquimicas especificas para tipagem presuntiva
destes microrganismos, 0 mesmo ocorrendo com o0s estreptococos, conforme
descrito nos itens especificados a seguir.

Apos a classificagdo das cepas, as mesmas foram submetidas ao teste
de sensibilidade bacteriana seguindo recomendagdes de Groppo (1996) e estao

descritas no item teste de sensibilidade bacteriana.

4.3 PROVAS ESPECIFICAS PARA DIFERENCIACAO DAS BACTERIAS
A diferenciacao das colonias foi realizada seguindo as recomendacoes

de Koneman et a/., 2001.

! Stemi SV 6 Zeiss

2 Merck
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4.3.1 DIFERENCIACAO DE Staphylococcus

As caracteristicas morfoldgicas foram observadas e anotadas conforme

quadro 1.

Quadro 1 -

formadoras de colbnias de bactérias com os termos para descrever cada uma

delas (adaptado de Koneman et @/, 2001).

Morfologias coloniais macroscopicas de unidades

Puntiforme O Irregular
= Ny
FORMA Circular o Rizéide A /5
Filamentosa % Fusiform e C )
= S
Plana — M onticular i)
Elevada Umbiliforme_&
ELEVAGCAO R
Convexa Um bilicada
N\ I
Inteira D Crenada &
Ondulada Filamento
MARGEM >~ sa @V
Lobada
IE\_ Ondead a &

As diferentes col6nias observadas macroscopicamente foram
codificadas e, posteriormente para sua caracterizacao, foram realizadas as

seguintes provas:
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1. Coloracdo de Gram® — os Staphylococcus aparecem como €Ocos gram-positivos.
As células bacterianas podem estar isoladas, aos pares, em cadeias curtas ou em
grupos.

2. Catalase — o teste é realizado através do gotejamento de peroxido de
hidrogénio® (H,0,) a 3% sobre a colbnia. A imediata efervescéncia indica a
conversao do perdxido em agua e oxigénio gasoso (reacao positiva) significando
que ha a presenca de membros da familia Micrococcaceae e a reagao negativa
Streptococcaceae. Embora tenha sido utilizado meio especifico para crescimento
de estafilococos (SMA) o teste da catalase foi realizado para certificacao (Fig.2).

3. Coagulase® — a coagulase é uma enzima secretada extracelularmente por
bactérias e reage com o fator de reacao com a coagulase formando um complexo,
que reage com o fibrinogénio formando fibrina (coagulos). A reacdo positiva indica
a presenca de S. aureus e a negativa a presenca de S. epidermidis ou S.
saprophyticus. O teste é feito com frente ao plasma de coelho adicionado de EDTA
(Fig.3).

4. Fermentacdo de manitol — o meio utilizado para este teste é o agar Salt-
Manitol® adicionado de vermelho de fenol. A alta concentragdo de sal (5%) inibe o
crescimento de outros microrganismos e isola, de modo seletivo, estafilococos. O
S. aureus pode ser detectado pela presenca de um halo amarelo ao redor das
colbnias isoladas, indicando a producdo de acido a partir da fermentagao do

manitol (Fig.4).

3 Kit de coloracao Laborclin
4 oa .

Dinamica
> Laborclin

® Merck
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5. Sensibilidade a novobiocina — esta prova é realizada como um teste de
sensibilidade com discos de novobiocina’ - 5ug. O S. saprophyticus é resistente

(halo <15 mm) e S. epidermidis é sensivel (halo > 16 mm).

4.3.2 DIFERENCIAGAO DE Streptococcus
As caracteristicas morfoldgicas foram observadas conforme quadro 1.
As diferentes col6nias observadas macroscopicamente foram

codificadas e, para sua caracterizagao, foram realizadas as seguintes provas:

1. Coloragao de Gram — os Streptococcus aparecem como COCoS gram-positivos ou
gram-variaveis, dispostos em pares ou em cadeias. Os estreptococos viridans, em
particular, tendem a formar células mais alongadas.

2. Catalase - O teste ja foi descrito previamente. A reacdo diferencia os membros
das familias Micrococcaceae e Streptococcaceae. Embora tenha sido utilizado
inicialmente meio especifico para crescimento de estreptococos (MSA) o teste da
catalase foi realizado para certificagao (Fig.2)

3. Hemolise em agar sangue — As colonias de estreptococos foram cultivadas em
BHI, a 37°C com pressdo parcial de 10% de CO, por 24 h e apos este periodo
foram padronizadas em um indculo de 10® unidades formadoras de coldnias por
mL (ufc/mL), por comparacao espectrofotométrica com o padrao 0,5 da escala de
McFarland. Aliquotas de cada colonia foram entdo pipetadas em um replicador de
Steers (Fig.1) e estas foram aplicadas em placas de Petri contendo &gar base®
(blood agar base) adicionado de 5% de sangue de carneiro desfibrinado e
esterilizado. Estas placas foram incubadas a 37°C com pressao parcial de 10% de

CO, por 24 h e foi realizada a identificacdo da hemdlise conforme quadro 2.

’ Cecon

8 Oxoid
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Quadro 2 — Identificacdo de hemdlise (adaptado de Koneman et a/, 2001).

Hemolise Identificacao

(ALFA) Lise parcial dos eritrocitos em torno da col6nia, causando alteragao
a
da cor do meio para cinza-esverdeado ou amarronzado

Lise completa dos eritrdcitos em torno da col6nia, clarificando o meio
B (BETA)
de cultura

(GAMA) Auséncia de hemolise e, portanto, ndo ocorre alteragdo de cor do
Y . ~ . ~ . e
meio. Sao denominados nao-hemoliticos, em vez de y-hemoliticos

Resultando em pB-hemdlise as bactérias foram denominadas
estreptococos beta-hemoliticos. Resultando em a-hemdlise ou ainda y-hemdlise
foram consideradas como sendo do grupo viridans (Fig.5). Sendo este Ultimo
grupo submetido as provas bioquimicas descritas a seguir e classificadas conforme
quadro 3.

