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RESUMO — OsJeTivo. Avaliar o padréo de sensibi-
lidade in vitro de amostras clinicas de Staphylo-
COCCUS aureus sensiveis (0SSA) e resistentes a oxa-
cilina (ORsA) a outros antimicrobianos que podem
ser utilizados no tratamento de infecc¢des estafi-
locécicas.

MATERIAL E METODO. FOoram analisadas 117 amos-
tras clinicas de S. aureus isoladas em varios hos-
pitais de Sao Paulo. Também foram incluidas
amostras isoladas em Campinas, sp, e Jodo Pes-
soa, PB. A avaliacdo da sensibilidade in vitro aos
antimicrobianos foi realizada pela técnica de
microdiluicdo em caldo, utilizando os procedi-
mentos preconizados pelo National Committee
for Clinical Laboratory Standards (NccLs). Foi
avaliada a concentracéao inibitéria minima (mic)
para 24 antimicrobianos da classe dos B-lactami-
cos, fluoroquinolonas, aminoglicosideos, glico-
peptideos, macrolideos, lincosaminas e estrepto-
graminas. Foram avaliadas tanto drogas disponi-
veis comercialmente quanto as que ainda se en-
contram em fase de pesquisa. A resisténcia cruza-
da entre dez fluoroquinolonas foi avaliada em 24
amostras.

REesuLTADOs. Os glicopeptideos, o RP-59500 e a
mupirocina foram os antimicrobianos que apre-

INTRODUGCAO

As infec¢bes causadas por Staphylococcus au-
reus, tanto hospitalares quanto domiciliares,
apresentam morbidade e mortalidade elevadas. O
aumento crescente da frequUéncia de S. aureus
resistentes a oxacilina (ORSA) e a possibilidade do
aparecimento de amostras resistentes a vancomi-
cina tornam importante o desenvolvimento de no-
vas drogas com atividade antiestafilocécicas.

O primeiro grande surto de ORSA descrito na
literatura ocorreu em 1963'; desde essa data, as
publicacbes mostrando surtos intra-hospitalares
causados por essa bactéria tornaram-se cada vez
mais freqlentes, assumindo proporg¢fes assusta-
doras. A ocorréncia de casos na comunidade tam-
bém vem se tornando um problema, principalmen-
te em usuarios de drogas intravenosas. Amostras

Rev Ass Med Brasil 1997; 43(3): 199-204

sentaram maior atividade in vitro contra amos-
tras de orRsA (100% sensibilidade). Oitenta e sete
por cento das amostras de ossA foram sensiveis a
ciprofloxacina (micy, 0,25pug/mL), enquanto que,
para os ORsSA, a sensibilidade foi de apenas 38%
(Mic,, >4pg/mL). A resisténcia cruzada para as
fluoroquinolonas foi observada mesmo para dro-
gas nao disponiveis comercialmente. As fluo-
roquinolonas que permaneceram ativas contra
amostras resistentes a ciprofloxacina (clina-
floxacina e wiIN-57.273) apresentaram mics 8 a 64
vezes mais elevados que as amostras sensiveis a
ciprofloxacina, sugerindo que, quando lancadas
na pratica clinica, esses Mmics possam se elevar
ainda mais, inviabilizando o uso clinico desses
compostos.

ConcrusAo. Os resultados do presente estudo
mostraram uma alta taxa de resisténcia a antimi-
crobianos das amostras de S. aureus nos hospitais
do Brasil, restando poucas opg¢des para o trata-
mento de infec¢gdes causadas por ORSA.

UNITERMOS: Staphylococcus aureus. Atividade antimi-
crobiana in vitro. Resisténcia a antimicrobianos. Qui-
nolonas. Glicopeptideos.

de ORSA sdo, geralmente, resistentes a inimeros
antimicrobianos, incluindo todos os outros B-lacta-
micos, os macrolideos, as lincosaminas, os amino-
glicosideos, o cloranfenicol e a tetraciclina.

