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TR resumo

Staphylococcus aureus O objetivo deste estudo foi avaliar a presenca de tolerdncia a vancomicina em cepas de

Vancomicina Staphylococcus aureus resistentes a oxacilina (Orsa) isoladas de quatro hospitais da cidade de
Tolerinda Séo Paulo. Foram estudadas 395 cepas Orsa isoladas de pacientes hospitalizados entre
outubro de 1998 e maio de 2000. A determinacdo da concentragao inibitéria minima (CIM)
e da concentracao bactericida minima (CBM) para vancomicina foi realizada conforme
padronizado pelo National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS). A

tolerancia a vancomicina foi definida como a razdo CBM/CIM 2 32. Do total de cepas
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estudadas, 10,4% apresentaram CIM de 0,5pg/ml para vancomicina; 41,3%, CIM de
Tug/ml; 42,2%, CIM de 2pg/ml; e 6,1%, CIM de 4pg/ml. Em média, 49,1% dos Orsa
apresentaram tolerancia a vancomicina. Em conclusao, a tolerancia a vancomicina entre
as cepas Orsa foi considerada elevada. Conseqiientemente, aumentam as chances de falhas 239
no tratamento com vancomicina, além de aumentar o risco da emergéncia de Staphylococcus

aureus vancomicina-intermediario.

The objective of this study was to evaluate the presence of tolerance to vancomycin in oxacillin- | Staphylococcus aureus
resistant Staphylococcus aureus (Orsa) strains isolated from four hospitals in the city of Séo Paulo.
From October/1998 to May/2000 we analysed 395 Orsa strains isolated from hospitalized
patients. MIC and MBC to vancomycin were determined as standardised by National Committee
for Clinical Laboratory Standards (NCCLS). Tolerance was defined as the ratio MBC/MIC 2 32.
The results showed that 10.4% of the Orsa strains presented a MIC of 0.5pug/mL for vancomycin,
41.3% presented a MIC of Tug/ml, 42.2% a MIC of 2ug/mlL and 6.1% a MIC of 4ug/mL. On
average, 49,1% of the Orsa presented tolerance to vancomycin. We conclude that the tolerance

Vancomycin
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to vancomycin amongst the Orsa strains was considered high. These high levels of tolerance
augment the chances of failure in the treatment with vancomycin, as well as enhancing the risk of
emergence of vancomycin-intermediate Staphylococcus aureus.
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sadas por cepas Orsa (5, 17, 23). Contudo, a emer-
géncia de Staphylococcus aureus com resisténcia
intermediaria a vancomicina (Visa) limitou considera-
velmente as possibilidades de tratamento dessas
infeccoes (12).

Apesar de o tratamento por tempo prolongado e
o0 uso em larga escala da vancomicina serem conside-
rados os principais fatores relacionados com a emer-
géncia de cepas Visa (12, 24, 34), outros fatores
correlacionados também poderiam favorecer o
surgimento de resisténcia a vancomicina, como o de-
senvolvimento de tolerancia, a concentracao sérica da
droga alcancada durante o tratamento e a capacida-
de de resposta imunoldgica do paciente, entre outros
(10, 12, 24, 36). A tolerancia aos antimicrobianos é
definida como a capacidade de a bactéria mostrar-se
sensivel a concentracdo inibitéria minima (CIM) do
antibi6tico, porém apresenta-se com maior capacida-
de de sobreviver na presenca da droga, ou seja, nao
sofre a acdo da concentracdo bactericida minima
(CBM) habitual (2, 10, 15, 36). Em termos préticos, a
bactéria é incapaz de multiplicar-se, mas ainda pode
permanecer viavel no sitio da infeccdo. A tolerancia
foi inicialmente descrita em 1970 (37) e ocorre, prin-
cipalmente, com antibiéticos que agem na parede
celular (B-lactamicos, cefalosporinas e glicopeptideos)
e bactérias gram-positivas (2, 10, 15, 36).