As provas bioquimicas seguiram as recomendacoes de Spolidorio (1997)

e foram as seguintes:

31

Baglie, R.C.C. Efeito da claritromicina sobre a resisténcia a antimicrobianos de estreptococos

orais e estafilococos nasais de individuos sadios.



MATERIAL E METODOS

1. Padrdo de reducao de carboidratos em meio agar Bacto-Tioglucolato (BTAM)
adicionado de purpura de bromocresol’ a 0,0016% e, individualmente, um dos

componentes a seguir:

1 — manitol'® a 1% (MAN)
2 — sorbitol'! a 1% (SOR)
3 - rafinose! a 1% (RAF)
4 — amido'? a 1% (AMI)
5 — inulina! a 1% (INU)
6 — lactose®® a 1%(LAC)

Para este teste cada microrganismo foi incubado em caldo BHI a 37°C
em pressao parcial de 10% de CO, e, apos crescimento, foi retirada uma aliquota
de 1 mL, depositada em tubo eppendorf esterilizado, centrifugado por 1 minuto a
8000rpm. Apds, desprezou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se 0s
microrganismos depositados no tubo com solucao de cloreto de sodio a 0,9%. O
indculo foi padronizado em 10® unidades formadoras de col6nias por mL (ufc/mL),
por comparacao com o padrao 0,5 da escala de McFarland e este foi aplicado
através de um replicador de Steers em placas de Petri contendo o meio BTAM.
Estas placas foram incubadas a 37°C com pressao parcial de 10% de CO, por 24
horas. Decorrido este periodo foi realizada a leitura. A utilizacao do carboidrato,
presente no meio, pelo microrganismo em teste promove a alteracao do pH do

meio fazendo com que a coloragao inicialmente azulada torne-se amarelada

% Nuclear
10 gynth
1 Sigma
12 vetek

13 achema
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indicando positividade da reacao por reducao do carboidrato ou caso o
microrganismo nao utilize o carboidrato o meio permanece inalterado indicando

negatividade da reacao (Fig. 6).

2. Teste de aderéncia em superficie de vidro realizado em tubo contendo BHI e
sacarose’® 1% (ADE). O microrganismo foi incubado neste meio a 37°C em
pressao parcial de 10% de CO, por 48 horas. Decorrido este periodo foi realizada
a leitura. A positividade da aderéncia foi observada apds verter o contetdo inicial
presente no tubo, adicionar solucao de cloreto de sddio a 0,9%, agitar o tubo e
novamente verter o conteldo do tubo, observando-se a permanéncia de uma
placa esbranquicada de aderéncia do microrganismo na parede do tubo. A

negatividade da reagao € indicada pela nao permanéncia da placa no tubo (Fig.7).

O Quadro 3 foi empregado para estimar a espécie bacteriana das
cepas. No caso de concordancia de 90% das provas, a bactéria em estudo foi
considerada como sendo pertencente a espécie relacionada.

Os microrganismos Streptococcus mutans Ingbritt 1600 e Streptococcus
sanguils ATCC 10556 foram utilizados como controles destes testes em todos os

dias em que as provas foram realizadas.

% Synth
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Quadro 3. Provas bioquimicas e crescimento em meio de cultura
seletivo, utilizados para identificacdo das espécies microbianas (adaptado de
Bergey s, 1986; Spolidorio, 1997 e Konemam et a/, 2001).

Grupos Streptococcus | MAN | SOR | AMI | RAF | INU | LAC|ADE HEMOLISE
sanguis | - | - ||| £ |+ |+ | By
gordonii | - | - || x|+ |+ |+ a
MITIS oralis + | £ |+ |||+ ]|+ o
mitis - - x| -]+ - o
pneumonia | nt| + 2|+ |- | apy
e
anginosus| + | - |+ | £ | - | x| - a,B.y
constellatu
MILLERI s S ] ] By
interr:ediu I N R P I R oy
salivarius | - -+ 2|2+ ]+ Py
SALIVARIUS| yestipulari
s - - x - -+ o
cricetus | + | + | £ |+ | x|+ | + o,y
downeii | + | - |nt| - |+ |nt| + nt
ferus + | + |nt| - |nt|nt| + nt
MUTANS | macacae | + | + |nt| + | - | nt| + o
mutans | + | + |+ |+ |+ |+ | + o,y
rattus + | + |nt|+ |+ ]|+ |+ nt
sobrinus | + | £ [ nt| £ + | + o,y

Legenda:

+ = reagao positiva, isto €, hd mudanga da cor roxa para amarela

- = reagao negativa, isto €, ndo ha mudanca de cor no meio de cultura
+ = reacdo pode ser positiva ou negativa

nt = ndo ha informacdes
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4.4 TESTE DE SENSIBILIDADE BACTERIANA

Apos a classificacdo dos microrganismos, estes foram submetidos ao
teste de sensibilidade bacteriana seguindo recomendacoes de Groppo (1996) e
NCCLS (1984 e 2002). Para isto foram recultivados em caldo BHI a 37°C em
aerobiose para os estafilococos e em microaerofilia com pressao parcial de 10%
de CO, para os estreptococos.

Os inodculos foram padronizados quando apresentavam turvacao
semelhante comparando-se ao padrao 0,5 da escala de MaCFarland, lidos
espectrofotometricamente a 800 nm.

Apds a padronizacao estes foram espalhados por meio de swabs na
superficie do &gar Mueller Hinton®® em placas de Petri de 150 mm de didmetro.
Para os estreptococos foi adicionado ao meio 1,5% de sangue de carneiro
desfibrinado e esterilizado. Apds secagem do indculo espalhado no meio, foram
colocados os seguintes discos de antimicrobianos:
claritromicina®® 15 pg;
eritromicina®® 15 pg;
azitromicina®® 15 pg;
penicilina G*° 10 UI;
amoxicilina'® 10 pg;
amoxicilina 20 pg + &cido clavulanico® 10 pg;
vancomicina'® 30 ug;
cefalexina'® 30 pg;
cefalotina'® 30 pg;

clindamicina’® 2 pg.

