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RESUMO

As infe¢cbes nosocomiais sédo um problema de Saule®é encontram-se associadas a uma
alta taxa de morbilidade e mortalidade. Com o avalazmedicina € um aumento do uso em
grande escala de antibioticos o padrédo das infegdégscomiais tem mudado com o0s anos
tendo estas infe¢cbes adquirido novas resisténoiss amtibidticos. Entre as bactérias
causadoras de doengas nosocomiais encontra-seevod&érierococcussendo este um dos
agentes mais importantes causadores deste tipooelecal A presente tese teve com o
principal objetivo comparar o efeito antibacteriade dois antibioticos: (i) um natural
(penicilina G) e;(ii)) um semissintético (ampicil)n® efeito antibacteriano foi analisado em
bactérias Gram positivnterococcus faecalis Enterococcus faeciumpara a amostra total,
de acordo com o género. A amostra foi composta8pdrutentes (162 do género masculino:
68,49 + 21,59 anos de idade e; 152 do género famirtil,15 + 23,04 anos de idade) da
Unidade Hospitalar de Braganca da ULSNE. As amediialdgicas em que se isolaram
bactérias do géner&nterococcusforam: (i) urina; (ii) pus; (iii) liquido biologi; (iv)
hemoculturas; (v) expetoracdo e; (vi) cateter. Rarariguar o efeito antibacteriano foi
determinada a Concentracdo Minima Inibitoria ddganicos alvo de estudo. Os principais
resultados revelaram que a maior parte Hogerecoccussolados das amostras bioldgicas
foram da espécitaecalis (82%) e os restantes (18%) da espéaézium Observou-se um
efeito significativo da bactéria, visto que forabyservadas diferencas entre a sensibilidade e
resisténcia entre a espééaeciume faecalis De uma forma geral, e no que diz respeito a
resisténcia, ambos os antibiéticos mostraram-se reaistentes a espéecium(penicilina

G: 91,2%; ampicilina: 89,5% para a amostra total)gdie em relacdo a espédaecalis
(penicilina G: 33,5%; ampicilina: 33,5% para a atreosotal). J& em relacdo a sensibilidade
registou-se o inverso. Os dois antibiéticos moatrase mais sensiveis a espéeaecalis
(penicilina G: 66,5%; ampicilina: 66,5% para a atreosotal) relativamente a espetecium
(penicilina G: 91,2%; ampicilina: 89,5% para a atreo$otal). Quando analisado por género
os resultados da resisténcia e sensibilidade segua mesma tendéncia, ndo havendo
resultados em significancia estatistica em funggsiadvariavel. Concluiu-se que para cada
espécie nao se verificaram diferencas estatisticrsggnificativas no efeito antibacteriano

entre a penicilina G e ampicilina.

Palavras-chave: efeito antibacteriaBaterococcusConcentracdo Minima Inibitoria.
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ABSTRACT

Nocosomial infections are a public health issuedpeailso associated to a high mobility and
mortality rate. With the medicine innovation andtlwtheir high scale administration, the
pattern of the nocosomial infections are changimgj laeing more resistant to the antibiotics.
Among these nocosomial bacterias Bregerococcussender is one of the most relevant. The
main purpose of this thesis was to compare théacterial effect between two antibiotics: (i)
a natural one (penicillin G) and; a semi-synthetm® (ampicillin). The antibacterial effect
was analyzed in positive GraBnterococcus faecaliandEnterococcus faeciuror the total
sample and also for males and females. The samaéecoamposed by 314 patients (162
males: 68.49 + 21.59 year old and; 152 femalest%%.23.04 year old) from the Hospital
Unit of Braganga. The biological samples used w@)eirine; (ii) pus; (iii) biological liquid;
(iv) bloodcultures; (v) sputum and; (vi) cathet€he inhibitory minimum concentration was
used to observe the antibacterial effect. Main Itesshowed a higher prevalence of the
faecalis species (82%) in comparison with tfeeciumones (18%). A bacterial significant
effect was showed, as data presented significdifereinces between the sensibility and
resistance between species. Overall, and regatbangesistance, both antibiotics proved to
be more resistant to thiaecium species (penicilin G: 91.2%; ampicilin: 89.5% fuotal
sample) in comparison to tHaecalisone (penicilin G: 33.5%; ampicilina: 33.5% fordbt
sample). As for the sensibility an inverse trends wdserved. Both antibiotics were more
sensitive to thdaecalis specie (penicilin G: 66.5%; ampicilin: 66.5% fatal sample) in
comparison to théaeciumone (penicilin G: 91.2%; ampicilin: 89.5% for tbs&ample). For
each gender the results followed the same trendoasignificant effect was observed. As
main conclusion, it was showed that no significdifferences were observed between both
antibiotics for botlfaeciumandfaecalisspecies.

Keywords: antibacterial effecEnterococcusinhibitory minimum concentration.
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RESUMEN

Las infecciones nocosomiales son un problema del galblica e se encuentran asociadas a
una alta tasa de morbilidad y mortalidad. Con ahae de la medicina y el aumento en el uso
a gran escala de antibidticos, el padron de l&sandnes nosocomiales ha ido cambiando con
los afos, y por consiguiente, estas infeccionesid@mm@dquiriendo nuevas resistencias a los
mismos. De entre las bacterias causantes de emfad®e® nosocomiales se encuentra el
géneroEnterococcussiendo este uno de los agentes mas importangesrgginan este tipo
de enfermedad. Esta tesis tiene como principaltigbjeomparar el efecto antibacteriano de
dos antibidticos: (i) un natural (penicilina G) i) Un semisintético (ampicilina). El efecto
antibacteriano se analizd en bacterias Gram positnterococcus faecalig Enterococcus
faecium para la muestra total y teniendo en cuenta eérgéri_a muestra consto de 314
pacientes (162 varones: 68,49 + 21,59 afos de ydab? mujeres: 61,15 + 23,04 afos de
edad) de la Unidad Hospitalaria de Braganca. Lassimas biologicas en las que se han
aislado bacterias del génemterococcudueron: (i) orina y (ii) pus (iii) liquido biolégb

(iv) hemocultivos (v) expectoracion, y (vi) catétBara investigar el efecto antibacteriano se
determinaron las concentraciones minimas inhilaisode los antibioticos diana del estudio.
Los principales resultados evidenciaron que la mayde losEnterococcusaislados de las
muestras biolégicas eran de la espdaiecalis (82%) y el resto (18%) de las especies
faecium Se observé un efecto significativo de la bactgrgaque se encontraron diferencias
entre la sensibilidad y la resistencia entre lge@assfaeciumy faecalis En general, en lo
gue concierne a la resistencia, ambos antibiotsmdan mostrado mas resistentes a las
especiedaecium(penicilina G: 91,2%; ampicilina: 89,5% para lagstsa total) que para las
especiegaecalis(penicilina G: 33,5%; ampicilina: 33,5% de la muadotal). En cuanto a la
sensibilidad se ha verificado la inversa. Los dugbadticos eran mas sensibles a la especie
faecalis (penicilina G: 66,5%; ampicilina: 66,5% para la estra total) con relacién a la
especiefaecium (penicilina G: 91,2%; ampicilina: 89,5% para la estra total). Cuando
separados por género los resultados de sensibijdadsistencia siguieron la misma
tendencia, siendo que el género no ha tenido wtoefggnificativo. Se concluyé que para
cada especie no hubo diferencias estadisticamigmiécativas entre el efecto antibacteriano
penicilina G y de la ampicilina.

Palabras clave: efecto antibacterialBnterococcusconcentracion minima inhibitoria.
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1. INTRODUCAO
1.1. Classificacdo de bactérias segundo a coloragd® Gram

Os microrganismos procariéticos sdo organismos elulares com uma
organizacdo bastante simples, em que o0 seu magemadtico ndo € delimitado por
qualquer membrana. Apesar de apresentarem gravelsidade morfoldgica, a maioria
surge numa de duas formas: (i) esférica (cocogii)oern forma de bastonete (bacilos)
(Brooks et al., 2012).

As bactérias possuem uma parede celular que agnstia protecdo mecanica e
eficaz contra a rutura osmotica, em ambientes @ipods. O componente parietal
responsavel pela rigidez da parede celular é adesjgflicano. Este componente é uma
macromolécula presente em todas as bactérias caomdepacelular (exceto nas
Archaeobacterigs O peptideoglicano é essencial para a estrutai@adede celular, na
replicagdo e sobrevivéncia em condi¢gbes hostigjnas as bactérias crescem. Durante
uma infecdo, o peptideoglicano pode interferir agotitose e estimular as respostas

imunologicas inatas, incluindo a atividade pirogan(iNikolaidiset al.,, 2013).

