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Nove participantes das Ofimpiadas Especiais de Seattle, todos com
deficiéncia mental ou fisica, se afinharam para a largada da corrida
dos 100m rasos. Ao sinal todos partiram, ndo exatamente em
disparada, mas com vontade de dar o meffior de si, terminar a corrida e
ganfiar. Todos, com excegdo de um garoto, que tropecou no asfalto,
caiu rolando e comecou a chorar. Os outros oito ouviram o chioro.
Diminuiram o passo e olharam para tris. Enido eles viraram e
voliaram. Todos eles. Uma das meninas, com sindrome de Down,
ajoelfiou, dev um betjo no garoto ¢ disse: “Pronto, agora vai sarar”. E
todos os 9 competidores deram os bragos e chegaram juntos até a linha
de chegada. O estdio inteiro levantou ¢ os aplausos duraram muitos
minutos. E as pessoas que estavam ah, naquele dia, continuam

repetindo a histéria até hoje...



Dedicatoria

A minha familia

O homem por detris do balcdo offava a rua de forma distratda. Uma garotinhia se aproximou da loja e amassou o
warizinfio contra o video da vutrine. Os olfios da cor do céu, Griliaram quando viram um determinado objeto.
Entrou na loja e pediu para ver o colar de turquesa azul

- para minka irmd. Pode fazer um pacote bem bonito? Diz ela.

O domo da loja offiou desconfiado para a garotinha ¢ the perguniou:

- Quanto de dinheiro vocé tem?

Semt fesitar, ela tirou do bolso da seia um lengo todd amarradinko e foi desfazendo os nés. Cofocou-0 sobre o balcio
¢ feliz, disse:

- Isso da?

Eram apenas algumas moedas que ela exbia orgulhosa.

- Sabe , quero dar este presente para piinka irmi mass velha Desde que morrew nossa mde, ela cuida da gente ¢ ndo
tem tengpo para efa .  aniversirio dol ¢ tenho carteza que ficard feliz com o colar que é da cor de seus olkos.

O fiomem foi para o interior da loja, colocou o cofar em umi estojo, embrulfioy com um vistoso papel vermelho e fez
ume Lago caprichado com uma fits verde.

- Tome!, disse para a garota. Leve com cutdado

Els saiu feliz saltitando pela rua abaixo. Ainda ndo acabara o fa quando uma linda jovem de cabelos loiros e
maravilfiosos olfios azuis adentrou a loja. Colocou sobire o balcdo 0 j confecido embrulho desfeito ¢ indugou:

- Este colar foi comprado aqui?

- Sim senhora.

- E quanto custou?

- Akl Falou o dono da loja. O prego de qualquer prodisto 4a minka loja ¢ senspre um assunto confidencial enire o
vendedor ¢ o chiente.

A moga continuou:

- Mas minka irmd finfia somente algumas moedas! O colar é verdadziro, ndo é? Ela ndo teria dinkeiro para pagé-
Lo}

O fomem tomou o estofo, refez o smbrulhio com exgremo carinfio, colovou a fita e o devolveu & jovem.

- Ela pagou o prego mais alto que qualiquer pessoa pode pagar. Ela deu tudo o que tinka .
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Resumo

Com o objetivo de caracterizar € padronizar o indculo de Staphylococcus aureus,
usado para induzir experimentalmente osteomiclite em coelhos, foram utilizadas provas
bioquimicas, morfologia tipica e teste de sensibilidade a antibidticos. [nicialmente, foi
estabelecida a correlagio entre unidades formadoras de colonias (UFC/mL) e densidade
opitica (DO 490m: ), que resultou em uma reta de regressao para a cepa estudada, que foi de
v=-0,0148+0,00001X, com R® =0,99, sendo esta relagdo utilizada para padronizar 0
inoculo em 10° UFC.A cepa antes € ap6s inoculagdo no 080 radio de coelho, apreseniou
morfologia tipica de cocos agrupados, positivos na coloragio diferencial de Gram, além de
termonuclease, catalase. coagulase, manitol positivos. No teste de difusdo em disco
(antibiograma), a cepa MOSIIou-se sensivel a varios antimicrobianos, sugerindo que o S.
aureus inoculado foi o mesmo retirado do osso radio dos coethos. A concentragéo
inibitoria minima (CIM) ¢ a concentragio bactericida minima (CBM) ao antibidtico
cefazolina, foram obtidas atraves do teste de diluigdo sendo a CIM de 2 meg/mL e a CBM
de 8 mcg/mL. Os halos de inibicio medidos no antibiograma foram utilizados para
construcdo de um dendrograma, que determinou que as bactérias S. qureus isolados dos

ossos dos coelhos eram similares a anteriormente inoculada (p>0,05).

Palavras-chave: Staphylococcus. aureus, cefazolina, osteomielite, dendrograma.