15 Difco Laboratories

16 Cecon
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Para os estafilococos foram adicionados ainda, os discos de oxacilina'®
1 ug e meticilina'’ 5 pg.

As placas foram incubadas a 37°C em aerobiose para os estafilococos e
em microaerofilia com 10% de pressao parcial de CO, para os estreptococos. Apds
18 horas os halos de inibicao formados (Fig.8) foram medidos com auxilio de um
paquimetro’® e anotados, exceto para os halos de vancomicina, oxacilina e
meticilina que foram lidos apds 24 horas (NCCLS, 2002). Estes halos foram
posteriormente classificados para cada microrganismo e antimicrobiano em
sensivel (S), resistente (R) ou intermediario (I), seguindo as informacgdes do
quadro 4.

Foi utilizada como cepa controle, conforme recomendagao do NCCLS,
1984 e 2002, Staphylococcus aureus ATCC 25923.

17 Oxoid

18 Starrett
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Quadro 4. Padroes interpretativos para halos de inibicao (adaptado
de Konemam et a/., 2001; NCCLS, 2002)

PADRAO INTERPRETATIVO
ZONAS DE INIBICAO EM mm

Antimicrobiano Resistente | Intermediario |Sensivel
) Estafilococos <19 - >20
amoxicilina (20ug) + acido
o Outros org. <13 14 -17 >18
clavulanico (10ug) — (AMC)

Estreptococos <21 22-29 >30

Estafilococos <28 - >29
amoxicilina (10ug) - (AMO)

Estreptococos <21 22-29 >30

Estafilococos <28 - >29
penicilina G (10UI) - (PEN)

Estreptococos <21 20-27 >28
azitromicina (15ug) - (AZI) <13 14-17 >18
claritromicina (15u9) -

(1349) <13 14-17 >18
(CLA)
cefalexina (30ug) - (CFE) <14 15-17 >18
cefalotina (30ug) — (CFL) <14 15-17 >18
clindamicina (2ug) - (CLI) <14 15-20 >21
eritromicina (15ug) - (ERI) <13 14-22 >23
meticilina (5ug) - (MET) Estafilococos <9 0-13 > 14
oxacilina (1ug) - (OXA) Estafilococos <10 11-12 >13
vancomicina (30ug) - (VAN) <9 10-11 >12
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5. RESULTADOS

Foram avaliadas um total de 254 colonias de estreptococos provindas
da saliva e 195 colbnias de estafilococos provindas da mucosa nasal, colhidas de
20 voluntarios sadios, antes e apds 1h20min, 2h, 6h e 12 h da ingestao de dose

Unica de 500mg de claritromicina, em duas fases.

Figura 2 — Representacao de reacdo negativa (a esquerda) e positiva (a direita) da

prova de catalase.

Figura 3 — Representacao de reacao positiva (acima) e negativa (abaixo) da prova

de coagulase.

Apos os testes especificos para identificacdo como, hemolise
representada na figura 5; utilizacao de substratos, figura 6; aderéncia, figura 7; os

estreptococos foram classificados em espécies e enquadrados nos grupos viridans
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segundo o quadro 3 (material e métodos) e o percentual de aparecimento dos
grupos estao apresentados no grafico 1.
Das 195 colonias de estafilococos analisadas nos testes de

identificacao, 86 foram classificados como sendo S. aureus e 109 como S.

epidermidis.

Figura 5 — Representacdao da hemolise pelos estreptococos. Notar a presenca de

a-hemolise e y-hemdlise.

39

Baglie, R.C.C. Efeito da claritromicina sobre a resisténcia a antimicrobianos de estreptococos

orais e estafilococos nasais de individuos sadios.



RESULTADOS

Figura 6 — Representacao da utilizacao da inulina para os estreptococos aplicados
ao meio BTAM. Notar a coloracdo amarelada ao redor de algumas colonias,

mostrando a positividade da reagao.

Figura 7 — Representacdo de aderéncia pelos estreptococos a parede do tubo (a

direita), ou ndo aderéncia (a esquerda) apds o crescimento em BHI com sacarose.
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Grafico 1 — Representacdao do percentual de cepas, considerando cada grupo de

estreptococos por fase .

o> Eﬂ
salivarius
UM B8 DOIS

60 50 40 30 20 10 0 10 20 30 40 50 60
Namero de cepas (%)

Os resultados dos testes de sensibilidade para os estreptococos frente
aos antimicrobianos utilizados, separados por fase e tempo de colheita podem ser
observados no quadro 5.

O Grafico 2 mostra o percentual destas cepas sensiveis, intermediarias

e resistentes, separadas por fase.
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Grafico 2 — Percentual de cepas de estreptococos sensiveis, intermediarias e

resistentes frente aos antimicrobianos & Sensivel, lIntermedidrio e Ml Resistente

Estreptococos
FASE 2 FASE 1

L vancoicina
T | certromiina

H eritromicina
e

‘ clindamicina

‘ azitromicina

amoxicilina

penicilina G

100 80 60 40 20 0 20 40 60 80 100

%o de cepas
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Quadro 5 - Percentual de colnias de estreptococos sensiveis, intermediarias

e resistentes aos antimicrobianos, divididos por fase e tempo de colheita (horas).