Atolerancia a vancomicina em S. aureus foi relacio-
nada com falhas terapéuticas em circunstancias clini-
cas definidas, principalmente em septicemias,
endocardites, osteomielites, meningites e em pacien-
tes imunodeprimidos (2, 7, 8, 10, 18, 26, 29, 38).
Tanto a tolerancia como a resisténcia a vancomicina
sdo consideradas fendmenos instaveis e induzidos, e
aparecem durante o tratamento com a droga (1, 3,
36, 39). Conseqlientemente, uma vez tolerante a
vancomicina, a bactéria poderia permanecer viével na
presenca da droga in vivo, permitindo o aumento da
CIM, jé que teria tempo habil para a adaptacéo a con-
centracdo do antimicrobiano (22, 37). Num préximo
passo, poderia aumentar ainda mais os seus niveis de
resisténcia e promover o seu crescimento no sitio da
infeccdo, dependendo da concentracéo sérica do
antimicrobiano. Portanto, a emergéncia de tolerancia
poderia ser considerada um dos primeiros passos no
desenvolvimento de cepas Visa.

O objetivo desse estudo foi avaliar a freqiiéncia do
desenvolvimento de tolerancia a vancomicina em ce-
pas hospitalares de Staphylococcus aureus resistentes a

oxacilina isoladas de quatro grandes hospitais da ci-
dade de Sao Paulo.

Materiais e métodos

Amostras bacterianas

Foram estudadas 395 cepas Orsa provenientes de
pacientes hospitalizados, isoladas no periodo compre-
endido entre outubro de 1998 e maio de 2000. As
cepas foram isoladas de diversos materiais, como san-
gue, liquidos cavitarios, queimaduras, abscessos con-
taminados, feridas cirGrgicas, lavado bronquico, pon-
ta de cateter, secrecdes ortopédicas etc. Quatro
hospitais publicos da cidade de Séo Paulo participa-
ram desse estudo: Hospital das Clinicas da Facul-
dade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo
(HCFMUSP), Hospital Emilio Ribas, Hospital Geral de
Vila Penteado e Hospital Universitario da Universidade
de Sao Paulo (USP).

Como a tolerancia e a resisténcia a vancomicina
em S. aureus séo fendbmenos instaveis e induzidos e as
formas tolerantes e resistentes podem voltar ao com-
portamento regular da espécie quando armazenadas
inadequadamente em laboratérios ou, ainda, podem
desaparecer na auséncia da pressdo seletiva do
antimicrobiano (1, 3, 36, 39), todas as amostras fo-
ram testadas imediatamente apds o isolamento e a
realizacdo do antibiograma. Quando a determinacao
da CIM e da CBM néo foi possivel dentro do prazo
previsto, as cepas de S. aureus foram imediatamente
conservadas em caldo BHI (brain heart infusion), adici-
onado de 15% a 20% de glicerol, e armazenadas em
freezera - 80°C (11). Todas as cepas foram identificadas
por meio da coloracdo de Gram e das provas de
catalase e coagulase (14).

Determinacao da CIM e da CBM para
vancomicina

A CIM e a CBM foram determinadas conforme pa-
dronizado pelo National Committee for Clinical
Laboratory Standards (NCCLS), utilizando-se a técni-
ca de macrodiluicdo em caldo Meller-Hinton (11, 20).
A suspensdo bacteriana na escala 0,5 de MacFarland
foi preparada a partir de uma cultura em placa de dgar
BHI/sangue incubada por 18 a 24 horas. Desta cultu-
ra, trés a cinco col6nias foram inoculadas em caldo
BHI e incubadas sob agitacdo, por trés a cinco horas, a
35-37°C. Em seguida, a vancomicina (Eli Lilly, India-
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népolis, EUA) foi diluida nas concentracdes de 1024 a
0,25pug/ml, em diluicdo seriada de razéo 2, e ajustada
para 1ml de volume final por tubo. Apés a adicéo da
bactéria-teste na concentracéo final de 5 x 10°UFC/
ml, os tubos foram incubados por 24 horas, a 35-37°C.
A CIM foi definida como a menor concentracao da
droga capaz de inibir o crescimento visivel do micror-
ganismo (11, 20).