A vancomicina é o antibidtico de escolha para o
tratamento de infec¢Bes causadas por OrRsSAL Ape-
sar de ainda n&o terem sido descritas amostras de
S. aureus resistentes aos glicopeptideos, existem
relatos de resisténcia relativa (mic = 8ug/mL, o
gual é interpretado como intermediario pelo Na-
tional Committee for Clinical Laboratory Stan-
dards [NccCLS]) a essa classe de antimicrobianos em
estafilococos coagulase negativos (ECN)?, especial-
mente S. haemolyticus®, e em espécies de en-
terococos®. A evidéncia de resisténcia aos glico-
peptideos mediada por plasmideo em enterococos é
um motivo de grande preocupac¢do por causa do
risco potencial de disseminacdo dessa resisténcia
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para outras espécies de bactérias gram-positivas,
principalmente S. aureus. Em recente trabalho,
Daum et al.5 observaram uma diminuigdo da sen-
sibilidade de S. aureus, tanto a vancomicina quan-
to a teicoplanina, quando essas bactérias eram
incubadas de forma seriada em baixas concentra-
¢bes de vancomicina. Isso aumenta ainda mais a
preocupacédo com o surgimento de amostras de S.
aureus resistentes aos glicopeptideos.

Os laboratorios de microbiologia desempenham
papel importante ndo somente na deteccdo de re-
sisténcia aos antimicrobianos de uso clinico como,
também, as drogas que possam, futuramente, ser
utilizados no tratamento de infec¢cdes causadas
por amostras de S. aureus multirresistentes. Em
virtude da facilidade que essa espécie tem demons-
trado para desenvolver resisténcia a antimicro-
bianos, é provavel que tenhamos dificuldade no
tratamento de infecgdes estafilocdcicas. O objetivo
do presente estudo foi avaliar novas opc¢Ges tera-
péuticas para o tratamento de infec¢bes causadas
por S. aureus isolados nos hospitais brasileiros,
em particular os de S&o Paulo.

MATERIAIS E METODO

Foram avaliadas 117 amostras clinicas de S.
aureus isoladas em 11 hospitais, no periodo de se-
tembro de 1990 a janeiro de 1992. As amostras foram
retiradas do banco de microrganismos do laboratorio
especial de microbiologia clinica (LEmc) da Discipli-
na de Doencas Infecciosas e Parasitarias da Escola
Paulista de Medicina (UNIFESP). Os hospitais que
forneceram as amostras foram os seguintes: Hospi-
tal S&o Paulo (21 amostras), Hospital Evaldo Foz (4
amostras), Hospital Brigadeiro (4 amostras), Hos-
pital Nove de Julho (5 amostras), Hospital Oswaldo
Cruz (17 amostras), Hospital do Servidor Publico
Estadual de S&o Paulo (7 amostras), Hospital
Humberto Primo (25 amostras), Hospital Sirio Li-
banés (11 amostras), Hospital Dante Pazzanese (5
amostras), Hospital das Clinicas da Universidade
de Campinas (UNICAMP, 5 amostras), Hospital das
Clinicas da Universidade Federal da Paraiba (UFPb,
13 amostras).

Foram utilizados os métodos convencionais pa-
ra identificacdo de género e espécie, tais como
coloracdo de Gram, prova de coagulase, staph-test
e prova de crescimento em agar contendo manitol
e NaCl a 6%. Em uma etapa posterior, as amostras
foram enviadas para o laboratdrio especial de mi-
crobiologia (Special Microbiology Laboratory) da
Universidade de lowa, em lowa City, EUA, onde
foram realizados os demais procedimentos labo-
ratoriais. Os testes de sensibilidade aos antimicro-
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bianos foram realizados pela técnica de microdi-
luicdo em caldo, utilizando os procedimentos pa-
dronizados pelo NccLs®. Os antimicrobianos utili-
zados na preparacdo das placas foram fornecidos
pelas companhias responsaveis pela comercia-
lizacdo das respectivas drogas. Os antimicrobia-
nos testados incluiam drogas das classes dos -
lactdmicos (meticilina, oxacilina e penicilina),
fluoroquinolonas (ciprofloxacina), aminoglicosi-
deos (amicacina, tobramicina e gentamicina), gli-
copeptideos (vancomicina, teicoplanina, ramopla-
nina, daptomicina, MDL-628737 e LY-2648267), ma-
crolideos (eritromicina, azitromicina, claritromi-
cina, roxitromicina), lincosaminas (clindamicina),
estreptograminas (RP-59.500%), além de outras
drogas com ag¢do antiestafilococica, tais como clo-
ranfenicol, mupirocina, rifampicina, tetraciclina e
trimetoprim.