FASE 1 2
TEMPO (h) 0 (13| 2| 6 |12 0 (13| 2| 6 |12
penicilina G 82,1/81,8|73,9/70,6/83,3 82,1/80,8/82,8(100 96,2
amoxicilina 85,7(69,7|73,9/70,6/91,7| |78,6|80,8|82,8| 100 (88,5
amoxicilina+ 441409100 (94,1/100| |100|100|100 100|100
clavulanato
§ cefalexina 100|100|100|100|100 96,4| 100|100 | 100|100
‘Z’ cefalotina 100|100|100|100|100 100|100|100(100|100
L eritromicina 4,3
claritromicina 85,7|75,878,3|76,5|66,7 78,6|73,1/75,9|69,2|65,4
azitromicina 39,3124,2|34,8| 5,9 7,7 3,4
clindamicina 85,7|78,8| 87 |88,2(83,3 82,192,3|96,6(96,2(92,3
vancomicina 92,9190,9(91,3(88,2| 100 92,9/100(100| 100|100
vl o cefalexina 3,6
Sle cefalotina
S “g eritromicina 6,114,3 7,7
E ; claritromicina 6,1|8,7|11,8/16,7 7,1(23,1|20,7(23,1|23,1
L o azitromicina 7,119,1/43(59]8,3 14,3/111,5/3,4|7,7 | 3,8
H1E clindamicina 3,6 |61 16,7 |7,117,7 3,8
ol vancomicina
penicilina G 7,119,1|8,7 11,8 7,1
amoxicilina 7,119,1/8,7(11,8 7,117,7
amoxicilina+
w clavulanato 29
% cefalexina
H cefalotina
E) eritromicina 100(93,9/91,3/100 | 100 100(92,3|100| 100|100
o claritromicina 14,3/18,2| 13 |11,8|16,7 14,3/ 3,8 (3,4|7,7 |11,5
azitromicina 53,6/66,7|60,9|88,2(91,7| |85,7/80,8|93,1|88,5/96,2
clindamicina 10,7/15,2| 13 |11,8 10,7 3,4 7,7
vancomicina 7,119,1/8,7(11,8 7,1
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A figura 8 apresenta um exemplo das placas utilizadas no teste de

sensibilidade para os estreptococos.

Figura 8 — Teste de sensibilidade a antimicrobianos para estreptococos.

O Grafico 3 mostra o nimero de cepas de estreptococos resistentes

frente aos antimicrobianos, separado por fase e por grupo.

Grafico 3 — Numero de cepas de estreptococos resistentes frente aos

antimicrobianos, separado por fase e por grupo.

Fase 2 Fase 1

vancomicina
clindamicina
eritromicina
azitromicina
claritromicina
penicilina G

O Grupo salivarius

- Grupo mutans amoxicilina+ clavulanato

B Grupo mitis amoxicilina
B Grupo milleri cefalotina
cefalexina
150 100 50 0 50 100 150
Namero de cepas
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Os resultados dos testes de sensibilidade, em porcentagem, para os S.

aureus e S. epidermidis frente aos antimicrobianos utilizados, separados por fase e

tempo de colheita podem ser observados nos quadros 6 e 7, respectivamente.

Quadro 6 - Resultados dos testes de sensibilidade para os S. agureus, em

porcentagem, frente aos antimicrobianos utilizados, em funcao da fase e do tempo

(horas).
FASE 1 2
TEMPO (h) 0 1,3/ 2 |6 |12 0 1,3/ 2|6 |12
amoxicilina 16,7|16,7|12,5/54,5(14,3| |15,4/18,2|27,3|22,2| 25
amoxicilina+clavulanato [100|100|100|100|100 100[100|100|100/100
azitromicina 100/83,3| 75 [100/100| |84,6|63,6/54,5/77,8| 75
cefalexina 100{100(100|100|100 100|100|100|100/100
- cefalotina 100[100|100|100|100 100[100|100|100/100
% claritromicina 100/83,3] 75 [100/100| |84,6|63,6/63,6/77,8| 75
= clindamicina 100{100[100|100|100 100|100|100|100/100
v eritromicina 50 | 50 |37,5/63,6(28,6] |69,2/54,5|36,4/77,8| 25
meticilina 100[100(87,5/100|100 100/100(100(88,9| 75
oxacilina 100/100(87,5/100/100 100/100(100{100/100
Q penicilina 16,7/16,7(12,5145,5/14,3| [15,4(18,227,3|22,2| 25
%’ vancomicina 100[100|100|100|100 100[100|100|100/100
V]
\ 9 eritromicina 50 |33,3]37,5/36,4/71,4] |15,4/9,1 (18,2 50
= meticilina 12,5 11,1] 25
w oxacilina 12,5
E azitromicina 9,191
= claritromicina 27,3|19,1
W amoxicilina 83,3|83,3|87,5|45,5|85,7| |84,6/81,8|72,7|77,8| 75
% azitromicina 16,7| 25 15,4(27,3|36,4/22,2| 25
5 claritromicina 16,7| 25 15,4/ 9,1 |27,3|22,2| 25
@ eritromicina 16,7| 25 15,4|36,4/45,5|22,2| 25
& penicilina G 83,3/83,3/87,5/54,5/85,7| |84,6/81,872,7\77,8| 75
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Quadro 7 - Resultados dos testes de sensibilidade para os S. epidermidis em

porcentagem, frente aos antimicrobianos utilizados, em fungao da fase e do tempo

(horas).
FASE 1 2
TEMPO (h) 0132 6|12 0 1,3/ 2] 6 |12
amoxicilina 20128,6/9,1(30|7,7 16,7| 0 |11,1|11,1]16,7
amoxicilina+clavulanato  [100/100]100{100|100 100/100|100|100|100
azitromicina 100(92,9/90,9/90 84,6/ |58,3| 50 66,7 30 |58,3
cefalexina 100/100/100100{100 100/100|100|100/100
- cefalotina 100/100/100/100]/100 100[100{100|100|100
E claritromicina 100(92,9/90,9/ 90 (84,6] |58,3| 50 [77,8| 40 |66,7
= clindamicina 100/100/100/100]100 100(87,5[100| 90 |100
@ eritromicina 60 |64,3/63,6| 80 |53,8 25 |37,5/44,4| 30 |58,3
meticilina 100/100|100|90 | 100 100/100|100|100|100
" oxacilina 100/100[100/90 |100 100/100]100|{100/100
RS penicilina 20121,4/9,1]20|7,7 16,7 10 | 8,3
% vancomicina 100/100/100/100]100 100[/100|100|100|100
AN
o o azitromicina 9,1 7,7 |83|25]11,1/30 8,3
% =z claritromicina 771 1830375 30 [8,3
é eritromicina 40 |28,6/27,3/ 10 (30,8 |33,3|12,5/33,3
Z meticilina 10
E oxacilina 10
- clindamicina 12,5 10
w amoxicilina 8071,4/90,9/ 70 |92,3] |83,3/100/88,9/88,9|83,3
% azitromicina 7,1 10|7,7 33,3| 25 |22,2| 40 |33,3
& claritromicina 7,119,1]10|7,7| |33,3]12,5/22,2] 30 | 25
‘é’ eritromicina 7,119,1/10|15,4| |41,7| 50 [22,2| 70 41,7
penicilina G 80 |78,6(90,9/ 80 192,3] |83,3/100/100| 90 (91,7

