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Avaliacao do perfil de suscetibilidade a antimicrobianos macrolideos de
amostras de Streptococcus do grupo viridans isolados de pacientes com
infeccao odontogénica grave e internados em hospital municipal de Belo
Horizonte — MG, Brasil

Evaluation of susceptibility profile to macrolide antibiotics from samples
isolated from patients with severe odontogenic infection and admitted to
the municipal hospital of Belo Horizonte - MG, Brazil

Resumo

A prevaléncia de Streptococcus como causa de infeccbes da corrente
sangruinea, que séo potencialmente fatais, tem aumentado; e muitos estudos
recentes vém relatando a resisténcia dos antimicrobianos macrolideos a estes
micro-organismos. O objetivo deste estudo foi avaliar o perfil de suscetibilidade
antimicrobiana de microrganismos isolados de infecgdes odontogénicas graves
ou complexas do Hospital Municipal Odilon Behrens, Minas Gerais, Brasil, ao
efeito dos macrolideos. Foram isoladas 24 amostras de Streptococcus do
grupo viridans de pacientes com infecgdo odontogénica em curso. As espécies
bacterianas foram identificadas por testes bioquimicos convencionais e o perfil
de suscetibilidade foi avaliado pelo método de difusdo em agar. Para o teste,
foram utilizados discos de Azitromicina, Eritromicina e Claritromicina. Apds
realizacdo do presente estudo, pdde-se concluir que houve uma concordancia
nos valores obtidos entre os antimicrobianos da classe dos macrolideos. Sendo
que a prevaléncia de amostras resistentes (54,16%) foi equivalente quando
comparado as amostras sensiveis (45,83%). Desta maneira, por apresentarem
concordancia laboratorial, podemos optar pelo antimicrobiano com menos
efeitos colateral possivel e posologia facilitada.

PALAVRAS CHAVE: Streptococcus, suscetibilidade, macrolideos
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Abstract

Prevalence of Streptococcus as a cause of bloodstream infections, which
are potentially fatal, has increased; and many recent studies have reported the
strength of the antimicrobial macrolide these microorganisms. The aim of this
study was to evaluate the antimicrobial susceptibility of microorganisms isolated
from severe or complex dental infections Municipal Hospital Odilon Behrens,
Minas Gerais, Brazil, to the effect of macrolides. 24 samples were isolated
Streptococcus viridans from patients with odontogenic infection in progress. The
bacterial species were identified by conventional biochemical tests and the
susceptibility profile was evaluated by agar diffusion method. For the test,
Azithromycin, Erythromycin and Clarithromycin disks were used. It was
concluded that there was an agreement on values achieved between the
antimicrobial agents, including macrolides. Since the prevalence of resistant
samples (54.16%) were equivalent when compared to susceptible samples
(45.83%). Thus, by presenting laboratory correlation, we can choose the
antimicrobial agent with the least possible side effects and dosage facilitated.

KEY WORDS: Streptococcus, susceptibility, macrolides

Introducao

Streptococcus do grupo viridans compreendem uma parte vital da
microbiota indigena do trato respiratério superior humano. Sua importancia
clinica inclui infecgbes invasivas graves, incluindo infeccées do figado e
pulmdo, abscessos cerebrais, bacteremia, endocardite, infecgbes intra-
abdominais e também sdo uns dos micro-organismos mais prevalentes nas
infecgdes odontogénicas'. Além disso, eles desempenham um papel
significativo como um reservatério de genes de resisténcia a antimicrobianos,
transferindo diferente mecanismos de resisténcia a outros micro-organismos®.