A parede celular também é responsavel pela moitoloacteriana e pelo duplo
comportamento das bactérias em relacdo a cologdsram. Esta metodologia (i.e.
coloracdo de Gram) tem relevante significado tarooO pois permite dividir as
bactérias em dois grandes grupos: positivo ao Gramagativo ao Gram. As bactérias
Gram positivo adquirem a cor arroxeada, conferiel® gorante primario e as Gram
negativo coram de vermelho. O diferente comportamelas bactérias face a esta
coloracdo deve-se a estes dois grupos apresentpegede celular quimica e
estruturalmente distinta (Sousd al, 1998). A membrana externa é exclusiva das
bactérias negativo ao Gram, mantém a estrutureefimta e € uma barreira de
permeabilidade para moléculas grandes e hidrofébi€a seu folheto interno é
constituido por fosfolipidos. O folheto externo @mposto primariamente de uma
molécula anfipatica — lipopolissacaridio (LPS). @PS, também designado de

endotoxina é um estimulador das respostas natiraignes (Murrat al, 2006).

As bactérias Gram positivas confinam o corantetairigoleta dentro da sua
camada de peptideoglicano que circunda a célulasHsmctérias (i.e. Gram positivo)

nao apresentam lipideos e tém abundancia em peglickno (cerca de 50-90% do
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peso total da parede celular seca). As bactériam@egativo, Como possuem pouco
peptideoglicano nao retém o cristal violeta mas sisegundo corante, a safranina. Por
outro lado, as bactérias Gram negativo apresentaneor elevado em lipideos sendo a
percentagem de peptideoglicano apenas de 10% dotpid da parede celular seca
(Sousaet al, 1998). Em suma, as bactérias Gram positivo catarazul enquanto as

Gram negativo coram de vermelho (Muretyal,2006).

1.2. O GéneroEnterococcus

A aceitacdo do génerBnterococcusdeu-se em 1984, através de técnicas de
biologia molecular como a hibridacdo de &cido diegbrnucleico (DNA) e
sequenciamento do &cido ribonucleico ribossomalN&R 16S (Murray, 1990;
Moellering, 1992; Kohler, 2007; Ogiet al, 2008). De acordo com 0s mesmos autores
até a data sdo conhecidas varias espéci&nrococcusendo as seguintes que tem

maior significado clinicoE. durans, E. faecallis, E. faecium, E. gallinarum.

Estes cocos fazem parte da microflora intestinahdna, mas também foram
descritos como fazendo parte da mucosa oral e aladimterococcus faeciune
Enterococcus faecalisdo as espécies mais comuns em humanos (Murra, O@@er
et al, 2008). Podem também ser encontrados na micsoftty outros animais,
alimentos (principalmente em produtos lateos eesgra plantas. Quando encontrados
no solo ou na agua, sédo, provavelmente, resultadcodtaminacdo por fontes fecais
devido a sua tolerancia natural a condi¢cdes advdidarray, 1990; Devrieset al,
1991, Facklanet al, 2002; Giraffa, 2002).

O nome “entérocoque” foi pela primeira vez intradoz em 1899 por
Thiercelin, de modo a enfatizar a origem intestoh@d diplococos Gram positivos por
ele descobertos. Neste género é carateristico gaceares anaerdbios facultativos, que
apresentam uma forma ovoide, podendo aparecer pemuenas cadeias, aos pares ou
como células Unicas e ndo se apresentam sob a t@rasporos (Murray, 1990; Witte
et al, 1999; Kohler, 2007).

S&o capazes de crescer em condi¢cdes adversasomas () temperaturas
extremas (entre 5°C a 65°C); (ii) pH variavel, emy5 (alcalino) a 10 (acido) e altas
concentracdes de cloreto de sédio (NaCl) (Cetinkaysd, 2000).

2



Estes organismos ndo possuem citocromos e samsmtakgativo, porém
existem algumas espécies que produzem uma psealdseatOutra carateristica que os
distingue é a capacidade de hidrolisarem compasio® a esculina (Murray, 1990;
Morenoet al, 2006).

Os Enterococcussdo organismos fermentadores restritos devidaedsi@ncia
de ciclo de Krebs. Estes sdo quimio-organotrofeasseu complexo nutricional requer
um meio contendo peptona ou produtos semelhantes aeu crescimento. Sao
responsaveis por infecdes nosocomiais graves, santi#ceira causa nos Estados
Unidos da América e a quarta na Europa (Liu, 208&hdo patogénicos emergentes
séo considerados a segunda causa de infe¢cdedagitaarto nos EUA como na Europa,
e sdo responsaveis de entre 5 a 20% das endosaAligxa de mortalidade de infecdes

por Enterococcusonda os 20 a 30% (Ogiet al,, 2008).

Consideram-se duas as fontes principais de infeg@socomial por
Enterococcus (i) a causada poEnterococcuspresentes no trato gastrointestinal do
proprio paciente; (ii) a adquirida por transmiseaambiente hospitalar (Murray, 1990;
Huyckeet al, 1998).

A espécieE.faecalisdesperta especial interesse pelo facto de posauiosv
plasmideos, podendo alguns ser transferidos pqugacio a outras bactérias. NBs
faecalisforam descobertos dois novos sistemas genéticasaresposdes conjugativos e
plasmideos que respondem a feromonas sexuais éerdd, 1981; Murray, 2000). A
existéncia de plasmideos conjugativos ndo soEenfaecalismas também ent.
faecium levou a que estas espécies fossem consideradas oeservatorios de

plasmideos para outros géneros de bacté&iasococcus

Infecbes humanas causadas Roterococcusora do ambiente hospitalar séo
muito raras e consistem em: (i) endocardite; (fe¢des do trato urinario ou; (iii)
infecbes abdominais e/ou pélvica resultantes déanunacdo pela microbiota fecal
(Dunny et al, 1978). Na atualidade, dsnterococcussurgem associados a infe¢cbes
hospitalares (principalmente faecaliy e também associados ao uso de cefalosporinas
de amplo espetro (a que @&hterococcussao resistentes). OSnterococcusestao

presentes muitas vezes no trato intestinal de p@sidhospitalizados. Fatores como a
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presenca de cateteres, imunossupressdo, ou mudssitguimioterapia alteram o
equilibrio da flora gastro intestinal e facilitaninéecao (Dunnyet al, 1978; Frankeet
al., 1981).

1.3.Enterococcus e sua resisténcia bacteriana

A resisténcia adquirida pelogEnterococcus as penicilinas foi descrita,
primeiramente, em 1983 nos Estados Unidos da Amé&lievendo-se a producgéo e
lactamases mediadas por plasmidios transferiveianeostras d&. faecalis(Dunny et
al., 1978). Asp-lactamases dosnterococcusédo enzimas capazes de hidrolisar o anel
B-lactamico das penicilinas e demafslactamicos inativando assim todos os
representantes desta classe de antimicrobianos. issanismo de resisténcia € raro
entre osEnterococcussendo mais comum em amostras da especiaecalis porém,

também pode ocorrer el faecium(Hollenbecket al,, 2013).

O principal mecanismo de resisténcia @wderococcusosp-lactamicos deve-
se a alteracbes nas Penicillin Binding Proteins@BRs PBPs dofnterococcus
resistentes aoB-lactamicos apresentam afinidade diminuida a vésmicrobianos
dessa classe. Essa forma de resisténcia é obsemiadgpalmente enk. faecium
porém amostras de. faecalisnostraram-se de igual forma resistentespalastamicos,

por igual mecanismo (Murray, 2000).



2. ANTIBIOTERAPIA

Os antibidticos sdo substancias produzidas por ongianismos (bactérias,
fungos e actinomicetos), que inibem o crescimerdobdctérias, originando a sua
destruicdo (antibioticos naturais). Podem ser prioids unicamente através de
processos de sintese quimica (antibioticos sio®tiou através de culturas de
microorganismos que sao posteriormente modificagiaisnicamente (antibidticos
semissintéticos). A finalidade da terapéutica conib&ticos € controlar e diminuir os
agentes patogénicos, de modo a que o sistema iGgicwiseja capaz de os eliminar na
totalidade (Sandet al, 1993). Ao longo de décadas foram identificadestenas de
antibiéticos importantes para a aplicacdo em tasagle doencas infeciosas. Os
antibioticos diferem nas suas propriedades fisicadmicas e farmacoldgicas, no
espetro antibacteriano e nos mecanismos de ac@wmnlecimento dos mecanismos
moleculares de replicacdo das bactérias, facildodesenvolvimento de compostos

capazes de interferir nos ciclos vitais dos migganrsmos (Chabner et al., 2012).