A resisténcia cruzada entre drogas da classe das
fluoroquinolonas foi avaliada através do teste de
24 amostras (19 resistentes a ciprofloxacina e 5
sensiveis a este antimicrobiano) para as seguintes
drogas: ciprofloxacina, ofloxacina, fleroxacina,
lomefloxacina, clinafloxacina, temafloxacina, gre-
pafloxacina (opc-17116), E-4695, E-4868 e WIN-
572737. As fluoroquinolonas também foram ava-
liadas pelo método de microdiluigdo em caldo®.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 117 amostras avaliadas, 38 foram sensiveis
a oxacilina (0ssA, MIC £2ug/mL)® e 79 resistentes
(ORSA, MIC 24pg/mL)S. E importante lembrar que as
amostras néo foram coletadas consecutivamente ou
até no mesmo periodo nos diferentes hospitais.
Dessa maneira, nao é possivel tirar nenhuma con-
clusdo com relagdo a prevaléncia de resisténcia a
antimicrobianos nos hospitais estudados ou mesmo
na regido onde foi feito o estudo. O objetivo do
estudo foi avaliar novas opcdes terapéuticas para o
tratamento de infeccdes estafilococicas e comparar
o perfil de sensibilidade de amostras sensiveis a
oxacilina com amostras resistentes.

As tabelas 1 e 2 mostram a sensibilidade de
amostras de ORSA e de 0ssSA a antimicrobianos de
diferentes classes. Antimicrobianos da classe dos
macrolideos apresentaram atividade baixa, tanto
para OSSA quanto para ORSA. A baixa sensibilidade
de amostras de 0ssA aos macrolideos foi inespera-
da, visto que dados de literatura internacional
sugerem que, aproximadamente, 80% dessas ce-
pas sejam sensiveis a essa classe de antimicrobia-
nos°®. Por outro lado, outros trabalhos também tém
mostrado a resisténcia de amostras de ORSA a essa
mesma classe®®.
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Tabela 1 — Sensibilidade das 38 amostras de  0ssA a 24 antimicrobianos
Antimicrobiano MIC . (ug/mL)  MIC (ug/mL) Variagéo % Sensibilidade
B-lactdmicos

Penicilinas >1 >1 <0,03->1 18

Oxacilina <0,25 1 <0,25-2 100

Meticilina 2 4 <1-8 100
Aminoglicosideos

Amicacina <2 32 <2->64 84

Gentamicina <0,5 >16 <0,5->16 84

Tobramicina <0,5 >16 <0,5->16 76
Clindamicina <0,25 >8 <0,25->8 84
Cloranfenicol 8 16 4->32 87
Rifampicina <0,12 2 <0,12->4 84
Tetraciclina <0,5 >32 <0,5->16 58
Trimetoprim 2 >8 0,5->8 71
Macrolideos