1. INTRODUCAO

A patogenia da osteomielite, segundo NORDEN (1988), tem sido explorada em
varios modelos animais. Estes estudos tém demonstrado que o osso normal & altamente
resistente a infecgdo, que s6 ocome como resultado de uma grande quantidade de
contaminagfo, trauma ou a presenga de corpos estranhos (BELMATOUG ef al.,1996,
ZIMMERLI et al., 1984).

Staphylococcus aureus € reconhecidamente um dos mais importantes agentes de
doengas em humanos ¢ outros animais, tais como a osteomielite hematogena ¢ traumatica,
bacteremias, endocardite bacteriana, pneumonia, choque séptico e gastroenterite causada
por toxina estafilococica. Segunde ARCHER (1998), foi descrito pela primeira vez em
1882 a participagfio destes microrganismos na formagdo de abcessos e em quadros de
sépsis, em pacientes humanos. Hoje, mais de 100 anos depois, 0 S. aureus continua sendo
um versatil e perigoso patogeno.

A freqiiéncia de infecgdes humanas adquiridas na comunidade ¢ em hospitais tém
crescido de forma constante e S. aureus s6 € suplantado por estafilococos coagulase
negativos como causa de infecgSes hospitalares (ARCHER, 1998) e permanece como o
microrganismo mais freqiientemente isolado em todos os tipos de osteomielite (LEW &
WALDVOGEL, 1997), inclusive em animais (FOSSUM & HULSE, 1992).

A terapéutica destas infecgbes tem se tornado mais dificil devido ao aumento, em
todo 0 mundo, da prevaléncia de cepas resistentes A meticilina (ARCHER,1998). A
cefazolina, em fungdo de seu espectro antimicrobiano util e de seu comportamento
farmacocinético, tem sido amplamente utilizada para prevenir a ocoméncia de infecgdes

pos-operatorias causadas por estafilococos.



2
Devido a importdncia do Staphylococcus aureus como causa de ostemielite em

humanos e animais, o presente trabalho possui como objetivos:

» Caracterizar através de provas bioquimicas e susceptibilidade a antimicrobianos as
cepas de S. aureus antes e apds a inoculagio no osso radio de coelhos.

® Determinar a concentragfio inibitéria minima (CIM) e concentfiicio bactericida
minima (CBM) do antibiético cefazolina frente a cepa de S. aureus utilizada.

¢ Correlacionar o nimero de unidades formadoras de coldnias (UFC/mL) de S. qureus e
densidade optica a 490nm (DOysonm), para padronizagio de inéculos para indugdo de

osteomielite em coelhos,



[¥¥]

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Osteomielite: Aspectos Gerais

Osteomiclite ¢ definida como uma inflama¢do da medula Ossea, cortex, e
possivelmente periésteo. A causa mais comum da osteomielite é de origem bacteriana,
sendo outros agentes os fungos, parasitas, virus, corpos estranhos e corrosio de implantes
metélicos (JANG et al,1986; TEAGUE et al.,1978). Osteomielite € freqiientemente
classificada como hematogénica ou pos-traumatica (FOSSUM & HULSE, 1992).

A freqgiiéncia de osteomielite pés-operatoria em humanos tem sido estimada entre
0,5% e 1,8% (ROESGEN et a/.,1989). O desenvolvimento da osteomielite prejudica a
cicatrizagdo da fratura, requerendo procedimentos médicos ¢ cirirgicos para o controle da
infecgdio. Os mais importantes fatores na patogenicidade da osteomiclite pos-traumatica
sdo a extenséio da destruigdo do tecido e a alterag@o de fluxo sangitineo, a inoculagio de
flora bacteriana, a estabilizagfio do reparo da fratura e os fatores sistémicos ou locais que
afetem a vigildncia do sistema imune, o metabolismo ou a vascularizagio local (MADER
& CALHOUN, 1989, ROESGEN et al., 1989).

As caracteristicas clinicas da osteomielite dependem do estigio da doenga. A
resposta inicial do osso & infecgdo € uma inflamagfo; o tecido macio na drea torna-se
quente, avermelhado, inchado e deloroso. Evidéncias sistémicas da infecgfo sdo indicadas
pela contagem elevada de células brancas no sangue como os neutréfilos (FOSSUM &
HULSE, 1992).

Osteomielite ocorre devido a infecgdes monomicrobiais ou polimicrobiais. Em
infecgdes monomicrobiais, organismos gram-positivos, particularmente S aureus, sio
comumente isolados. Outros organismos comumente identificados incluem Streprococcus,

Escherichia coli, Pseudomonas, Proteus ¢ Pasteurella multocida. Em grandes hospitais,
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Pseudomonas, Klebsiella e Proteus sido isolados comuns, sendo estes organismos

normalmente, extremamente resistentes a varias drogas antibacterianas (PARKER, 1987).