Para a determinacdo da CBM, os tubos foram
homogeneizados por agitacdo durante a determina-
¢do da CIM, nos tempos de 20, 22 e 24 horas, para
evitar a aderéncia da bactéria acima do menisco do
meio contendo o antimicrobiano. Apds a leitura da
CIM, 10ul de cada tubo sem crescimento bacteriano
visivel foram transferidos para a superficie de uma pla-
ca de agar BHI/sangue. Imediatamente apés a absor-
cdo da gota, o material transportado foi espalhado
com a ajuda de uma alga bacterioldgica estéril. ACBM
foi considerada a menor concentracdo da droga ca-
paz de reduzir o nimero de bactérias vidveis em 99,9%
ap6s 48 horas de incubacdo a 35-37°C (11, 20, 35).
Staphylococcus aureus ATCC 29213 foi utilizado como
controle de qualidade na determinacéo da CIM e da
CBM (11, 20, 35).

Determinacao da tolerancia a vancomicina

Para se determinar a tolerancia do Staphylococcus
aureus a vancomicina foi empregado o calculo da ra-
zdo CBM/CIM. Valores = 32 definem a bactéria como
tolerante a esta droga (18, 20, 35).

Quando se avalia a tolerancia por meio da razéo
CBM/CIM, vérios fatores podem interferir na determi-
nacdo da CBM, como a fase de crescimento do inéculo

inicial, o meio de cultura, o pH do meio, o tempo de
incubacdo, a homogeneizacdo dos tubos, o transpor-
te de antibiético para as placas de subcultivo, a sobre-
vivéncia da bactéria na parede do tubo acima do
menisco do meio e as condi¢des de armazenamento
da bactéria-teste (11, 20, 25, 35). Para diminuir estas
variaveis, nés seguimos rigorosamente as normas re-
comendadas pelo NCCLS (11, 20).

Analise estatistica

Para a analise estatistica, foram utilizados o teste
qui-quadrado e o teste exato de Fisher com nivel de
significancia menor que 0,05 (p < 0,05).

Resultados

Determinacao da CIM e da CBM

Do total de 395 cepas Orsa analisadas, 41 (10,4%)
apresentaram CIM de 0,5ug/ml para vancomicina;
163 (41,3%), CIM de 1ug/ml; 167 (42,2%), CIM de
2ug/ml; e 24 (6,1%) apresentaram CIM de 4pg/ml.
Na Tabela 1 estdo apresentados os percentuais dos
valores das concentragdes inibitérias minimas, varia-
veis de 0,5 a 4pg/ml, obtidos em cada hospital estu-
dado, e as diferencas significativas entre as CIMs
observadas em cada hospital (p = 0,008).

Na Tabela 2 estdo apresentados os percentuais dos
valores da concentracao bactericida minima obtidos
empregando-se a técnica de macrodiluicdo em tubo
para a determinacdo da CIM e a consequiente realiza-
¢do da CBM, conforme padronizado pelo NCCLS. No
Hospital Geral de Vila Penteado, 52,9% das cepas Orsa

Percentuais dos valores da concentra¢ao inibitéria minima

Tabela 1 para vancomicina encontrados em cada hospital estudado

Hospital CIM de 0,5ug/ml CIM de 1ug/ml  CIM de 2pg/ml CIM de 4pg/ml

HCEMUSP 12,4% 38% 42,3% 7,3%
(n=137)

Hospital Emilio Ribas 20,9% 47,9% 31,2% 0
(n=48)

Hospital Geral de Vila 4,6% 41,4% 46% 8%
Penteado (n = 174)

Hospital Universitario 16,7% 44,5% 38,8% 0
da USP (n = 36)

Total (n = 395) 10,4% 41,3% 42,2% 6,1%

100G ‘¥ "U ‘€ A ‘ollauer ap Oly

241

eiBojojed ap oJlajiseig [eulof



Rio de Janeiro, v. 37, n. 4, 2001

242

Jornal Brasileiro de Patologia

Percentuais dos valores da concentracao bactericida minima obtidos nos
Tabela 2 hospitais estudados
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estudadas mostraram CBM = 64pg/ml; no HCFMUSP,
51%; no Hospital Emilio Ribas, 24,9%; e no Hospital
Universitario da USP, 33,3%. Em média, 41,1% das
cepas Orsa analisadas apresentaram CBM = 64pg/ml.