Eritromicina >16 >16 <0,25->16 45

Azitromicina 4 >16 <0,12 ->16 47

Claritromicina 0,5 >16 <0,12->16 58

Roxitromicina 8 >16 <0,12 ->16 45
Mupirocina <0,5 <0,5 <0,5 100
Fluoroquinolona

Ciprofloxacina 0,25 2 <0,12->4 87
Estreptogramina

RP 59500 0,5 0,5 0,12-1 100
Glicopeptideos

Vancomicina 0,5 1 05-1 100

Teicoplanina 0,5 1 0,25-4 100

Daptomicina 2 4 <0,12-4 100

Ramoplanina 1 1 <0,5-2 100

MDL - 62873 <0,12 0,25 0,12-1 100

LY - 264826 <0,12 0,25 0,12-0,25 100

Outra classe de antimicrobianos estudada foi a
dos aminoglicosideos. A maioria das amostras de
0SSA avaliadas foram sensiveis a antimicrobianos
dessa classe. Mais uma vez, foi notada diferenca
importante entre o padrdo de sensibilidade de
amostras de 0SSA e de ORSA, com apenas uma
pequena percentagem das amostras de ORSA sendo
sensiveis aos aminoglicosideos testados. A avalia-
cdo do padréo de sensibilidade de S. aureus aos
aminoglicosideos se faz importante, uma vez que
essa classe de antimicrobianos pode ser utilizada
em associacdo com B-lactamicos ou glicopeptideos,
para o tratamento de infec¢bes graves.

O padréao de sensibilidade de S. aureus, especi-
almente ORSA, ao trimetoprim pode variar bastan-
te de uma instituicdo para outra. Enquanto alguns
estudos apresentam alta sensibilidade das amos-
tras de ORSA!, outros trabalhos mostram que esse
patégeno tende a ser resistente também a trime-
toprim. Essa diferenca regional pode estar relaci-
onada ao uso do antimicrobiano. No presente estu-
do, apenas 18% das amostras de ORSA (MIC_, >8ug/
mL) e 71% das amostras de OSSA (MIC., 2ug/mL)
foram sensiveis a esse antimicrobiano.

Todas as amostras estudadas foram sensiveis
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a vancomicina (Mic,, 1ug/mL), a teicoplanina
(Mic,, 1pg/mL) e aos demais glicopeptideos testa-
dos (ramoplanina, daptomicina, MDL-62873 e LY-
264826). E importante lembrar que os estudos com
a daptomicina foram suspensos por causa da
toxicidade que esse composto apresentou em estu-
dos in vivo. Além disso, nenhum dos outros glico-
peptideos avaliados se encontra disponivel comer-
cialmente no Brasil ou mesmo em outros paises.

O RP-59.500, uma nova estreptogramina que
tem demonstrado excelente atividade in vitro con-
tra amostras de enterococos resistentes a vanco-
micina®, também apresentou excelente atividade
contra amostras dos dois grupos (100% de sensibi-
lidade, micy, 0,5 e 1ug/mL para OSSA € ORSA, res-
pectivamente). Mais estudos clinicos sdo necessa-
rios para avaliar o papel dessa droga na terapéu-
tica antiestafilococica.

No presente estudo, nao foi detectada nenhuma
amostra resistente a mupirocina (Mic,, < 0,5ug/
mL), porém resisténcia a esse antimicrobiano em
S. aureus tem sido relatada em centros que empre-
garam essa droga em programas de descolonizacéo
nasal de orsa''2, Provavelmente, o fato de essa
droga néo ser disponivel nos hospitais na época do
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Tabela 2 — Sensibilidade das 79 amostras de  oRsA a 24 antimicrobianos
Antimicrobiano MIC , (ug/mL) MIC ; (ug/mL) Variagéo % Sensibilidade
B-lactdmicos

Penicilinas >1 >1 >1 0

Oxacilina >8 >8 4->8 0

Meticilina >32 >32 16 - >32 0
Aminoglicosideos

Amicacina 64 >64 <2 ->64 9

Gentamicina >16 >16 <0,5->16 4

Tobramicina >16 >16 1->16 3
Macrolideos

Eritromicina >8 >8 <0,25->8 4

Azitromicina >16 >16 <0,12->16 4

Claritromicina >16 >16 <0,12->16 5

Roxitromicina >16 >16 <0,12->16 4
Clindamicina >8 >8 <0,25->8 6
Cloranfenicol >32 >32 4 ->32 13
Rifampicina 2 >4 <0,12->4 15
Tetraciclina >16 >16 <0,5->16 10
Trimetoprim >8 >8 <0,25->8 18
Fluoroquinolona

Ciprofloxacina >4 >4 <0,12->4 38
Mupirocina <0,5 <0,5 <0,5-1 100
Estreptogramina

RP59500 0,5 1 <0,25-1 100
Glicopeptideos

Vancomicina 0,5 1 <0,25-2 100

Teicoplanina 1 2 0,5-4 100

Daptomicina 4 4 2-8 100

Ramoplanina 1 2 1-2 100

MDL - 62873 <0,12 0,25 <0,12-0,25 100

LY - 264826 <0,12 <0,12 <0,12-0,5 100

estudo, provavelmente, foi responsavel pelo fato
de ndo ter sido isolada amostra resistente a mupi-
rocina. Apos a introducéo dessa droga na pratica
clinica, talvez comecem a se observar casos de
infeccbes causadas por S. aureus resistentes.