2.1. Classificacéo dos antibidticos segundo a fornae acéo nas bactérias

Os antibioticos podem ser classificados como bastéticos e bactericidas
dependendo se a acéo é inibitéria do crescimermterigno ou se resulta na destruicdo
ou lise bacteriana, respetivamente (Calderwood ellsting, 1990; Sandet al, 1993).
A classe de antibidticos bactericidas contempla mpa@ dos B-lactamicos,
aminoglicosideos, quinolonas, glicopéptidos e mg&inas. Pode-se incluir nos
antibioticos bacteriostaticos os macroélidos, afamiblas, tetraciclinas entre outros
(Brugueras e Garcia, 1998).

2.2. Classificacéo dos antibidticos segundo 0 metemo de acao

Outro método de classificagdo dos antibidticosrévas do seu mecanismo de
acao, ou seja, como atuam nas bactérias alvo defarneutraliza-las ou elimina-las.
Desta forma os antibioticos podem ser divididosZegrupos (Frisby, 1995; Saneé
al., 2013):

(i) Inibidores da sintese da parede celular baotariatuando a nivel da biossintese do
peptideoglicano (penicilinas);



(i) Antibidticos que alteram a sintese das prasia nivel ribossomal (Macrolidos,

aminoglicosideos);

(i) Antibidticos que alteram o metabolismo dasd®s nucleicos (Quinolonas);

(iv) Antibioticos antagonistas do metabolismo dantese do &cido fdlico

(Sulfonamidas);

(v) Antibioticos que atuam diretamente na membi@talar bacteriana (Colistina).

2.3. Classificacao dos antibioticos segundo a sugtretura quimica

Segundo a estrutura quimica, os antibioticos paskmolassificados em:

® Derivados de monopeptidios (e.g. cicloserina, azage

(i) Derivados do &cido 6-aminopenicilanico e analogasg.( penicilinas,

cefalosporinas);
(i)  Derivados de 2-amino-1,3-propanodiol (e.g. cloraita);
(iv)  Derivados de hidrocarbonetos aromaticos (e.g.dietiigas, rifamicinas);
()] Derivados de macrolidicos (e.g. estreptomicinapmeina, vancomicina);
(vi)  Antibi6ticos poliénicos (e.g. anfotericina, nistet);
(vii)  Antibibticos polipeptidios (e.g. bacitiaa, polimixina).
No entanto, este tipo de classificacdo € poucolusgratica clinica, sendo
adotada uma classificacdo em classes: penicilineglosporinas, monobactamas,
anfenicois, tetraciclinas, polipeptidios, poliémcomacrélidos, aminoglicosidios,

ansamicinas, antraciclinas, lincomicinas, nuclemssd glutarimidas, ionoforos
(Webster, 2001).



3. ANTIBIOTICOS B- LACTAMICOS

Os antibiético$-lactamicos podem ser de origem natural ou seniétgia. S&o
caraterizados por possuirem um gudhctamico na estrutura quimica. A sua atuacao
incide na inibicdo da ultima fase da sintese dadeacelular das bactérias. Clinicamente
€ 0 grupo de antibidtico mais utilizado no comlzatefecées bacterianas, possuindo um
espetro bastante alargado. Atuam contra bactérias @ositivo, Gram negativo e
espiroquetas. Nao sao ativos contra o micoplassta ser desprovido de parede celular
e também ndo atuam contra bactérias intracelul®edem classificar-se em quatro
grupos diferentes: (i) penicilinas;(ii) cefalosp@s;(iii) monobactamicos e; (iv)
carbopenemos (Fontaeaal, 1994). Em termos de classificacdo é comum sididiy
grupo dosp-lactamicos em familias que incluem substancias goeendes afinidades
estruturais (Fontanet al, 1992).

Os antibioticos alvo de estudo neste trabalho géengilina G e a ampicilina,

ambos pertencentes a classe dos antibidfidastamicos.

3.1. Historia Antibidticos p-lactamicos

O primeiro antibiéticop-lactamico utilizado como agente terapéutico foi a
penicilina. Devido ao aparecimento de resisténgipenicilina, a partir de 1950 foram
desenvolvidas as penicilinas semissintéticas corpetes de acdo alargado,
nomeadamente a meticilina, a ampicilina e a oxaxilAs cefalosporinas semisintéticas
de 12 geracéo (cefalotina, cefaloridina) resisteasp-lactamases conhecidas na época,
e eficazes contra bactérias Gram negativo, forambéan introduzidas. A partir de 1970
surgiu a segunda geracdo de cefalosporinas nomeatlam cefazolina e compostos
pertencentes a terceira geracao tais como a defxilesta década foram também
introduzidas penicilinas de espetro alargado t@saca ticarcilina (Ligozzet al.,, 1991;
Fontaneet al, 1992; Riceet al, 2004; Oncet al, 2005).

Na década de 80 surgiram as classes dos monobeata(aztreonamo) e dos
carbapenemos (imipenemo e meropenemo), em ger@terdes a acao dag-
lactamases. Foram também aprovadas para uso tecapés cefalosporinas de espetro
alargado incluidas na 32 geracdo, nomeadamente fa@taxdma, ceftazidima,
cefoperazona e ceftriaxona, e a penicilina de espédrgado piperacilina (Baget al,
1997, Caiaffa Filhcet al,, 2003; Riceet al, 2004). Dentro do grupo dos antibiotidds

lactdmicos as penicilinas sdo das mais utilizadasmaes importantes. Possuem
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propriedades quimicas Unicas sendo antibioticogleigdo na terapéutica de varias
doencas infeciosas (Cetinkagtal, 2000).

3.2. Penicilinas

A descoberta da penicilina foi feita por AlexanBié&gming em 1928, vindo mais
tarde em 1940 a ser isolada e purificada por Chvddmey e Abraham (Sousa, 2005). O
mesmo autor refere que aquando do estudo lab@latei Staphylococos, Alexander
Fleming constatou que um tipo de bolor tinha coimado uma das suas culturas, o que
causou a lise de bactérias existentes na vizinhaDcéolor pertencia ao género
Penicillium, pelo que Fleming deu o nome de penicilina & substéhescoberta com
propriedades antimicrobianas. Uma década depoigginChMorey e Abraham,

desenvolveram a penicilina como agente terapésistémico.

A penicilina € uma molécula caraterizada pela prgsedo anep-lactamico.
Atualmente existem varios tipos de penicilinas aifarenca estrutural na variagdo do
radical R (Figura 1) (Nogat al, 2003; Brown, 2004; Buynak, 2004). As penicilifas
e V sao penicilinas naturais, isoladas dos fungogé&herdPenicillium enquanto outras
sdo semissintéticas sendo classificadas como: rfijnaapenicilinas (ampicilina
eamoxicilina); (i) carboxi-penicilinas (carbeniad, ticarcilina, meticiclina,
cloxacilina, flucloxacilina e oxacilina) e;(iii) ardo-penicilinas (azlocilina, mezlocilina
e piperacilina) (Perez-Tralleret al, 2003; Bomoncet al, 2006; Zhanekt al, 2007;
Nomuraet al, 2010).

H
N

—

Vs
O/\OH

Figura 1. Estrutura quimica da penicilina que mostra o fidattamico. R= posicdo do
substituinte; O = oxigénio; C = carbono; H = hidkag; N = azoto; S = enxofre
(Sousa, 2005).

As penicilinas semissintéticas apresentam uma melatvidade em
consequéncia das modificacdes estruturais (Bro@®4;2Buynak, 2004). A ampicilina

e a amoxicilina sdo penicilinas de amplo espeteagem sobre bacilos Gram positivo
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e Gram negativo, sendo estas sensiveis aos mecangenresisténcia das bactérias,
como as p-lactamases que atuam sobre o afighctamico. A oxacilina é um
antibacteriano de espetro reduzido, ndo tendooeseibre bacilos Gram negativos, mas
sendo resistentefalactamase (Bomonet al, 2006; Eggertson, 2007; Schindler, 2007,
McDonald, 2010).

3.2.1.Classificagéo das penicilinas

De acordo com a origem e espetro de acdo as peascipodem classificar-se em: (i)
penicilinas naturais; (ii) aminopenicilinas;(iii) epicilinas antiestafilococicas;(iv)
carboxipenicilinas e; (v) ureidopenicilina. Tem edéntes vias de administracdo e
espetros de acéo que sdo descritos no quadroja éSégnoli, 2008).

Apoés a sua descoberta a penicilina foi o primembb#tico a ser usado na pratica
clinica. Adicionando diferentes percursores ao nadeicultura ddenicillium notatum
obtiveram-se misturas de penicilinas F, G, K, YA¥enicilina G foi obtida com maior
eficacia a partir do isolamento em culturas Rimicillium chrysogenumtendo sido
adicionado ao meio, acido fenilacético como pemuda fermentacdo (Brugueras e
Garcia, 1998).



Quadro 1. Classificacao das penicilinas de acordo com a wrigespetro de acéo
(Brugueras e Garcia, 1998).