Os graficos 4 e 5 mostram os percentuais destas cepas sensiveis,

intermediarias e resistentes, separadas por fase, para S. aureus e S. epidermidis,

respectivamente.
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Grafico 4 — Percentual de cepas sensiveis, intermediarias e resistentes para os S.

aureus, de acordo com a fase do estudo. [ Sensivel, ll Intermediario e [l Resistente
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vancomicina |

oxacilina |

meticilina I

clindamicina |
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Grafico 5 — Percentual de cepas sensiveis, intermediarias e resistentes para os S.

epidermidis, de acordo com a fase do estudo. [ Sensivel, ll Intermediario e [ll Resistente

FASE 2 FASE 1

S. epidermidis
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A Figura 9 apresenta um exemplo das placas utilizadas no teste para os

estafilococos.

Figura 9 — Teste de sensibilidade a antimicrobianos para estafilococos
O quadro 8 apresenta uma comparacao entre os dados percentuais de

sensibilidade e resisténcia bacteriana entre os estreptococos e os estafilococos,

separados por fase.
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Quadro 8 - Comparagao entre os percentuais de sensibilidade e resisténcia

dos estreptococos e estafilococos, em funcao da fase.

Fase
1 2
sensivel|intermediario|Resistente|sensivel|intermediario|resistente
penicilina G 78,8 13,3 8,0 88,1 10,4 1,5
n amoxicilina 77,0 15,0 8,0 85,9 11,1 3,0
8 amoxicilina + clavulanato| 99,1 0,9 100,0
o} cefalexina 100,0 99,3 0,7
8 cefalotina 100,0 100,0
E eritromicina 0,9 2,7 96,5 1,5 98,5
|o_c claritromicina 77,9 7,1 15,0 72,6 19,3 8,1
n azitromicina 24,8 7,1 68,1 2,2 8,2 89,6
clindamicina 84,1 4,4 11,5 91,9 3,7 4,4
vancomicina 92,0 8,0 98,5 1,5
penicilina G 19,5 80,5 14,7 85,3
amoxicilina 22,1 77,9 16,8 83,2
oxacilina 97,7 2,3 100,0
8 meticilina 97,7 2,3 97,9 2,1
8 [amoxicilina + clavulanato| 100,0 100,0
8 cefalexina 100,0 100,0
= cefalotina 100,0 100,0
=< eritromicina 55,2 35,6 9,2 49,5 15,8 34,7
] claritromicina 90,8 1,1 8,0 68,4 11,6 20,0
azitromicina 90,8 2,3 6,9 64,2 9,5 26,3
clindamicina 100,0 97,9 2,1 0,0
vancomicina 100,0 100,0
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6. DISCUSSAO

Testes de sensibilidade a antimicrobianos pelo método de difusao em
discos tém sido utilizados na avaliacao de microrganismos Gram-positivos do trato
respiratério e da pele (Mendes, 2001). Estes testes segquem as normas do NCCLS
que padroniza o método e a interpretacao dos dados (NCCLS, 1984 e 2002). Os
resultados para os testes de sensibilidade encontrados neste trabalho foram
considerados aceitaveis pois foram conduzidos conforme estas padronizagbes e
utilizaram como controle a cepa Staphylococcos aureus ATCC 25923, preconizada
como uma das cepas de referéncia, sendo que os resultados se situaram dentro
dos valores de referéncia propostos pelo 6rgao regulador.

A identificacdo das espécies seguiu parametros classicos propostos na
literatura internacional (Konemam et a/,, 2001), observando caracteristicas macro
e microscopicas, além de ensaios com reagentes especificos para os
microrganismos em estudo. Cepas de referéncia, como os Streptococcus mutans
Ingbritt 1600, Streptococcus sanguis ATCC 10556 e Staphylococcos aureus ATCC
25923, foram ensaiados juntamente com os microrganismos testes garantindo a
confiabilidade dos resultados.

A literatura tem mostrado que a resisténcia bacteriana aos
antimicrobianos vem aumentando ao longo do tempo (Brandileone et a/, 1998;
Latorre, 1998; Prado et al, 1998; Doern et al, 1999; Kristensen et al, 1999),
sendo que estudos, como o presente, que visam monitorar a resisténcia
bacteriana em determinadas populacdes tém se tornado cada vez mais
importantes.

Particularmente na cavidade oral, estudos tém mostrado um aumento
no numero de estreptococos resistentes principalmente apds a administracdao de
macrolideos, em regimes de profilaxia antimicrobiana (Harrison, 1985b; Herbert,
1988; Smith, 1989). O uso indiscriminado desta classe de antimicrobianos

contribui para a alta incidéncia de estreptococos resistentes, como observado na
50

Baglie, R.C.C. Efeito da claritromicina sobre a resisténcia a antimicrobianos de estreptococos

orais e estafilococos nasais de individuos sadios.



DISCUSSAO

Espanha (Pérez-Trallero et a/., 2001) e no Brasil (Mendes et al., 2001).