Embora muitos estudos recentes tenham elucidado a susceptibilidade de
Streptococcus a varios antimicrobianos, a resisténcia a penicilina e aos
macrolideos tem sido documentada em Streptococcus do grupo viridans,
isolados de amostras clinicas, em diferentes partes do mundo?®.
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A prevaléncia de Streptococcus como causa de infeccdo da corrente
sanguinea, que sao potencialmente fatais, em hospitais tem aumentado o que
requer que os agentes usados na terapia empirica incluam em seu espectro de
atividade os Streptococcus do grupo viridans e beta-hemoliticos. A incidéncia
de infecgbes causadas por micro-organismos anaerobios facultativos Gram-
positivos (especialmente os Streptococcus do grupo viridans) multirresistentes
a drogas estd aumentando, apesar dos avancos da terapia antibacteriana nos
Gltimos 20 anos®.

O presente estudo foi realizado para determinar a susceptibilidade, in
vitro, dos Streptococcus do grupo viridans, isolados de infeccdo odontogénica

grave, ao efeito dos macrolideos: eritromicina, claritromicina e azitromicina.

Materiais e métodos

Amostras bacterianas

Para este estudo foram isoladas 24 amostras de Streptococcus viridans
provenientes de infeccoes odontogénicas graves de pacientes internados no
Hospital Municipal Odilon Behrens, Minas Gerais, Brasil, sendo cada amostra
proveniente de um paciente distinto. Todas as amostras foram conservadas em
caldo BHI acrescido de 20% de glicerol e mantidos congelados a 80° C
negativos. As amostras foram descongeladas e semeadas/inocuadas em meio
TSA Suplementado com extrato de levedura e incubadas por 24 horas até o
momento do teste de sensibilidade.

Teste de sensibilidade antimicrobiana

O meio Muller-Hinton foi pesado e hidratado de acordo com as
recomendacgdes do fabricante e submetido a esterilizacdo pelo calor umido em
autoclave. Apds o processo, o meio foi retirado da autoclave e resfriado em
banho-maria até que atingiu a temperatura de 50°C. Ao atingir a temperatura,
foram adicionados 50 mL de sangue de carneiro desfibrinado por litro de meio
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de cultura de forma asséptica. A mistura foi homogeneizada suavemente para
gue nao houvesse formacao de espuma.

O meio Agar Mueller Hinton Sangue foi distribuido em placas de 150
mm, contendo de 50 a 60 mL em cada placa. As placas ficaram em
temperatura ambiente até que esfriassem, em seguida foram embaladas com
plastico PVC transparente e mantidas em recipiente proprio durante 24 horas
para verificar a esterilidade da placa.

Decorrido o prazo, foram preparadas as suspensdes das bactérias a
serem testadas em solucdo salina, de acordo com a figura 1.

Figura 1: Padronizagéo da amostra de acordo com a escala de McFarland.

Em seguida, o Swab foi embebido na suspensdao e comprimido na
parede do tubo (para eliminar o excesso), de acordo com a figura 2.

Figura 2: Captagcédo da amostra através de Swab.
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Através do Swab, as amostras foram semeadas nas placas, ilustrada na
figura 3.

b
Figura 3: Insercdo da amostra em meio de cultura (Agar Mueller Hinton

Sangue).

Foram inseridos trés discos de antibioticos em cada placa. A saber: um
de Azitromicina, um de Claritromicina e um de Eritromicina, como pode ser

observado na figura 4.

Figura 4: Discos de antibiéticos posicionados na placa.

Em seguida, as placas foram incubadas de acordo com instrugcées do
NCCLS?® para bactérias Gram positivas. (Figura 5).



16

Figura 5: Placas incubadas.

Todos os procedimentos realizados corroboram com o manual da
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2015)°.

Obtencao e Analise dos resultados
Os resultados foram obtidos através da medicacado dos alos formandos

ao redor dos antimicrobianos com o auxilio de um paquimetro digital Starrett®
Série 799’.

Figura 6: Medicao do halo com auxilio do paquimetro digital Starrett®.
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Resultados

Na tabela 1 podemos analisar os valores interpretados de acordo com o
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2015)°. Sendo que quando
valores superiores a 21 mm para claritromicina e eritromicina, e 18 mm para
azitromicina, ha a sensibilidade bacteriana. E quando estes valores foram
inferiores a 13 mm para azitromicina, 15 mm para eritromicina € 16 mm para
claritromicina, também comuns para as amostras avaliadas, existe a resisténcia

bacteriana.