Determinacao da tolerancia a vancomicina

Entre as 395 cepas Orsa avaliadas para os valores
da CIM e da CBM, 194 (49,1%) demonstraram tole-
rancia a vancomicina. Quando os resultados foram
apresentados analisando-se cada hospital participan-
te (Tabela 3), foram verificadas variacdes significati-
vas nos percentuais de tolerancia (p = 0,002). De
maneira semelhante, o resultado comparativo do agru-
pamento dos dois hospitais com maiores e com me-
nores taxas de tolerancia apontou diferencas ainda
mais expressivas (p = 0,0002). Por outro lado, quan-
do comparamos as taxas de tolerancia do HCFMUSP
e do Hospital Geral de Vila Penteado, ndo encontra-
mos diferencas significativas (p = 0,4921). O mesmo
aconteceu quando confrontamos os hospitais Emilio
Ribas e Universitario da USP (p = 0,7054).

Quando associamos CIM e tolerancia, 12,2% das
cepas que apresentaram CIM de 0,5ug/ml foram to-
lerantes a vancomicina. Ja entre as cepas com CIM de
Tpg/ml, o percentual aumentou para 22,7%, subin-
do para 76,6% entre as cepas com CIM de 2ug/ml.
Entre as cepas com CIM de 4pg/ml, o percentual foi
de 100%.

Discussao e conclusoes

Asfalhas no tratamento de infec¢Ges causadas por
S. aureus com vancomicina foram relacionadas a di-
versos fatores, como baixa atividade bactericida da

Hospital 4ug/ml  8ug/ml 16pg/ml  32ug/ml

HCEMUSP 2,2% 9,5% 23,4% 13,9%
(n=137)

Hospital Emilio Ribas | 8,3% 25% 31,3% 10,4%
(n=48)

Hospital Geral de Vila 1,7% 8% 23,6% 13,8%
Penteado (n = 174)

Hospital Universitario | 8,3% 27,8%  22,2% 8,3%
da USP (n = 36)

Oliveira et al.

droga, desnutricdo e resposta imune reduzida do pa-
ciente, leucopenia e baixa concentragdo do antibiéti-
co no sitio da infecgdo, entre outros (12, 24). No en-
tanto, foi a emergéncia da resisténcia a vancomicina
de S. aureus que culminou com a faléncia dessa op¢ao
terapéutica (12). Um fenémeno relacionado com a
resisténcia é a tolerancia (4, 22, 36, 37). Geralmente,
a tolerancia apresenta maior importancia clinica em
infeccbes onde a morte da bactéria depende direta-
mente da acdo do antimicrobiano (2, 10, 18, 22, 36).

Nesse estudo, 6,1% das cepas Orsa estudadas apre-
sentaram CIM de 4pg/ml para a vancomicina. Porém,
cepas Orsa expressando esta CIM foram encontradas
somente no HCFMUSP e no Hospital Geral de Vila
Penteado. Em adicdo, também se notou que estes
hospitais apresentaram maiores percentuais de cepas
com CIMs mais elevadas, quando comparados com o
Emilio Ribas e o Universitario da USP (Tabela 1). Do
mesmo modo, as maiores taxas de tolerancia foram
encontradas no Hospital Geral de Vila Penteado
(55,7%) e no HCFMUSP (51,8%). Como a selecdo de
cepas in vivo com niveis mais elevados de resisténcia
ocorre durante o tratamento com a droga (1, 3, 12,
36, 39), poderiamos pressupor, entéo, que os niveis
mais elevados das CIMs seriam, provavelmente, de-
correntes da maior prescricdo de glicopeptideos nes-
tas instituicdes. Numa sequiéncia ordenada, o uso em
larga escala de vancomicina estimula a emergéncia
de tolerancia a droga, e, finalmente, a elevada taxa de
tolerancia aumenta sensivelmente a probabilidade de
falhas no tratamento com a vancomicina, além de fa-
vorecer a possivel emergéncia de cepas Visa. Portan-
to, poderfamos inferir que o HCFMUSP e o Hospital
Geral de Vila Penteado, assim como outros hospitais