Tipos de penicilina

Administracao

Espetro de acao

Penicilinas Naturais

Penicilina G

Penicilina V

Intramuscular

Intravenoso

Via oral

Streptococcus pneumoniae
Streptococcus

Beta hemoliticus
Streptococcus viridans
Pasteurella multocida
Neisseria meningitidis
Clostridium spp
Treponema pallidum

Actinomyces

Penicilinas Semissintéticas

Amino Penicilinas

Enterococcus

Listeria monocytogenes

Ampicilina Intramuscular, intravenoso Haemophilus influenzaedo produtor de
Beta lactamases
Amoxicilina Via oral Salamonella spp
E.colinédo produtora de beta lactamases
Penicilinas
Antiestafilocécicas
Cloxaciclina Via oral
Oxacilina Via oral, intramuscular, intravenoso Staphylococcus spgensiveis a meticilina
Dicloxacilina Via oral

Carboxipenicilinas

Ticarciclina

Ureidopenicilinas

Intramuscular, intravenoso

Intramuscular, intravenoso

Pseudomonas aeroginosa
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3.2.2.Mecanismo de acao da penicilina

A parede celular € uma estrutura vital para asébast tanto Gram positivo
como Gram negativo, permitindo que estas possaar em ambientes hipoténicos. Os
antibioticos p-lactamicos do grupo das penicilinas atuam inibirglosintese de
componentes da parede celular, causando a lise eopseguinte a morte da bactéria
(Sousa, 2001).

As penicilinas estédo incluidas no grupo dos aniimé anti-parietais (inibidores
da sintese do peptideoglicano). O peptideoglicana éubstancia que confere a
membrana celular, a rigidez e a estabilidade aegtatas as bactérias, a excegcdo do
Mycoplasma. Os Antibiéticos anti-parietais, nesteacdo grupo das penicilinas, atuam
inibindo a sintese do peptideoglicano nas suasredifes fases de biossintese.
Pertencem ao grupo dos antibidtic@slactamicos, sendo o aneB-lactamico

indispensavel a sua acao antibacteriana (Sous).200

Na biossintese do peptideoglicano vai existir ebrpuele ligacbes covalentes, o
que origina a insercdo de novos “segmentos” redetatgados. No processo de
crescimento das células bacterianas, sdo necessadanas autoliticas e enzimas com
funcdes biossintéticas. As enzimas autoliticas enagnas com fungdes biossintéticas,
glicotransferases, transpeptidases e carboxipespgsdancontram-se localizadas no
folheto externo das membranas citoplasmaticas (MSfjas sdo designadas por PBPs
(Penicillin  Binding Proteins) atuando como alvoss dantibioticos p-lactamicos
(Nikolaidis et al, 2013). Existem 6 tipo de PBPs sendo as trésemas PBPs (PBP
1,2, 3) os alvos dos antibidtic@islactamicos: (i) inibicdo de PBP1- provoca a lise
celular; (ii) inibicdo de PBP2- provoca a formagd® esferoplastos; (iii) inibicdo de

PBP3- provoca a formacéo de formas filamentosasdégluet al.,2013).

Os B-lactamicos atuam inativando a atividade fisiolagitas PBPs, causando a
interrupcdo da sintese do peptideoglicano e exacddda atividade das autolisinas
bacterianas, a consequéncia final deste processmerte e lise da célula bacteriana
(Sousa, 2001). Os antibidticog-lactdmicos tém de atravessar a parede celular
bacteriana para atingir o alvo (PBPs), inativand&® atuam em bactérias com parede
celular, sendo mais eficientes em Gram positivagu® em Gram negativo, isto devido

a diferencas estruturais na parede celular (SQ0€4,).
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3.2.3.Penicilina G

A penicilina G (Figura 2), também designada de teerzicilina, € instavel em
meio acido ou alcalino, hidrolisando-se facilmeatpH 7. Pode apresentar-se sob a
forma de p6 seco com algum grau de higroscopias(s#ito ou potassico), sendo por
iSSO necessario o seu armazenamento em ambientessesterilizacdo deste tipo de
antibiético deve ser efetuada por radiacdes ousgasecomo, o 6xido de etileno, visto
ser altamente sensivel as temperaturas elevada®zmao a sua inativacdo. O espetro
de acdo da penicilina G é basicamente direcionadtrac Gram positivo, sendo a sua
acao contra Gram negativo praticamente nula. Temaflabsor¢cdo a nivel do tubo
digestivo devido ao baixo PH das secre¢fes gésthgee destroem o antibidtico,
havendo unicamente absorcdo de 1/3 da dose admuilaistia oral. Em doentes com
idade superior a 65 anos ou em recém nascidosueno @H gastrico € mais elevado,
h& uma maior absorgdo. A absorgdo da penicilinm@Gamente efetua-se a nivel do
duodeno atingindo um pico sérico ao fim de 30-60uttis. Se a penicilina for
administrada via parenteral e via intramusculapioss maximos séo atingidos em 15-
30 minutos (Chabner et al., 2012).

A penicilina G é excretada pelos rins para a ufig@endo excrecéo e filtracao
glomerular, 90% da dose administrada € recuperadarma biologica ativa na urina
no intervalo de 1-2 horas. A administracdo da plemacG tanto por via oral como
intramuscular pode ter alguns efeitos secundaressgdadamente: quando usada em
grandes doses pode ocasionar disturbios gastriiatiss problemas cardiacos, reacdes
de hipersensibilidade em doentes atdpicos, verigaialeias, alucinacdes e alergias. A
penicilina G é indicada para o tratamento da Sjffiaringite aguda e na profilaxia da
endocardite po6treptococcus spd.ambém é usada contra anaerdbios Gram positivo
estritos (Sousa, 2005).
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Figura 2. Estrutura quimicada penicilina G.O = oxigénio; C = carbono; H
hidrogénio; N = azotoSousa, 200).

3.2.4.Ampicilina

A ampicilina foi descoberta em 1961 sendo a prim@minopenicilina. A
aminopenicilinas sé@o penicilinas sssintéticas obtidas a partir do acidc-
aminopenicilanico. Possuem melhor acdo coGram negativo do que as penicilin
naturais, devidoprincipalmente a existéncia de um grupo amina cgiesrscontr:
inserido na posicéo alfa do aip-lactamico, o que aumenta a hidrofilia da molécu;
antibiotico ampliand assim a sua acao contra actérias Grammegativo. A sua carg
elétrica também dife das penicilinas naturais sendo estas anidnicags
aminopeircilinas anfotéricas. Esta cieristica melhora a penetracdo dos antibiétic
nivel dos canais de porina etentes na parede celular dastbdaas Gram negativo
(Chabner et al., 2012).

A ampicilina é uma penicilina sensintética que possui um grupo ami-NH2)
em posicao alfgFigura 3, encontrando-se inserido no remlbenzénico do radical
carderistica que diferencia a ampicilina da penicilhaA preenca de um grupo ami
confere aampicilina carga positiva dan-lhe um caréater anfot&@d ou seja possui u
polo positivo e um o negativo, no caso da penicilina G s6 existe aarggativa. £
via de administracdo da ampicilina pode ser porové apresentan-se sob a forma
carboxilica livre ou por via parentérica em que se apriessob a forma de sal sodico
estavel na presenca de 4cido géastrico, sendo bsonvata pelo trato gawintestinal
(cerca de 40 a 50%Apos a sua administracdo é rapidamente difundidaaiaria dos
tecidos e fluidos do organismo alcancando niveism@s de concentracdo sérica a
2 horas da administracdo via oral, caso a admagtrseja por via parentéric
intramuscular as concentracfes maximas séricaatis@idas muito mais rapido do g
a mema dose administrada por via ¢ A excregéo é realizada principalmente pol

renalna forma ndo metabolizada, mas também atrav bilis nas fezes. A eliminagé
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através dos riné realizada por filtracdo glomerular, secrecédo larbe reabsorca
tubular. A disfuncdorena diminui a excrecdo sendo a semivida da ampicilio
organismo superior nestes ce . Apresenta um amplo espetro antimicrobiano, tant

Gram positivo como er@ramn negativo (Sousa, 2005).

NHz
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Figura 3. Estrutura quimica da ampicilir O = oxigénio; S = enxofre; H = hidrogén
N = azoto (Sousa, 2005).
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4. AVALIACAO DOS CRESCIMENTO BACTERIANO — CONCENTRA CAO
MINIMA INIBITORIA (CMI)

O uso indiscriminado e constante de antibidticos nmedicina humana e
veterinaria tem determinado o aumento de resigtébeicteriana, interferindo no

tratamento efetivo das infecdes por estes ageRteg)érset al, 1995).

A resisténcia bacteriana pode ser transferida pmamsmos diversos, podendo
estabelecer-se entre microrganismos de uma mesipalapéo ou de diferentes
populacdes, como da microbiota animal para humanmeeeversa (Nijsteret al, 1993).