Tabela 1 — Zonas de diametro interpretados de acordo com as normas de
Streptococcus spp. Grupo viridans, segundo o Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2013)°.

Agente Diametro (mm)
antimicrobiano Critérios interpretativos
S | R
Eritromicina 221 16-20 <15
Claritromicina 221 17-20 <16
Azitromicina =18 14-17 <13

Na tabela 2 constam as medidas obtidas em cada amostra avaliada e

em todos os trés discos de antibiéticos estudados.

Tabela 2 — Resultados obtidos ap6s avaliagdo e medi¢ao dos alos formados ao

redor dos discos dos antimicrobianos em milimetros

Amostra Eritromicina Claritromicina Azitromicina
S. Anginosus 30.06 (S) 28.86 (S) 24.58 (S)
S. Anginosus 0 (R) 0 (R) 0 (R)
S. Anginosus 0(R) 0 (R) 0 (R)
S. Anginosus >40 (S) >40 (S) >40 (S)
S. Anginosus 33.59 (S) 34.24 (S) 28.57 (S)
S. Viridans 38.99 (S) >40 (S) 35.17 (S)

S. Mitis/Oralis >40 (S) >40 (S) >40 (S)
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S. Mitis/Oralis 0 (R) 0 (R) 0 (R)
S. Mitis 0 (R) 0 (R) 0 (R)
S. Anginosus 28.58 (S) 29.97 (S) 29.53 (S)
S. Viridans 0 (R) 0 (R) 0 (R)
S. Mitis/Oralis 0 (R) 0 (R) 0 (R)
S. Beta- 0 (R) 0 (R) 0 (R)
Hemolitico do

Grupo F

S. Anginosus - 28.8 (S) 23.88 (S)
S. Anginosus (R) 0 (R) 15.29 (1)
S. Anginosus 0 (R) 0 (R) 0 (R)
S. Anginosus (R) 0 (R) 0 (R)
S. Anginosus - 5.57 (S) 28.99 (S)
S. Viridans 0 (R) 0 (R) 0 (R)
S. Mitis 0 (R) 0 (R) 0 (R)
S. Mitis/Oralis 12.14 (R) 13.92 (R) 14.18 ()
S. Anginosus 25.09 (S) 25.46 (S) 21.91 (S)
S. Viridans >40 (S) 39.75 (S) 36.53 (S)
S. a hemolitico >40 (S) >40 (S) >40 (S)

Apébs andlise dos dados, podemos observar uma visdo geral da
quantidade de micro-organismos resistentes, sensiveis e intermediarios em

cada antimicrobiano estudado, de acordo com a tabela 3.

Tabela 3: Quantidade de micro-organismos resistentes, sensiveis e

intermediarios separados de acordo com os antimicrobianos avaliados

S | R TOTAL
Eritromicina 0 13 22
Claritromicina 11 0 13 24
Azitromicina 11 2 11 24

Em duas situagdes, nao foi possivel realizar a medi¢do do halo no disco
de eritromicina, devido a contaminacao, devido a isso, apenas 22 amostras de

eritromicina foram avaliadas.
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A fim de ilustrar, podemos observar a figura 7, onde podemos perceber
uma placa demonstrando halos maiores que 21 mm de didmetro. Sendo o halo
formando ao redor do disco eritromicina com diametro de 33.59 mm, no disco
de claritromicina de 34.24 mm e no disco de axzitromicina de 28.57 mm.

Figura 7: Placa demonstrando alos superiores a 21 mm de didmetro ao redor
dos discos de antibidticos

A seguir, na figura 8, podemos notar uma placa onde ndo houve
formacao de alo ao redor dos discos de antibidticos.