64ug/ml  128ug/ml  256pg/ml  512ug/ml
17,5% 15,3% 13,1% 5,1%
6,2% 10,4% 8,3% 0
13,8% 23% 12,1% 4%
13,9% 11,1% 8,3% 0
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com semelhante grau de complexidade de atendimen-
to, poderiam apresentar maior risco de emergéncia
de cepas Visa.

Apesar das elevadas taxas de tolerancia (29%-56%)
observadas em nossos resultados, os valores foram
equiparéveis aos de outros estudos. Publicacdes ante-
riores mostraram que a presenca de S. aureus toleran-
tes a vancomicina variou de 20% a 55% (18, 21, 26,
27, 29). Do mesmo modo, elevadas taxas de toleran-
cia a vancomicina também podem ser observadas em
outras espécies de bactérias gram-positivas (10, 40,
42). Por exemplo, cerca de 34% das cepas de
Staphylococcus epidermidis foram tolerantes a vanco-
micina (40). Entre cepas de Streptococcus do grupo C
e G, este percentual foi de 54% (42).

Alguns fatores, além de interferir na determinagao
da tolerancia no laboratério (11, 20, 25, 35), também
podem favorecer a emergéncia da tolerancia in vitro,
como o pH reduzido do meio, a fase de crescimento
do microrganismo e a concentracdo do microrganis-
mo em estudo, entre outros (11, 18, 20, 25, 35). Em
circunstancias semelhantes, estas alteracdes ambientais
também podem ocorrer no sitio da infec¢do e causar
a diminuicdo da atividade bactericida da droga in vivo,
como: 1) o pH reduzido pode ser encontrado em
fagossomas de polimorfonucleares, em liquido sinovial
na artrite séptica, em liquido cefalorraquidiano nas
meningites, em liquido pleural e intrabronquial nas
pneumonias e em abscessos e empiemas; 2) 0 cresci-
mento bacteriano lento pode ocorrer em osteomielites
e dentro de formas vegetativas de endocardites; 3) a
elevada concentragdo bacteriana e o crescimento na
fase estacionéaria podem ser encontrados em
endocardites, artrites sépticas e infeccdes profundas

(10). O efeito desses fatores sobre o desenvolvimento
da tolerancia in vivo ndo estd completamente confir-
mado, mas suas influéncias negativas na evolugao cli-
nica do paciente durante o tratamento com vanco-
micina sao bastante conhecidas (12).

Em média, 41,1% das cepas Orsa estudadas apre-
sentaram CBM 2= 64pug/ml. Se a vancomicina atinge
concentragdo sérica média nos picos de 20 a 50ug/ml
e nos vales de 5 a 15ug/ml (30, 41), conseqtiente-
mente poderiamos deduzir que a tolerancia com va-
lores da CBM = 64ug/ml favoreceria a presenca de
bactérias viaveis no sitio da infeccdo, o que poderia se
refletir em possiveis dificuldades terapéuticas, aumen-
to da duracdo da antibioticoterapia e resultados
insatisfatérios observados em pacientes criticos. No
entanto, ndo se trata de uma afirmacdo absoluta, uma
vez que existem varios fatores relacionados com fa-
Ihas terapéuticas, e esse poderia ser apenas um deles
2,12, 24).