O desenvolvimento de resisténcia bacteriana remigesan potencial de risco a saude
publica (Bongerst al, 1995; Baccaret al, 2002).

A atividade antimicrobiana € avaliada através dardenacdo da quantidade
minima de antibiético necessario para inibir o dresnto de um determinado
microrganismo, esse valor é definido como ConceatraMinima Inibitéria (CMI)
(Pinto et al, 2003; Fennekt al, 2004). Existem diferentes métodos para avaliar a
atividade antimicrobiana de um determinado aniitoentre os quais o método de
microdiluicdo em que séo efetuadas os microdil@gieantibidtico em estudo a fim de
se determinar a CMI; o método de difusdo por dgnoque € colocado em contato, um
disco impregnado do antibiético em estudo, com ueiontde cultura solido e que
posteriormente é avaliado o poder antimicrobianalisando o halo de inibicdo do
disco (Alves etl., 2012).

De acordo com o Despacho n°14319/2005 de 29 deo Jantuantificacdo das
CMI permite a escolha da melhor terapéutica a aidtrém a cada doente, assim como
adaptar a mesma a cada situacdo patolégica. As foblem ser obtidas por varios
métodos sendo o método de diluicdo o de refergmojosta pelo CLSI (Clinical and
Laboratory Standards Institute). Consiste na peg@ar de meios liquidos ou sdlidos
aos quais sao adicionadas concentracdes crescEntgibidticos, onde € semeada a
mesma quantidade de inoculo e apds incubacéo oczesé a existéncia ou nao de

crescimento havendo determinagéo da CMI.

Os testes de diagnostico tém um papel essencialrpduzir a propagacao de

bactérias multirresistentes, ajudando os clinicake@dir se um antibiético ira curar
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uma infecdo e a escolher qual o antibiético mais@pado. Estes testes sédo efetuados
pelos laboratérios de microbiologia, que participdeste modo nos programas de
vigilancia e de controlo de antibioterapia atradéstestes de rastreio, de analises de
diagndstico rapidas, de testes de resisténciargnettacdo de resultados e selecdo de

antibioticos), da tipagem de estirpes e da vigiepidemiologica (BioMérieux, 2010).
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5. OBJETIVO GERAL
Analisar o efeito da administracéo de dois antitddt diferentes (natural versus
semissintético) em bactérias Gram positivo do géketerococcugspéciegaeciume

faecalis

5.1. Objetivos especificos
Verificar se existem diferencas significativas erdrefeito do antibiético natural
(penicilina G) e o efeito do antibidtico semissiit@ (Ampicilina), de acordo com o

género.
Verificar se existem diferencas significativas erdrefeito do antibiético natural

(penicilina G) e o efeito do antibidtico semissimg (Ampicilina) tendo em

consideracao as espécfasciumefaecalis de acordo com o género.
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6. MATERIAL E METODOS
6.1. Tipo de Estudo
Estudo retrospetivo, descritivo e correlacional.

6.2. Amostra do estudo

A amostra da presente tese é designada de nadjpistizaa e de conveniéncia,
dado que a quantidade de utentes analisados podeendepresentativa da populacao
infetada com as bactérias estudadas, visto queastias foram processadas por ordem
de chegada ao setor de Microbiologia durante urfogertemporal. Fizeram parte da
amostra total 314 utentes (162 do género mascui®d9 + 21,59 anos de idade; 152
do género feminino: 61,15 * 23,04 anos de idadé)mdade Hospitalar de Braganca —
ULSNE entre Outubro de 2009 e Dezembro de 2012 aiastra total, 70% dos
utentes encontravam-se hospitalizados em diversoscss da Unidade Hospitalar e
30% eram utentes externos (i.e. a realizarem exéhegatoriais de rotina). Visto que
o produto biolégico analisado em maior percentafgma urina, o género foi alvo de
estudo visto que individuos do sexo feminino sads peopensos a contrair infecdes
urinarias do que individuos do sexo masculino, @@ anatomia da uretra feminina
ser mais curta que a uretra masculina, encontraadem maior proximidade com o

anus e vagina onde as bactérias estédo presentes.

6.3. Procedimentos
6.3.1.Isolamento e identificacdo das bactérias

Os produtos biologicos deram entrada no Servigo Paéologia Clinica,
especificamente no setor de Microbiologia da Unéd&tbspitalar de Braganca da
ULSNE, entre Outubro de 2009 e Dezembro de 2012.pfasiutos biologicos
processados foram a urina, expetoragdo, catetsr, l@imoculturas e outos liquidos
bioldgicos que incluem o liquido ascitico, liquigleural e o liquido cefalorraquidiano.
Os mesmos (i.e produtos bioldgicos) foram processae acordo com a metodologia
implementada no Servico (quadro 2). Foram utilizaeheios de cultura sélidos: Gelose
de Sangue (GS), Gelose de chocolate (GC), MamitatConkey, Saboround, Cystine
Lactose Eletrolyte Deficien (CLED), Uricult®Plusofobinacéo de uma placa com trés
meios: Cled, MacConkey, meio @mterococcuse um meio de cultura liquido: Brain
Heart (BH).
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Quadro 2. Procedimento para o tratamento de produtos bicdggi

Produto Meios de Método de Exame direto Tempo/Temperatura
biol6gico cultura sementeira de incubacéo
Gram, exame
Urina CLED, Estria Central, microscopico  18-24 horas/37°C
Uricult®Plus Imerséo a fresco do
sedimento
GS, GC Quatro quadrantes
Expetoracéo Manitol, (Esgotamento) Gram 18-24 horas/37°C
MacConkey,
Saboround.
Quatro quadrantes
Liquido GS, GC, (Esgotamento)
Biolégico (i.e.  Manitol, Meio liquido: Gram 18-24 horas/37°C
Liquido MacConkey, inoculagéo por
Pleural, BH. agitacao
LC.R,
Liquido
Ascitico)
Quatro quadrantes
GS, GC, (Esgotamento)
Catéter Manitol, Meio liquido: Gram 18-24 horas/37°C
MacConkey, inoculagéo por
BH. agitacéo
Quatro quadrantes
GS, GC, (Esgotamento)
Pus Manitol, Meio liquido: Gram 18-24 horas/37°C
MacConkey, inoculagéo por
BH. agitacéo
GS, GC, Quatro quadrantes
Hemocultura Manitol, (Esgotamento) Gram 18-24 horas/37°C
MacConkey
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A figura 4 ilustra o0 método de sementeira de upoaestria central, inoculando-
se aproximadamente 10 pl de amostra com o auwdlionth ansa calibrada em meio de
CLED.

Figura 4. Meio de cultura CLED e amostra de urina.

A figura 5 ilustra o0 método de sementeira em 4 tpargds e por inoculagdo em
meio liquido de enriquecimento, estes métodos deestira sao utilizados em

sementeiras de produtos biol6gicos tais como podtascateter, pls e liquidos

bioldgicos.

Figura 5. Meios de cultura GS, GC, BH, Manitol, Mackonke&yamostras de pus,

liquido bioldgico e ponta de catéter.
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A figura 6 ilustra 0 método de sementeira em 4 rprdds, estes métodos de
sementeira sdo utilizados em sementeiras de pdbioldégicos tais como

hemoculturas e expetoracao.

Figura 6. Meios de cultura GS, GC, Manitol, Mackonkey, Salbod e amostras de

hemocultura e expetoracao.

Apos incubagdo a 37°C durante 24 horas, nos meiogjue se verificou
crescimento bacteriano consideravel, realizou-sa cotoracdo de Gram das colonias
alvo. Esta coloracao teve como objetivo determanaracao das bactérias aos corantes e
por conseguinte diferenciar os Gram positivo e Gragativo. Foi simultaneamente
avaliada a morfologia bacteriana para distin¢caceerdcos, diplococos ou bacilos. Para
diferenciacdo entre espécies de Gram positivofeduada a prova da catalase a fim de
distinguir o génerdenterococcusio génerdStaphylococcusAs espécies identificadas
como Gram positivo do géneEnterococcugoram testadas quanto a sua sensibilidade
e resisténcia bacteriana. A identificacdo definités efetuada utilizando uma carta de
identificacdo de Gram Positivo (GP) em que é obtidgnero e a espécie da bactéria. A
determinacdo da CMI é efetuada utilizando uma adetantibiograma AST-586, que
determina as suscetibilidades bacterianas aos@mds. A identificacdo definitiva e a
determinacao da CMI séo efetuadas pelo sistemanatitado VITEK-2 (Bio-Merieux,
Lyon, France) existente no setor de microbiologidkhidade Hospitalar de Braganca
da ULSNE.
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6.3.2.Testes de sensibilidade

Foram efetuados testes de sensibilidade as bac@mi@riormente isoladas e
identificadas E. faecalise E. faeciunm tendo sido posteriormente determinado a CMI de
cada um dos antibioticos testados (penicilina @Gpialina). A determinacdo da CMI é
efetuada usando concentracdes de antibioticosadiasvde duplas diluicdes sucessivas
(BioMérieux, 2010). A CMI é entdo determinada atipata adicdo da concentracao
mais baixa de antibiético em que ocorre inibicdocdescimento bacteriano, sendo
utilizado o método de diluicho em caldo “Broth Dibm” ilustrado na figura 7. Foi
utiizada uma carta de antibiograma especifica pardeterminacadn vitro da
sensibilidade do génefenterococcus agentes antimicrobianos, baseada na técnica de
CMI descrita por Maclowry e Marsh (1968) e Gerld&B874). Cada carta possui 64
micropoc¢os contendo meios de cultura Cation-adjusteller-Hinton broth (CAMHB),
Muller-Hinton Agar (MHA) misturados com concentragdconhecidas do antibiético a
testar (quadro 3) e um micropogo que contém uningem@eio de cultura sendo este o
micropoco de controlo (Wiklest al, 2007).