Figura 8: Imagem demonstrando a auséncia de alo ao redor dos discos de
antibiéticos
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Finalmente, a imagem seguinte (Figura 9), ilustra a presenca de alo ao

redor dos discos, entretanto com valores inferiores a 15 mm de didmetro.

Figura 9: Placa demonstrando a presencga de alo com valores inferiores a 15

mm de diametro.
Discussao

Os Streptococcus foram os maiores causadores de infeccdo hospitalar
na era pré-antibidtica, causando surtos de infeccdo e morte de puerperais.
Apesar de nao ser atualmente uma importante causa de infeccdo hospitalar,
provocam doenc¢as muito graves e muitas vezes letais, mesmo em pacientes
imunocompetentes®®. A endocardite infecciosa é uma infeccdo grave das
valvulas cardiacas, do endocardio mural e de septos defeituosos, provocada
principalmente pelos Streptococcus do grupo viridans™. A importancia clinica
destes microrganismos sao infeccdes invasivas graves, incluindo infec¢des do
figado e pulmao, abscessos cerebrais, bacteremia, infecgdes intra-abdominais
e com enfoque na odontologia, € um dos microrganismos mais prevalentes nas
infeccdes odontogénicas’.

Os Streptococcus sao geralmente considerados como sendo
susceptiveis & penicilina, outros antibiéticos B-lactamicos e macrolideos*'"'2.
Porém, em alguns estudos recentes, um aumento significativo na resisténcia
antimicrobiana dos Streptococcus viridans e (-hemolitico foram notados nas

ultimas décadas®'%'314,
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Alcaide e colaboradores (1996) descreveram a eritromicina como a
precursora da classe dos macrolideos, apresentando excelente atividade
contra as espécies mais comuns de Streptococcus'®. A partir do aprimoramento
da eritromicina, possuimos hoje antimicrobianos com melhor esquema
posolégico, maior atividade antimicrobiana e menor numero de efeitos
colaterais; como por exemplo, a claritromicina e azitromicina, que possuem
atividade semelhante a da eritromicina contra muitas espécies Gram-
positivas >,

Os macrolideos sao antibidticos que se caracterizam pela presenca de
um anel lacténico. Todos os macrolideos tém mecanismo de acao semelhante,
com atividade bacteriostatica por inibir a sintese proteica bacteriana, através da
ligagdo em receptores localizados na porg¢ao 50s do ribossoma, particularmente
na molécula 23s do RNA, impedindo as reacdes de transpeptidacdo e
translocacdo. Os agentes macrolideos mostram espectro de atividade similar,
mas apresentam algumas diferencas'’. A  Claritromicina,  por
exemplo, apresenta menores concentragées inibitérias minimas contra
bactérias Gram positivas sensiveis, como os Streptococcus. Porém, os
Streptococcus resistentes a eritromicina também sdo resistentes a
claritromicina e azitromicina'®. A resisténcia em bactérias Gram-positivas deve-
se ao fato da producdo de uma enzima que metila o RNA ribossémico,
interferindo na ligacdo dos antibidticos com o seu alvo. Os Streptococcus
podem causar também o efluxo de macrolideos'®. Pdde-se observar o mesmo
resultado neste estudo, onde os antimicrobianos apresentaram espectro de
acao similar.

Antibi6éticos macrolideos de segunda geracdo, como claritromicina e
azitromicina, foram gradualmente substituindo a eritromicina, superando seu
espectro de atividade, melhorando a atividade e os perfis fisico-quimico e
farmacocinético, além de atenuar os efeitos colaterais'®°.