O principal mecanismo para a disseminacao da resisténcia bacteriana
seria a selecao natural pela inibicao ou aniquilacao da maioria das cepas sensiveis,
resultando em um nicho favoravel ao desenvolvimento das resistentes (Sefton,
1999). O uso de antimicrobianos em regimes de curta duracao poderia levar a
diminuigdo do fendbmeno da resisténcia, entretanto o uso da amoxicilina neste tipo
de regime mostrou um aumento do numero de estafilococos resistentes
(Wodman, 1985; Harisson, 1985a).

Da mesma forma, no presente trabalho foi observado um aumento na
incidéncia de estreptococos resistentes nao somente a claritromicina, mas
principalmente a outros macrolideos (particularmente a eritromicina e
azitromicina) apds a primeira exposicao a claritromicina. O mesmo comportamento
pode ser observado em relacao aos estafilococos, porém considerando a penicilina
G e a amoxicilina.

Neste trabalho, aproximadamente 96% dos estreptococos foram
resistentes a eritromicina, 8% a claritromicina e 68% a azitromicina. Considerando
os estreptococos do grupo viridans resistentes a eritromicina, foram observados
valores menores em termos percentuais na literatura, como por exemplo 40%
(Diekema et al., 2001), 38,5% (Ioannidou et a/, 2001) e 32% (Wisplenghoff et
al, 1999). As diferencas entre as populacdes observadas no presente estudo e
naqueles da literatura poderiam explicar estes dados.

O fato de que o grau de resisténcia a claritromicina apresentou-se
menor (15% na fase 1 e 8% na fase 2) do que o encontrado para outros
macrolideos (azitromicina e eritromicina) parece contraditério, uma vez que os
voluntarios fizeram uso da claritromicina em dose Unica em dois periodos distintos
(fase 1 e 2). Assim, seria esperado um numero maior de resistentes a
claritromicina, principalmente nos tempos mais tardios de colheita das amostras. A

farmacocinética da claritromicina talvez seja a chave para este paradoxo. O
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metabdlito primario da claritromicina, o 14-hidroxi-claritromicina pode ser até 3
vezes mais ativo do que o farmaco inicial contra alguns microrganismos. Assim, a
combinacado da claritromicina e seu metabdlito poderia ser responsavel pela menor
incidéncia de estreptococos resistentes a mesma (Mensa, 2003).

A resisténcia dos estreptococos a eritromicina observada neste trabalho
sugere que este farmaco provavelmente ndo teria sucesso terapéutico caso fosse
utilizado, pois em quase todos os periodos analisados as cepas apresentaram
100% de resisténcia. A azitromicina também apresentou uma modesta atividade
contra os estreptococos, mostrando um aumento do perfil de resisténcia com o
decorrer do tempo.

Outros estudos ja mostraram que a azitromicina tem atividade
semelhante a da eritromicina contra muitas espécies Gram-positivas, entre elas S.
pneumoniae, E. faecalis, S. mutans, S. salivarius e S. sanguis, nao inibindo os
estreptococos resistentes a eritromicina (Neu et al, 1988). Este fato ndo foi
confirmado no presente trabalho, pois a azitromicina, embora tenha apresentado
um elevado grau de resisténcia, mostrou-se mais efetiva que a eritromicina, tanto
contra estreptococos como estafilococos. A claritromicina mostrou uma efetividade
maior do que aquela da azitromicina e muito maior quando comparada a
eritromicina.

A elevada sensibilidade dos estreptococos aos beta-lactamicos
(penicilina G, amoxicilina, amoxicilina + clavulanato, cefalexina e cefalotina)
observada no presente estudo, esta de acordo com a opinidao de Andrade (1999)
de que estes farmacos sao os ideais para utilizagdo em Odontologia, uma vez que
sao os estreptococos Viridans os patdgenos mais comumente envolvidos nas
infeccOes bacterianas orais.

Fierobe et al (1999) sugeriram que Staphylococcus aureus meticilina-
resistentes (MRSA) poderiam ser disseminados através das maos contaminadas de

funcionarios por cepas provindas de suas narinas, podendo causar infeccoes pos-
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operatdrias em pacientes dentro do ambiente hospitalar. Assim, a eliminagao de S.
aureus das narinas poderia resultar em subseqliente desaparecimento destes
microrganismos em outros nichos do organismo como a pele, axilas e perineo
(Reagan et a/.,1991).

A verificagcao do perfil de resisténcia dos Staphylococcus provindos da
cavidade nasal poderia prevenir o aparecimento de infeccdes pds-operatorias
(Kluytmans et al., 1995) e, por esse motivo, o presente estudo avaliou também
cepas da cavidade nasal.

Considerando-se os estafilococos de uma maneira geral (epidermidis +
aureus) avaliados frente aos antimicrobianos testados, a porcentagem de
resisténcia dos microrganismos foi de 80,5% e 85,3% para a penicilina G e 77,9%
e 83,2% para a amoxicilina, nas fases 1 e 2, respectivamente. Isoladamente,
independente da fase, 77,7% dos S. aureus e 88,4% dos S. epidermidis
mostraram-se resistentes a penicilina G e 76,5% e 83,7% para a amoxiciling,
respectivamente. Os dados de resisténcia do S. aureus para penicilina G,
apresentam similaridade aos encontrados na literatura, como os de Adesiyun et
al, 1995 (74,5% ), da Kruszynska et al, 1997 (82,5%), Adjei & Brenya, 1997
(80%), Kakar et al, 1999 (85,9%), enquanto ROHANI et al, 2000, e Tenssay,
2000, obtiveram, respectivamente, 94,1% e 95% de cepas resistentes.

Os resultados de resisténcia, 88,6% para a penicilina G, para cepas de
S. epidermidis observados por Barelli et a/ (1999) foram similares aos observados
no presente estudo.