As fluoroquinolonas também foram testadas,
sendo a ciprofloxacina a representante dessa clas-
se. Oitenta e sete por cento das amostras de OSSA
foram sensiveis a ciprofloxacina. Porém, a cipro-
floxacina mostrou baixa atividade contra amostras
de ORsA, com somente 38% das amostras sendo
sensiveis. Cada vez mais surgem publicac¢des que
mostram a aquisi¢cdo de resisténcia por parte desse
microrganismo as fluoroquinolonas®®. S&o varios os
mecanismos pelos quais o S. aureus desenvolve
resisténcia as fluoroquinolonas. O mecanismo mais
importante e mais freqliente é decorrente de altera-
¢cao no sitio de acdo desses antimicrobianos (DNA
girase) e se deve a mutacdes no gene Gyr A,
Também é descrita resisténcia mediada por trans-
porte ativo da droga para fora da bactéria'.

A avaliacéo de resisténcia cruzada entre cipro-
floxacina e outros representantes das fluoroquino-
lonas foi avaliada em um nuamero menor de amos-
tras (tabela 3). Alguns trabalhos de literatura
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demonstram a ocorréncia de resisténcia cruzada®s,
0 que também pode ser observado no presente
estudo. Esse resultado era esperado, ja que o me-
canismo de acgdo dessas fluoroquinolonas é o mes-
mo do apresentado pela ciprofloxacina. Porém,
duas fluoroquinolonas que ainda se encontram em
fase de pesquisa, a clinafloxacina e 0 WiN-57.273,
demonstraram excelente atividade contra amos-
tras resistentes a ciprofloxacina. Pouco ainda se
sabe sobre a toxicidade desses compostos, e mais
estudos sdo necessarios para uma melhor avalia-
¢do do papel clinico dessas fluoroquinolonas. Além
disso, 0os MiICs desses compostos foram 8 a 64 vezes
mais elevados em amostras resistentes a cipro-
floxacina que em amostras sensiveis a esse antimi-
crobiano, sugerindo que, quando lancadas na prati-
ca clinica, esses MICs possam se elevar ainda mais,
inviabilizando o uso clinico desses compostos.