\/\/E
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&%
&t
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05 02 012 006 003 Contol

Result MIC =0.12 g

Figura 7. Determinacao da CMI pelo método de Broth DilutiBroMérieux, 2010).

O preenchimento da carta efetuou-se com uma suBpeles bactérias obtidas
por inoculacdo de coldnias alvo, em 3 ml de soligg@ima entre 0,5 e 0,63 padréo de
MacFarland (Wikleret al, 2007). Posteriormente realizou-se uma diluicdosferindo
280 pl da suspenséo inicial para uma solucédo sdbn@,45% de 3 ml. A suspensao
final é inoculada na carta de antibiograma e indakentre 35°C e 37°C, em condi¢cfes
de aerobiose durante 18 a 24 horas. Apés a incolmgitema automatico avalia cada
padrdo de crescimento dos microrganismos na prasena@ntibioticos, em relacédo ao

crescimento no poco de controlo, sendo determinadwalor da CMI para os
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antibioticos testados. Os resultados sao exprepsalfativamente como sensivel ou
resistente podendo ser expresso guantitativameniegéml, estes valores encontram-se
descritos no quadro 3.

Quadro 3. Antibitticos em estudo da CMI (Wiklet al, 2007).

Antibiotico Concentracéo Intervalo de Sensivel Resistente
adicionada em pg/mi Concentracéo (ng/ml) (ng/ml)

Ampicilina 0,5; 4, 8; 32 0,5-32 <8 >16

Penicilina G  0,125; 0,25; 1; 2; 8; 64 0,12-64 <8 >16

A interpretacdo da CMI obtida nas cartas de argibima utilizadas esta de
acordo com as interpretacoes definidas pela Foadl Biug Administration (FDA),
Clinical na Laboratory Standards Institute (CLSK®&) Comité de lIAntibiogramme de la
Société Francaise de Microbiologie (CA-SFM) e dordpean Committe for
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) (BioMieux, 2010).

6.4. Procedimentos estatisticos
A andlise dos dados foi composta pela analisex@)oratoria; (i) descritiva e;

(iii) inferencial dos dados.

Em relacédo a andlise exploratdria foram realizaga$icos (histogramasigh-
low, box-and-whisker plojsde forma a maximizar a percecdo ou visualizagdo d
conjunto de dados, descortinando estruturas sutiggee detetando valores atipicos
(outliers), bem como a detecdo e possivel extracdo de e@iamportantes para o

desenvolvimento de modelos parcimoniosos.
Foi realizada a andlise de simetrskdwnegse de achatamentduyrtosi9 das
curvas e aplicado o teste de Kolmogorov-Smirnova paveriguar se os valores

registados apresentam uma distribuicdo normal.

Na analise descritiva foi calculada a percentagendistribuicdo dos produtos

organicos utilizados e da resposta dos antibiatigopor bactéria e; (ii) por género.
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Na analise inferencial foi utilizada a ANOVA doiatdres para analisar a
variancia de cada um dos antibiéticos (i.e. ampgik penicilina), de acordo com a
bactéria e o género. O Testestudentemparelhado foi utilizado para analisar as
diferencas entre a ampicilina e penicilina por &aate por género. O nivel de

significancia foi colocado em p < 0,05.
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7. RESULTADOS

As figuras 4, 5 e 6 apresent a caraterizacdo descritiv8o) dos produto
organicos utilizados para a amostra totalero masculino e femininrespetivamente.
Verificou-se que para a amostra total (Figura 4), assim cpara cada génel
(masculino Figura 5; feminino: Figura 6A urina foi o produto organico com mal
percentagem de recolha (total: 62%; mano: 59%; feminino: 64%), segla do pus
(total: 21%; masculino: 20%; feminino: 229

Total

3% 1%

H Cateter
B Expectoracdo

W Hemoculturas

62%

o

Figura 8. Caraterizacdo descritiva dos produtos organicdgadbs para a amost
total (%).

M Liquido Bioldgico
Pus

Urina

Masculino

4% 1%

3% W Cateter
(]

B Expectoragao

59% B Hemoculturas

o

M Liquido Biolégico
Pus

Urina

Figura 9. Caraterizagdo descritiva dos produtos organicdizadbs para cgénero

masculino (%).
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Feminino

3% 1% 79

3%

W Cateter
M Expectoragdo

W Hemoculturas
64%

—r

Figura 10. Caraterizacao descritiva dos produtos organicdizadbs para cgénero

H Liquido Bioldgico
Pus

Urina

feminino (%).

As figuras 7, 8 e 9 apresentam a quantidade (%)teletes infetados com
bactériaE.Faecalis e E.Faeciun para a amostra total, para o gém masculino
feminino, respgvamente. Para a amostra total verifi-se que a maica dos utentes
(82%) estava intada com a lctéria E.faecalise a restante (18%) com actéria
E.faecium Para o género masculino e feminino verif-se a mesma tendéncia. Pai
género masculinofgecalis. 78%; faecium 22%) e para o género femininfaecalis
86%;faecium 14%).

Total

B E Foecalis

E. Foecium

Figura 11. Percentager(?o) de utentes infetados por bé@ga para a amostra to
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Masculino

B E Foecalis

W E. Foecium

Figura 12. Percentagem (%) de utentes infetados por bage@rao género masculino.

Feminino

M E Foecolis

m E Foecivm

Figura 13. Percentagem (%) de utentes infetados por bactéréiaggénero feminino.

As figuras 10, 11 e 12 apresentam a percentagensedaibilidade e da
resisténcia de cada uma das bactérias existentesk(i faeciune E. faecaliy a
administracdo da ampicilina e da penicilina parareostra total, género masculino e
feminino, respetivamente. Para a amostra totau(gid0), verificou-se que a bactéria
E. faeciumfoi maioritariamente resistente tanto para a aitipac(89,5%) como para a

penicilina (91,2%). Ja a bactéiia faecalisfoi maioritariamente sensivel, para ambos
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os antibidticos (i.e. ampicilina e penicilina). Adise quando separada por género
seguiu a mesma tendéncia. Em ambos os génerosu{masd-igura 11; feminino:
Figura 12) a bactéri&. faeciumfoi maioritariamente resistente tanto a ampicilina
(masculino: 88,9%; feminino: 90,5%) como a pemeail{masculino: 91,7%; feminino:
90,5%). E a bactéria. faecalisfoi maioritariamente sensivel para ambos os anidus
com as mesmas percentagens de sensibilidade emgéadao (masculino: 65,1%;
feminino: 67,9%).

Total

100,0%
80,0%

60,0%

40 0% M 5ensibilidade

fl

Resisténcia
20,0%

0,0%

il

E. Foecium E. Foecolis E. Foecium E. Foecalis

Ampicilina Penicilina

Figura 14. Percentagem da sensibilidade e da resisténcidataériasE.faeciume E.
faecalis (p < 0,001), em relacdo a administracdo da ampécik da penicilina,

respetivamente, para a amostra total (género:,p5).0
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Masculino

100,0% 88,9% 91,7%
80,0% 65,1% 65,1%
60,0%
40,0% 4,9% 34.9% B Sensibilidade
20,0% 111 B.3% M Resisténcia
0,0% I
F E Faecium E Foecalis E. Foecium E Foecaolis
Ampicilina Penicilina

Figura 15. Percentagem da sensibilidade e da resisténcibatdériasE. faeciume E.

bY

faecalis (p < 0,001), em relacdo a administracdo da ammmacie da penicilina,
respetivamente, para o género masculino.

Feminino
100.0% 90,5% 90,5%
B80,0% 67,9% 67,9%
60,0%
40,0% 2,1% 32,1% M 5ensibilidade
20,0% 9,5% 9,5% W Resistencia
0,0% |
F. E Faecium E. Faecalis E. Foecium E. Foecolis
Ampicilina Penicilina

Figura 16. Percentagem da sensibilidade e da resisténcibataériass. faeciume E.
faecalis (p < 0,001), em relacdo a administracdo da anmmcie da penicilina,
respetivamente, para o género feminino.