A meticilina e a oxacilina sao penicilinas semi-sintéticas, normalmente
estaveis na presenca de P-lactamases produzidas pelos estafilococos,
diferentemente da penicilina G (Montgomery, 1991). Neste trabalho, este fato
pode ser confirmado, pois nao houve qualquer cepa de estafilococos resistente a
meticilina ou a oxacilina, porém observou-se alto grau (aproximadamente 80%)

de resisténcia a penicilina G.
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A resisténcia bacteriana as penicilinas, causada pela producdo de B-
lactamases, pode ser evitada pela co-administragdgo de um inibidor de B-

lactamases do tipo acido clavulanico (Motti, 1990).

O clavulanato de potassio, sal potassico do acido clavulanico, possui
fraca atividade antibacteriana. Na pratica, a formulagdo da amoxicilina com o
clavulanato de potassio protege a amoxicilina da degradacao por algumas enzimas
B-lactamases e estende de forma efetiva seu espectro de agao antimicrobiana, por
incluir muitas bactérias normalmente resistentes a amoxicilina e a outros
antimicrobianos B-lactamicos (Andrade, 1999). Sua atividade como inibidor de B-
lactamases é eficaz, atuando contra enzimas produzidas por bacilos Gram-
negativos, gonococos e estreptococos, 0 que consagrou seu uso como inibidor de

B-lactamases associado as penicilinas (Chardon et a/., 1995).

Esta atividade foi demonstrada neste trabalho, pois a resisténcia
apresentada pelos estafilococos frente a amoxicilina, foi totalmente inexistente

quando da associacao ao clavulanato, pois o percentual de sensibilidade foi 100%.

Kawagushi et al. (1996) obtiveram 86,9% de resisténcia a cefalotina
para S. aureus. No presente trabalho, ndo observamos resisténcia para S. aureus
e S. epidermidis frente a cefalotina e a cefalexina. Entretanto, os autores
utilizaram cepas de S. agureus meticilina-resistentes colhidas do sangue de

doentes.

Para S. aureus, a resisténcia encontrada no presente trabalho frente a
eritromicina foi 7,9% na primeira fase e 29,2% na segunda fase. Estes resultados
nao encontram suporte na literatura consultada, pois valores maiores, como 41%
(Couppie et al, 1998), 68,6% (Paniagua et al, 1998), 32% (Kristensen et al.,

1999) e 45,9% (Rohani et al, 2001), foram observados, mostrando que existe
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uma grande variacao nos valores de resisténcia de cepas de S. aureus frente a

este antimicrobiano.

No presente estudo a clindamicina, uma droga do grupo das
lincosaminas, foi efetiva contra todas as cepas de estafilococos. Além disso,
obteve-se 11,5% na primeira fase e 4,4% na segunda fase de estreptococos
resistentes a clindamicina, um percentual inferior aqueles obtidos por Limia et ai.
(1999), que estudaram a susceptibilidade de 180 cepas de estreptococos, obtendo

16,6% de resisténcia a esse antimicrobiano.

Neste trabalho, nenhuma cepa de estafilococo mostrou-se resistente a
vancomicina, embora a taxa de resisténcia aos demais antimicrobianos tenha sido
relativamente alta. Tal fato pode ser observado em muitos relatos recentes da
literatura, como nos trabalhos de Kruszynska et al. (1997) e Sener & Gunalp
(1998); Barelli et al (1999); Giglio et al (1999); Wisplinghoff et al (1999);
Alghaithy et al (2000); Critchley et al (2000); Luh et al (2000); Rohani et al.
(2000) ; Diekema et al (2001); Ioannidou et al (2001); Kennedy et al (2001);
Sader et al. (2001); que também observaram 100% de sensibilidade para este e

diversas outras espécies de microrganismos frente ao mesmo antimicrobiano.

De todos os estreptococos isolados neste trabalho, 10,6% foram
resistentes a pelo menos um tipo de antimicrobiano. Este mesmo indice foi de
2,75% para cepas de S. epidermidis e de 1,16% para S. aureus. Outros autores
mostraram resultados muito superiores, como Adesiyun et al (1995) que
obtiveram 75,6%, Lilenbaum et a/. (1998) que encontraram 58,2% e Rouse et al.
(1998) que obtiveram 100% dos microrganismos isolados resistentes a pelo

menos um antibiotico.

Resisténcia mdltipla, ou seja, microrganismos resistentes a 2 ou mais

classes de antimicrobianos, foi relatada por Frick et a/, 1998 (17,1%); Skull et al.,
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1999 (17%); Nasrin et al., 1999 (19%); Turnidge et al, 1999 (21,2%); Araj et al.,
1999 (44%); Biel et al, 1998 e Sadoyama et al., 2000 (54,1%). Neste trabalho
obteve-se 53,6% de resisténcia mdltipla para estreptococos; 45,8% para S.
epidermidis e 46,5% para S. aureus. Horiba et al, 1995, relataram que a
resisténcia multipla a antimicrobianos de S. epidermidis é muito mais freqliente do
que de outros estafilococos coagulase-negativos. Os resultados encontrados no
presente trabalho mostram que este microrganismo apresenta uma alta taxa de

resisténcia multipla.

Embora os testes utilizados no presente estudo tenham sido /n vitro,
sao estes mesmos testes que devem orientar o clinico para a escolha do
antimicrobiano mais eficaz contra um determinado patdgeno, particularmente nas
infeccOes de maior gravidade. Em face disto, os resultados aqui obtidos, de uma
maneira geral, sdao alarmantes pois alguns antimicrobianos mostraram-se inécuos
contra os microrganismos estudados. Além disso, os microrganismos foram
colhidos de voluntarios considerados sadios, isto €, ndao eram pacientes
acometidos de nenhuma doencga sistémica debilitante e também nao faziam uso

constante de antimicrobianos.
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7. CONCLUSAO
Considerando os resultados obtidos, dentro da metodologia empregada

neste estudo, pode-se concluir que:

1. O uso da claritromicina, mesmo em dose Unica, foi capaz de selecionar
estreptococos e estafilococos resistentes nas microbiotas nasal e oral de
voluntarios saudaveis, até 1 semana apds a primeira administracao da

droga.