A azitromicina e a claritromicina apresentam menos intolerancia gastrica
do que a eritromicina e tém uma meia-vida maior, permitindo que sejam
utilizadas em dose Unica (azitromicina) ou duas vezes ao dia (claritromicina),

ao contrario da eritromicina que necessita de quatro administragées diarias. Os
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efeitos colaterais mais comuns dos macrolideos incluem célicas abdominais,
nauseas, vomitos e diarréia. Ha relatos de hepatite colestatica acompanhada
por febre, dor abdominal, eosinofilia, hiperbilirrubinemia e elevacdo de
transaminases com o uso de estolato de eritromicina (mais comum em adultos,
principalmente gestante), entretanto com o uso de azitromicina e claritromicina
as alteracdes sdo bem mais discretas e em menor frequéncia e raramente
ocorrem reacdes alérgicas graves?'.

A resisténcia ou sensibilidade foi determinada pelos métodos de- difusédo
em agar, seguindo os critérios estabelecidos pelo Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2015)°. O teste de difusdo, muito difundido entre
laboratérios clinicos, quando realizado com cautela e controle rigido da
qualidade, apresenta bons resultados na avaliacdo da suscetibilidade
antimicrobiana®®?®. E ainda, para Morosini e colaboradores (2012), os valores
de referéncia para a avaliacdo da susceptibilidade antimicrobiana estabelecidos
pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2015), convergem com
os publicados pela Comissdao Europeia sobre susceptibilidade aos
antimicrobianos (EUCAST, 2011) e com a Comissdao de Antibiograma da
Sociedade Francesa de Microbiologia (SFM, 2010)°.

Os Streptococcus do grupo viridans incluem 0s seguintes cinco grupos,
com varias espécies dentro de cada grupo: grupo mutans, grupo salivarius,
grupo bovis, grupo anginosus (anteriormente grupo milleri), e grupo mitis. O
grupo anginosus inclui linhagens B-hemolitica pequena formadora de colénias
com os grupos A, C, F, e G°.

Neste trabalho, entre as 24 amostras de Streptococcus viridans isolados,
todos pertenciam a pacientes internados, sendo que o material clinico utilizado
para o isolamento foram as secre¢des purulentas de infec¢gdes odontogénicas.
Dentre as amostras foi observada a presenca de espécies diferentes de
Streptococcus, sendo S. anginosus identificado em 50% dos isolados, seguido
de S. Mitis/Oralis com 25%.

Outro ponto importante para elucidar o presente estudo, foi a pequena
quantidade maior de amostras resistentes aos macrolideos quando comparado

com as amostras que foram sensiveis. Houve uma taxa de 8,33% maior de
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microrganismos resistentes aos trés antimicrobianos avaliados. Sendo que
guando uma linhagem se apresentava resistente, a mesma era resistente aos
trés antimicrobianos. E 0 mesmo acontecia quando do contrario; quando uma
amostra apresentava sensibilidade, ela era sensivel aos trés antimicrobianos
avaliados.

A resisténcia antimicrobiana dos Streptococcus do grupo viridans é uma
causa substancial para preocupacdo, tanto em termos do tratamento de
infeccbes quanto do papel destes organismos como reservatérios de
resisténcia aos medicamentos®?*. Nos Streptococcus, ha uma variedade de
genes de resisténcia a antibidticos (especialmente aos macrolideos), que pode
ser realizada por elementos genéticos moéveis tais como: diminuicdo da
permeabilidade da célula ao antimicrobiano, alteracdo no sitio receptor da

porcdo 50S do ribossoma e inativacdo enzimatica®*2°.

O presente estudo é corroborado por outros estudos®®81216:21.24.25.26.27
realizados, onde o indice de microrganismos resistentes aos macrolideos sao
maiores ou equiparados aos indices de microrganismos sensiveis a estas

drogas.
Conclusao

Apés realizacdo do presente estudo, pdde-se concluir que houve uma
concordancia nos valores obtidos entre os antimicrobianos da classe dos
macrolideos. Sendo que a prevaléncia de amostras resistentes (13 amostras —
54,16%) apresentou perfil semelhante quando comparado aos sensiveis (11
amostras — 45,83%). Sendo assim, por apresentarem concordancia
laboratorial, podemos optar pelo antimicrobiano com menos efeitos colaterais

possivel e posologia facilitada.
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