Em ambos os antibidticos verificou-se uma diferengstatisticamente
significativa entre os dois tipos de resposta pessii.e. sensivel ou resistente). Para a
ampicilina (. 313= 330,71; p < 0,001) e para a penicilinaflz= 342,62; p < 0,001). O
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quadro 4 apresenta a analise de variancia em celacéesposta da ampicilina e
penicilina. A bactéria teve um efeito estatisticataesignificativo na administracéo da
ampicilina (k. 313= 68,82; p < 0,001). No entanto, o género nao ¢fero significativo

(F1313= 0,009; p < 0,92), assim como a interacdo bacménero (Fz;3= 0,11; p <

0,74), na ampicilina. A tendéncia foi semelhanteaaadministracado da penicilina. A
bactéria teve um efeito estatisticamente significaha administracdo da penicilina
(F1313= 73,21; p < 0,001), o género;(dr3 = 0,09; p < 0,76) e a interacdo bactéria X

género (k313=0,01; p < 0,90) ndo registaram significancia.

Quadro 4. Anova 2 fatores para ampicilina e penicilina.

Efeito Bactéria Efeito Género Interacéo Bactéria X Género
F p F P F p
Ampicilina 68,82 <0,001 0,009 0,92 0,11 0,74
Penicilina 73,21 <0,001 0,09 0,76 0,01 0,90

F — valor do teste de F; p — valor de significancia

As figuras 13, 14 e 15 apresentam as comparacogmrelmadas entre a
ampicilina e penicilina, por bactéria e géneroapamamostra total (Figura 13), género
masculino (Figura 14) e feminino (Figura 15), reés@enente. Para a bactéria
faecalis ndo se verificou qualquer diferenca entre os daotthioticos para a amostra
total, masculino e feminino ja que o erro padréioziro para estes trés casos. Em
relacdo a bactérig. faeciumtambém nédo se verificaram diferencas significatina
administracdo dos dois antibiéticos sendo que paramostra total, (p = 0,32),

masculino (p = 0,32) e feminino, o erro padraazio.
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Total

Bo5% 912%
100,0% .
B60,0%
33,5% 33,5%
40,0%
10,5%

20,0% . 8,8%

0,0%

Sensibilidade  Resisténcia | Sensibilidade  Resisténcia
E. Foecium E. Foecalis

M Ampiciling ™ Penicilina

Figura 17. Comparacao das amostras emparelhadas entre ale@genicilina, por
bactéria (p > 0,05) para a amostra total (géneroO5).

Masculino
91,7%
100,0% 88.9%
20,0% 65,1% B651%
60,0%
349% 349%
40,0%
11,1%

20,0% 8.5%

0,0%

Sensihilidade  Resisténcia | Sensibilidade  Resisténcia
E. Faecium E. Faecalis
W Ampicilina ™ Penicilina

Figura 18. Comparacao das amostras emparelhadas entre alem@mqenicilina, por
bactéria (p > 0,05) para o género masculino.
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Feminino

90,5% 90,5%
100,0%
80,0% B7,9% 679%
60,0%
32,1% 321%
40,0%
20,0% 9,5% 9.5%
0,0%
Sensibilidade  Resisténcia | Sensibilidade  Resisténcia
E. Foecium E. Foecalis

W Ampicilina ™ Penicilina

Figura 19. Comparacao das amostras emparelhadas entre ale@genicilina, por
bactéria (p> 0,05) para o género feminino.
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8. DISCUSSAO DE RESULTADOS

O objetivo da presente tese foi comparar a atuagii® dois antibidticos da
familia da penicilina, sendo um deles natural (@&na G) e outro semi-sintético
(ampicilina), em bactérias Gram positivo do géremterococcusias espéciemecium
e faecalis Como principais resultados, verificou-se que r@muve diferencas
estatisticamente significativas entre a atuacéd® @ensibilidade e resisténcia) da
penicilina G e da ampicilina ndSnterococcus faeciure faecalis Verificou-se um
efeito significativo da bactéria em que Eb faeciumfoi mais resistente tanto a
ampicilina como a penicilina. Por sua vez, o gém&o registou efeito significativo, o
gue significa que o efeito de ambos os antibiétités varia de acordo com o género

(i.e. masculino versus feminino).

A colheita e processamento dos produtos biologisbsdados foram obtidos a
partir de técnicas asséticas, técnicas usadas cbjetivo de minimizar a contaminagéo
da amostra de forma a nao alterar os resultadass fiConstatou-se que as amostras
bioldgicas urina e pus foram os produtos estudadosnaior percentagem. Todos 0s
produtos analisados deram entrada no setor de biiddogia sem critérios de selecao,
dado que foram clinicos da especialidade a pediremnalise do produto. Esta é uma
pratica comum das unidades hospitalares, ou sejareadizacdo de exames
microbioldgicos a diferentes produtos biolégicosnaedo a identificar qual o foco da
infecdo. O tratamento dos produtos biolégicos fetumdo de acordo com as normas
estandardizadas para a prética clinica. A ideatjfio da bactéria foi feita numa
primeira fase através de procedimentos manuaislidesia visual da morfologia
bacteriana, prova da catalase e observacdo do Geardp posteriormente efetuada a
identificacdo confirmatdria quanto ao género e @spéa bactéria em estudo. O racio
de infe¢cBes causadas forfaecalisem relacdo a infe¢cdes causadas por outras espécies
de Enterococcug aproximadamente de 10 para 1. Apesar do aurdanpercentagem
de infecbes causadas per faecium a literatura relata diferencas entre as infecdes,
sendo que a infecdo pdio faecaliscontinua a ser a mais prevalente (Comeréatal,
2013). Os autores, Sreajhal (2012) e Doddamamit al (2013) realizaram estudos em
amostras biolégicas provenientes de unidades lategis identificando bactérias do
género Enterococcus Em ambos os estudos verificou-se que a percentatgeE.
faecalisé superior a percentagem Hefaecium Desta forma, e tal como o estado da

arte tem vindo a constatar, também a populacag.daecalis(82%) em estudo na
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presente tese de mestrado foi manifestamente supegpopulacao de. faecium(18%)

para a amostra total.

A obtencédo da CMI pode ser obtida a partir deogamétodos: (i) E Test, (ii)
Agar Dilution, (iii) Broth Dilution e (iv) Disk Difusion (Bakeret al.,1991). Os autores
referidos efetuaram um estudo de comparacéo estgeiatro métodos de obtencdo da
CMI, concluindo que produzem resultados similareBeeeles (Bakeet al, 1991).
Assim, a literatura descreve estes 4 métodos mmads como indicados para
obtencédo da CMI. No entanto, 0 método de Brothtitué descrito como um método
facilmente adaptavel a sistemas automatizados. Eagymétodos mais utilizados em
laboratérios de microbiologia nos Estados Unidesds que uma das vantagens na
utilizacdo deste método € que se pode efetuamdifidacdo e os testes de sensibilidade
antimicrobiana e simultaneamente reduz o tempoedposta na atuagcdo contra a
infecdo (Jorgensen, 1993). A obtencdo de CMI entebdas do Géner&nterococcus
partir do método de Broth Dilution foi estudada péashimotoet al, (2012) que
compararam as CMI obtidas a partir do método déhBRaution e do método de Agar
Dilution em bactérias do GénefmterococcusAs CMI obtidas com o método de Broth
Dilution estdo concordantes com as CMI obtidas cométodo de Agar dilution em
73% dos casos estudados. Os autores concluirano guétodo de Broth Dilution é
adequado para a determinacdo da CMI Emerococcus Os resultados da CMI da
presente tese de mestrado foram obtidos pelo mékdiroth Dilution numa carta de
antibiograma direcionada para a obtencdo das CMIGegam positivos do género
EnterococcusA carta de antibiograma utilizada (AST-P586) pos®rios micropogos
impregnados de diferentes tipos de antibidticosv@eser inoculados e testados contra

as bactérias em estudo no sistema automatizadek{2jtLyon, France).