2. Os microrganismos mostraram maior sensibilidade a claritromicina, nas

duas fases do estudo, do que aos outros macrolideos.

3. De uma maneira geral, as penicilinas mostraram efetividade contra
estreptococos mas ndo contra estafilococos, sendo que os macrolideos

exibiram comportamento inverso.
4, O tempo de colheita das amostras (até 12 horas) apds a administracdao

da claritromicina, ndo afetou o perfil de resisténcia e o nimero de

bactérias resistentes iniciais.
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ANEXO

ANEXO 1 - Exames laboratoriais complementares realizados para atestar a

higidez dos voluntarios.

- BHCG para as mulheres;

- eletrocardiograma;

- exames hematoldgicos (hemoglobina, hematdcrito, contagem total de
eritrocitos, contagem total e diferencial de células brancas, velocidade de
sedimentacao eritrocitaria);

- bioquimicos (glicemia, creatinina, uréia, TGO, TGP, fosfatase alcalina, gama
GT, colinesterase, bilirrubina total, proteinas totais, albumina, acido Urico,
sédio, potassio, cloreto);

- soroldgicos (hepatite B, hepatite C, HIV);

- urina tipo I;

- proctoparasitoldgico.
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ANEXO

ANEXO 2 — Numero de col6nias resistentes aos antimicrobianos separadas por

voluntario e por fase.
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ANEXO

ANEXO 3 — Parecer de aprovacdo pelo Comité de Etica.

P FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS
.\3"’5 COMITE DE ETICA EM PESQUISA
-, " < Caixa Postal 6111

a\ : 13083-970 Campinas, SP
UNICAMP ® (0__19) 3788-8936

fax (0__19) 3788-8925
B cep@head.fcm.unicamp.br

CEP, 29/10/01
(Grupo 1)

PARECER PROJETO: N° 190/2001
I-IDENTIFICACAO:

PROJETO: “EFEITOS SOBRE A MICROBIOTA ORAL E NASAL DE
INDIVIDUOS SADIOS SUBMETIDOS A UMA DOSE UNICA DE 500MG DE
CLARITOMICINA MERCK COMPARADA A UMA DOSE UNICA DE 500MG DE
CLARITOMICINA ABBOT”

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Eduardo Abib Janior

INSTITUICAO: Synchropar/Clinica Sdo Lucas

APRESENTACAO AO CEP: 16/08/2001

II - OBJETIVOS

Correlacionar a farmacocinética das formas comerciais da claritromicina 500 mg, a
Claritromicina- do Merck S.A. Industrias quimicas e o Klaricid- Abbot laboratorios do
Brasil Ltda., com usa eficacia na redugdo da microbiota oral e nasal de voluntarios
saudaveis, em diferentes periodos de tempo.

Il - SUMARIO

Trata-se estudo aberto, randomizado, cruzado onde voluntarios receberdo as 2
formulagdes do medicamento claritromicina (cujas concentragdes séricas s3o equivalentes,
segundo o autor) em 2 periodos distintos. Vinte e quatro voluntarios sadios, de ambos os
sexos, com idade entre 18 e 45 anos, receberdo dose unica de 500mg e sera avaliada a
contagem de microorganismos no esfregago nasal e na saliva antes da administragdo da
droga, e apos 80 min, 120min, 360min, e 720 min da administragdo. Previamente ao estudo
serdo avaliadas as condigdes de saude dos sujeitos e colhidos exames para bioquimica e
sorologias. Os sujeitos necessitardo de internagdo por 2 periodos de 36 h e terdo seus custos
remunerados com a quantia de R$ 25,00. O estudo prevé também seguro por um periodo de
6 meses apos o inicio da pesquisa.
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ANEXO

ANEXO 3 — Parecer de aprovacdo pelo Comité de Etica.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES

O apresenta-se nos moldes estabelecidos pelas resolugdes 196 e 251 do CNS/MS. A
justificativa do protocolo centra-se no interesse em estabelecer que a claritromicina pode
ser um substituto seguro de outras drogas na profilaxia odontologica da endocardite
bacteriana, de forma que parece haver uma relagdo custo-beneficio favoravel. O Termo
Consentimento Livre e Esclarecido encerra as informagdes necessarias aos sujeitos.

SITUACAO DO PROJETO: APROVADO

V - PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP,
apOs acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente
caso e atendendo todos os dispositivos das Resolugdes 196/96 e 251/97, bem como ter
aprovado o Termo do Consentimento Livre e Esclarecido, assim como todos os anexos
incluidos na Pesquisa, resolve aprovar sem restrigdes o Protocolo de Pesquisa supracitado.

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao
seu cuidado (Res. CNS 196/96 — Item IV.1.f) e deve receber uma copia do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item IV.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo
aprovado e descontinuar o estudo somente apos analise das razdes da descontinuidade pelo
CEP que aprovou (Res. CNS Item III.1.z), exceto quando perceber risco ou dano ndo
previsto ao sujeito participante ou quando constatar a superioridade de regime oferecido a
um dos grupos de pesquisa (Item V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que
alterem o curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4.). E papel do pesquisador assegurar
medidas imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha
sido em outro centro) e enviar notificagdo ao CEP e a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria — ANVISA — junto com seu posicionamento.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP
de forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas
justificativas. Em caso de projeto do Grupo I ou IT apresentados anteriormente a ANVISA,
o pesquisador ou patrocinador deve envia-las também a mesma junto com o parecer
aprovatorio do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Item 111.2.¢)

Relatorio final deve ser apresentado ao CEP, ao término do estudo.
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ANEXO 3 — Parecer de aprovacdo pelo Comité de Etica.

VII - DATA DA REUNIAO
Aprovado em 29 de outubro de 2001.

A ser homologado na XI Reunido Ordinaria do CEP/FCM em 13 de novembro de
2001.

\ Pro(g&‘(s‘ 0 Araijo

PRESIDENTE do COMITE'DE ETICA EM PESQUISA
FCM / UNICAMP
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