Em nosso estudo, observou-se uma relacéo direta
entre maior percentual de tolerancia a vancomicina e
niveis mais elevados da CIM. Houve um aumento pa-
ralelo dos valores, até que cepas com CIM de 4ug/ml
apresentaram 100% de tolerancia. Como o aumento
do nlmero de alvos para autolisinas (mureina) favore-
ce a emergéncia de tolerancia (4, 7, 8, 10, 33) e como
os niveis mais elevados da CIM, e até mesmo a resis-
téncia a vancomicina em $. aureus, sao conseqtiéncia
do aumento da espessura da parede celular (maior
sintese de acido N-acetilmurdmico e N-acetilglico-
samina — mureina) (6, 9, 13, 33), podemos afirmar,
entdo, que a tolerancia e a resisténcia estdo direta-
mente relacionadas, e, portanto, a tolerdncia é um
precursor da resisténcia (22). Teoricamente, a toleran-

Percentual de cepas Orsa tolerantes a vancomicina em

Tabela 3 cada hospital estudado

Hospital Percentual de cepas Orsa tolerantes a vancomicina
Hospital Geral de Vila Penteado 55,7%

(n=174)
HCEMUSP 51,8%

(n=137)
Hospital Universitario da USP 33,3%

(n=36)
Hospital Emilio Ribas 29,2%

(n=48)
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cia forneceria as condicdes basicas para que a bactéria
pudesse permanecer viavel por periodo prolongado
no sitio da infeccdo, enquanto ocorre a exposicdo e a
adaptacdo do microrganismo a concentracdo do
antimicrobiano. Esta seria a situacdo requerida para
induzir a expressao de niveis mais elevados da CIM
in vivo (16). Ademais, confirmando esta teoria,
Novak et al. (22) demonstraram que as cepas toleran-
tes a vancomicina sdo mais faceis de ser transforma-
das em cepas resistentes in vitro que as cepas nao-
tolerantes.

Em S. aureus, a presenca de tolerancia a vanco-
micina ocorre principalmente entre cepas Orsa (10,
18). Este fato torna o tratamento de infec¢des causa-
das por este agente ainda mais dificil, uma vez que,
no Brasil, as cepas Orsa sdo resistentes a maioria dos
antimicrobianos com atividade antiestafilocécica (23).
Como conseq(iéncia, avaliar a tolerancia a vancomicina
em cepas Orsa isoladas de processos infecciosos, onde
a atividade bactericida da droga é primordial para a
eficacia do tratamento, pode ser fundamental para
prognosticar o sucesso terapéutico.

Para o tratamento de cepas tolerantes, é necessa-
rio aumentar consideravelmente a dose e o tempo de
acao do antimicrobiano, com os riscos inerentes. Es-
tas exigéncias levantam dois pontos importantes no
plano clinico: 1) o conhecimento da CBM na orienta-
¢do da antibioticoterapia; 2) o aumento da concen-
tracdo do antimicrobiano (no minimo 32 x CIM) no
sitio da infeccdo (7, 8, 31). Entretanto, estas alternati-
vas nem sempre séo disponiveis. O aumento da con-
centracdo sérica do antimicrobiano poderd desenca-

dear efeitos colaterais severos, €, ainda, o antibidtico
poderé ndo alcancar a CBM desejada no sitio da infec-
¢ao, prejudicando a eficacia do tratamento, principal-
mente em pacientes imunodeprimidos (7, 8, 31). Além
disso, a utilizacdo de monoterapia com vancomicina
em cepas tolerantes pode ndo ser segura, e a associa-
¢do com outra droga bactericida é recomendada (19,
26, 28, 29, 31).

Em concluséo, a freqliéncia de cepas Orsa tole-
rantes a vancomicina foi considerada elevada nos hos-
pitais estudados. A avaliacdo da tolerancia aos
glicopeptideos é importante para prognosticar falhas
no tratamento, e pode ser considerada um dos pri-
meiros passos para prevenir e controlar a emergéncia
de resisténcia a vancomicina em $. aqureus. Enquanto
protocolos e guias de monitorizagdo da concentragdo
sérica e da determinagdo da resisténcia a vancomicina
nédo estdo disponiveis, recomendamos a avaliacdo da
tolerancia e a pesquisa da resisténcia a vancomicina
todas as vezes que a terapia antiestafilocécica néo es-
tiver respondendo apropriadamente. Maior vigilancia
dos niveis de sensibilidade a vancomicina devera ser
implantada, com vistas a prevencdo da emergéncia
de cepas Visa.
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