Durante décadas foi estudada e reconhecida aéreses deEnterococcusa
varios antibiéticos tais como vancomicina, aminoagideos e antibidtico$-
lactamicos, tornando-se assim um género de baxt@udtirresistentes e um importante
agente nosocomial (Murray 1990; Graysenh al, 1991; Grayet al, 1991). Os
Enterococcugpossuem um grande potencial para produzir genéstemes a novas
formas de antibioterapia, causando assim sériasidiides na forma como é dirigida a
terapéutica. Espécies produtoras fatamase que sdo resistentes a penicilina séo

sensiveis a gentamicina, a ampicilina-sulbactammagicilina- acido clavulanico ou a
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vancomicina. As espécies que sao resistentes laditis B-latdmicos nao produtoras
de B-latamases e respondem bem a terapéutica com vanmtame gentamicina
(Marothi, 2005). A penicilina G e a ampicilina faraecomendadas como antibiéticos
de referéncia no tratamento de infeces fraterococcusembora a ampicilina tenha
uma CMI mais baixa, a penicilina G foi a prefermatratamento devido ao seu baixo
custo e menores efeitos secundarios no pacienten@eet al, 1991). Hoje em dia
existem diversos antibidticos eficazes na atuagdtra osEnterococos quer em
associacado quer em formas simples. Apesar desteayda bactérias se tornarem cada
vez mais resistentes, a escolha do antibiotico déee depender s6é da CMI
determinada, devendo-se ter em conta o tipo dedofgue esta a ser tratada, a sua
gravidade e a resposta aos antibioticos admingdr@darothi, 2005).

A literatura parece ndo ser concordante no queraetipeito a resisténcia da
penicilina, nomeadamente, para as bactéBdaecium e E.faecalis em amostras
semelhantes. No estudo realizado por Sretjal., (2012) os autores verificaram que
numa populacdo de 1ZFhterococcusouve resisténcia a penicilina na ordem de 47%.
A taxa de resisténcia ddsfaecalis(48,6%) foi superior a taxa de resisténcia Hos
faecium(41,6%). Por sua vez, Garcia-Vazquazl, (2013) realizaram um estudo em
doentes com bacteriémias pé&nterococcusonde foi analisada a suscetibilidade
antibacteriana a varios antibioticos entre os gagienicilina. Verificou-se que a taxa
de resisténcia a penicilina @ faecium(76,9%) foi superior a taxa de resisténcia do
E.faecalis (2,2%). Estes dois estudos citados apresentam akgudiferencas
relativamente aos produtos bioldgicos utilizadtsnebém na metodologia do estudo da
sensibilidade antimicrobiana. Garcia-Vazqtzl., (2013) utilizaram como produtos
biolégicos unicamente hemoculturas que foram tastaquanto a sensibilidade
antimicrobiana através da metodologia de Brothtitu J& no estudo de Sreeaal.,
(2012) foram utilizados produtos biolégicos difde=n entre os quais urina, pus,
hemoculturas e liquidos biolégicos em que foranatkxs a partir da metodologia de
Disk Diffusion. Desta forma, pode especular-se st dator (i.e. utilizacdo de
metodologias de teste de sensibilidade antimicnabidistintas) pode ser o indicador
responsavel para os resultados diferentes que foldios nestes dois estudos com
amostras semelhantes. No presente estudo, tal éndicado na Figura 10, os
resultados indicam quek faecalisapresentou uma taxa de resisténcia de 33,5%.e 0

faeciumuma taxa de resisténcia de 91,2% a penicilinar@ pamostra total. Apesar de
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terem sido utilizados produtos biologicos diferemta sua globalidade estes resultados
sdo semelhantes aos apresentados no estudo da-@azquezet al, (2013), em que
foi utilizada uma metodologia de teste de sendidle antimicrobiana semelhante (i.e.
Broth Dilution). Ja em relacdo a sensibilidadé&.ofaecalisapresentou uma taxa de
66,5% e . faeciumde 8,8%. Para o género masculino e feminino adtae®s para a
resisténcia e para a sensibilidade foram semelfiaren maior taxa de resisténcia para
o E. faeciume maior taxa de sensibilidade para.daecalis

A ampicilina € uma das terapias de escolha parataniento de infecbes por
Enterococcuspodendo existir resisténcias antibacterianappae de alguma espécies
de EnterococcusA resisténcia antibacteriana désterococcus baixas concentragdes
de ampicilina é derivada a producéo de PBP’s dalainidade e também a producéo
de p-lactamases por algumas espécieklerococcugRice, 2001). A literatura sugere
que osE. faeciumapresentam uma maior taxa de resisténcia a ampicib que of.
faecalisem que a percentagem de sensibilidade a ampidlialéa nestes ultimos. No
estudo realizado por Hallgreet al, (2001) verificou-se que, num total de 322
isolamentos d&nterococcu$244E. faecalis 74 E. faeciune 4 Enterococcugsle outras
espécies) 100% de. faecalisforam sensiveis a ampicilina ao contrario 8o$aecium
gue apresentaram uma taxa de resisténcia de 74683 sensiveis 25,7%.0s autores
constataram assim que Bsfaeciumapresentaram uma taxa de resisténcia a ampicilina
muito superior ag&. faecalis Garcia-Vazqueet al, (2013) apos realizacdo de estudo
de sensibilidades bacterianas em isolamentdsntderococcugambém concluiram que
osE. faeciumsdo mais resistentes a ampicilina do qu&.dmecalis verificando que a
percentagem de. faecalisresistentes a ampicilina era de 1,1% enquantoczp&gem
de E. faeciumresistentes a ampicilina era de 76,9 %. No presestudo, tal como
indicado na Figura 10, os resultados indicam qie faecalisapresenta uma taxa de
resisténcia de 33,5% eko faeciumuma taxa de resisténcia de 89,5% a ampicilina para
a amostra total. JA& em relacdo a sensibilidade faecalisapresentou uma taxa de
66,5% e cE. faeciumde 10,5%. Para o género masculino e feminino sadteglos para
a resisténcia e para a sensibilidade foram semteliacom maior taxa de resisténcia

para oE. faeciume maior taxa de sensibilidade para.daecalis

Os resultados obtidos indicam que B0 faecium apresenta um nivel de

resisténcia mais elevado a ampicilina e a pen&iincomparativamente &o faecalis.
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Os Enterococcugpossuem resisténcias intrinsecas contra a malogaantibidtico$-
lactamicos devido a baixa afinidade das PBP’s (#44rt990). Enquanto a maioria do
E. faecalissdo inibidos por baixas concentracdes de antitdhp-lactamicos, os
E.faeciumapresentam altos niveis de resisténcia devidoxaesso de producao de
PBP’s de baixa afinidade, o que inibe a atuacaadtisioticosp-lactamicos (Delisle,
2003).

No presente estudo, tal como indicado na Figura4 8esultados indicam que o
E. faecalisapresentou uma taxa de sensibilidade de 66,5%apanapicilina e também
para a penicilina G. Por conseguinte, uma taxa e$isténcia de 33,5% para a
ampicilina e para a penicilina G. Em relacadeadaecium este apresentou uma taxa de
sensibilidade de 10,5% para a ampicilina e de 8@@ a penicilina G, sendo

resistentes 89,5% a ampicilina e 91,2% a penicfina

Estes dados demonstram a semelhancga que exigfeitm (i.e. igualmente para
a resisténcia e para a sensibilidade) dos doidiatitios em estudo para ambos o0s
EnterococcusPara o género masculino e feminino os resultpdos resisténcia e para
a sensibilidade foram semelhantes, constatandm ags 0 género ndo teve influéncia
no efeito dos antibidticos. Através da comparagé® reésultados das suscetibilidades
antimicrobianas, em ambas as bactérias, pareceexidtr diferencas entre os dois
antibioticos em estudo. A literatura esta concaielasom os resultados obtidos no
estudo da presente tese. Os autores Vazjuaz (2013) constataram que Bdaecalis
e osE.faeciumapresentavam a mesmo taxa de resisténcia quandoo®tato com
iguais concentracdes de ampicilina ou de peniciltnaaum estudo da prevaléncia de
enterococos numa unidade hospitalar. Sreegl, (2012) também constataram que as
duas espécies de enterococos isoladagaécalise E. faecium apresentavam a mesma
taxa de resisténcia ou de sensibilidade quandeagasin contato com as mesmas

concentracdes de ampicilina ou de penicilina G.
A presente tese teve como principais limitac6gsa firoveniéncia das amostras

ser de uma s6 unidade hospitalar; (ii) a percemaaygalisada d&. faeciumser menor
do que a percentagem Hefaecalis
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9. CONCLUSAO
Concluiu-se que ambos os antibiéticos (ampicilinpeaicilina G) apresentaram um
efeito antimicrobiano idéntico quando colocados eomtato com as bactérids.
faecalis e E. faecium No entanto, as bactérias tiveram um efeito digativo na
administracdo dos antibioticos, sendo que. daecalisfoi mais sensivel &. faecium
foi mais resistente, para ambos os antibioticogé@ero nao teve efeito significativo na
administracdo dos antibioticos, ou seja, os doiiiaticos atuaram da mesma forma
independentemente do género.

Como perspetiva futura, poder-se-a testar um |eomis vasto de antibioticos,
na bactéria estudadama vez que a resisténcia aos antibidticos temovindumentar.
Ao longo dos anos tém sido desenvolvidos novos ti@oterapéutica no combate a este

tipo de infecdes.
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