O perfil de sensibilidade de amostras clinicas a
antimicrobianos sofre influéncia importante na
maneira como os antimicrobianos sdo utilizados em
um determinado hospital ou regido geografica. Des-
sa maneira, € importante que diferentes paises,
diferentes regifes de um pais e mesmo diferentes
hospitais de uma regido facam avaliacbes regulares
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Tabela 3 — Concentragdes inibitérias (  pg/mL) de 24 amostras de S. aureus a 10 fluoroquinolonas
Amostra Ciprofloxacina E4695 E4868 Fleroxacina Lomefloxacina Grepafloxacina Ofloxacina Temafloxacina WIN-57273 Clinafloxacina
1 0,25 0,03 0,03 0,25 0,5 <0,03 0,25 <0.06 <0,12 <0,03
2 0,12 0,03 0,015 0,25 0,5 <0,03 0,25 <0,06 <0,12 <0,03
3 0,25 0,06 0,03 0,5 0,5 <0,03 0,25 <0,06 <0,12 <0,03
4 0,25 0,03 0,03 0,25 0,5 <0,03 0,25 <0,06 <0,12 <0,03
5 0,25 0,03 0,03 0,25 0,5 <0,03 0,25 <0,06 <0,12 <0,03
6 8 8 8 >8 >8 >4 8 4 0,25 0,25
7 8 >8 8 >8 >8 >4 8 4 0,25 0,25
8 8 8 8 >8 >8 >4 8 4 0,25 0,25
9 8 8 8 >8 >8 >4 8 4 0,25 0,25
10 8 8 8 >8 >8 >4 8 4 0,25 0,25
11 8 8 8 >8 >8 >4 8 4 0,25 0,25
12 8 8 8 >8 >8 >4 >8 8 0,25 0,25
13 8 >8 >8 >8 >8 >4 >8 4 0,25 0,25
14 8 >8 8 >8 >8 >4 8 4 0,25 0,5
15 8 >8 >8 >8 >8 >4 8 4 0,25 0,25
16 8 >8 >8 >8 >8 >4 8 4 0,25 0,25
17 8 8 4 >8 >8 >4 >8 4 <0,12 0,25
18 8 8 8 >8 >8 >4 8 8 0,25 0,25
19 >4 >8 >8 >8 >8 >4 >8 >8 0,5 1
20 >4 >8 >8 >8 >8 >4 >8 >8 0,5 1
21 >4 >8 >8 >8 >8 >4 >8 >8 0,25 1
22 >4 >8 >8 >8 >8 >4 >8 >8 0,25 1
23 >4 >8 >8 >8 >8 >4 >8 >8 0,25 0,12
do perfil de sensibilidade de amostras clinicas, pois glycopeptides, macrolides, lincosamides and

esses dados podem ser muito Uteis na orientacao da
terapéutica empirica e na avaliacdo de novos anti-
microbianos a serem introduzidos no mercado.

Os resultados do presente estudo mostraram que
existe uma diferenca importante entre amostra de
OSSA e ORSA com relagdo ao perfil de sensibilidade,
e que restam poucas opg¢des para o tratamento de
infecgbes graves causadas por ORSA.

SUMMARY

In vitro antimicrobial susceptibility of 117 clini-
cal isolates of Staphylococcus aureus from 12 hos-
pitals

OBJecTive. To evaluate the antimicrobial suscep-
tibility pattern of oxacillin susceptible (0ssA) and
resistant Staphylococcus aureus (ORSA) isolates to
other antimicrobial agents that can be used for the
treatment of staphylococcal infections.

MaATERIAL AND METHOD. We evaluated 117 clinical
S. aureus isolates from several S&o Paulo hospi-
tals. Clinical isolates from Campinas, SP and
from Joéo Pessoa, PB, were also included. The in
vitro susceptibility testing was performed by broth
microdilution as described by the National Com-
mittee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS).
The minimum inhibitory concentration (MiC) was
evaluated for 24 antimicrobial agents, including
B-lactams, fluoroquinolones, aminoglycosides,
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streptogramins. Both commercially available and
experimental drugs were included in the study.
Cross-resistance among fluoroquinolones was
evaluated by susceptibility testing 24 isolates to 10
fluoroquinolones.

ResuLTs. The antimicrobial agents that showed
the highest in vitro activity were the glycopeptides,
the streptogramin RP-59.500, and the mupirocin
(100% susceptibility). Eighty-seven percent of the
0ssA and only 38% of the ORsA isolates were sus-
ceptible to ciprofloxacin (mic,, 0.25ug/mL and >
4ug/mL, respectively). Cross-resistance among
fluoroquinolones were noted even for the experi-
mental drugs. Two fluoroquinolones remained
active against ciprofloxacin-resistant isolates,
clinafloxacin and wiN-57.273. However, the ci-
profloxacin-resistant isolates had mics eight-to
64-fold higher than the ciprofloxacin-susceptible
isolates, suggesting that the mics may continue to
increase when these fluoroquinolones become com-
mercially available.

Concrusion. Our results showed a high rate of
antimicrobial resistance among S. aureus from the
Brazilian hospitals. Very few drugs can still be
used for the treatment of staphylococcal infections.
[Rev Ass Med Brasil 1997; 43(3): 199-204.]

Key WoRDS: Staphylococcus aureus. In vitro antimicrobial
activity. Antimicrobial resistance. Fluoroquinolones. Gly-
copeptides
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