E através de receptores (adesinas) para componentes da matriz ssea e cartilaginosa
{fibronectina, laminina, coligeno e sialoglicoproteina), que os estafilococos aderem aos
ossos. Recentemente, foi elucidada a participagdo de adesinas ligadoras de fibronectina na
fixagho destas bactérias & materiais metdlicos implantados cirurgicamente (FISCHER et
al., 1996).

Os osteoblastos sdo capazes de internalizar estafilococos. A persisténcia das
infec¢bes Gsseas € justificada pela sobrevivéncia intracelular das bactérias, algumas vezes
como pequenas colbnias variantes. As bactérias quando aderidas ao 0sso, podem expressar
resisténcia fenotipica aos agentes antimicrobianos, o que pode explicar a elevada taxa de

falha quando da terapéutica de curta duragdo (CHUARD et al., 1991).

2.2. Osteomielite: Historico

Existem motivos para acreditarmos que hi 500.000 anos (pré-histéria) a
osteomielite j4 acometia nossos ancestrais. Pesquisas realizadas em fosseis do “Homem de
Java” ¢ do “Homem de Neanderthal” levaram a suspeitas de incidéncia da doenca no
primeiro e identificaram vestigios da mesma no segundo (BISHOP, 1960).

Civilizag@es antigas, tais como egipcia, hindu e chinesa, mesmo sem conhecerem a
etiopatogenia desta afecgfio Gssea, jié se preocupavam com seu tratamento. Tentavam
debelar a doenga através de imobilizagdes associadas a infusdrios aplicados em forma de
compressas (FRANK & ZITTER , 1971).

Com o decorrer do tempo, posteriores civilizagdes antigas aperfeigoaram técnicas e
conhecimentos, tais como a lavagem continua com agua de nascente (GARRISON, 1929),
limpeza total das feridas, amputagdes, elevagdo do membro acometido, bandagens no
século XVI, conscientizagio da formagio de seqiiestro (GILMOR, 1962) e seqiiestrectomia
no século XVIIL

O conhecimento nesta 4rea ainda se fundamentava em observagdes vagas que sé
ganharam apoio sélido quando Pasteur em 1869 descobriu a bactéria. A seguir, com o

reconhecimento por Lord Lister de que os microrganismos eram os responsiveis pela
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infecgfio, e posteriormente, com a descrigio da patogenicidade dos microrganismos na

osteomielite aguda feita por Lexer em 1894, iniciou-se outra etapa em seu tratamento
(CHEYNE, 1925).
No s¢c. XX, o advento do antibidtico proporcionou o mais importante progresso na

terapéutica da infeccio ssea.

2.3. Staphylococcus aureus

A palavra estafilococo significa “cacho de uvas” e descreve os aglomerados e
agregados de cocos Gram-positivos observados na coloragfo pelo método de Gram. Os
estafilococos produzem catalase, degradando o peréxido de hidrogénio a H,O e O,
enquanto 0s estreptococos ndo possuem esta capacidade. Os estafilococos sdo iméveis e
anaerébios facultativos, caracteristica que indica que podem crescer igualmente em
condi¢Bes aerdbicas e anaerébicas. O teste da coagulase identifica exoenzimas produzida
por S. aureus, que interagem com um fator plasmatico semelhante & protrombina,
convertendo o fibrinogénio em fibrina, com conseqiiente coagulagido do plasma. Trata-se
do teste que tradicionalmente distingue a espécie S. aureus dos numerosos estafilococos
coletivamente denominados “estafilococos coagulase-negativos” (ARCHER,1997).

S. aureus ¢ um membro da familia Micrococcaceae, que pode ser distinguido de
outros estafilococos com base na pigmentaciio dourada de suas colénias em determinados
meios e resultados positivos de testes de coagulase, desoxiribonuclease ¢ fermentagdio do
manitol (LOWY,1998).

O genoma do S. gureus consiste em um cromossoma circular, apresentando
também profagos, plasmideos e transposons. Os genes que governam a viruléncia e a
resisténcia a antibioticos sfio encontrados tanto no cromossoma como em elementos
extracromossomiais € podem ser transferidos entre cepas de S. aureus, para outras espécies
de estafilococos e até para outros tipos de bactérias Gram positivas (SCHABERG &
ZERVO0S,1986).

Para proteco ¢ manutencdo da forma todas as células bacterianas tipicas tém um
envoltdrio semi-rigido, a parede celular. Nos estafilococos a parede celular tem cerca de
50% do seu peso constituido de peptideogligano (PepG), um mucopeptideo formado por

subunidades dos polissacarideos N-acetilglicosamina e 4cido N-acetilmuridmico, ligados
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por uma ponte de pentaglicina, sendo que esta estrutura semi-rigida é capaz de suportar

elevadas pressdes internas (PELCZAR er al, 1996).

Muitos estafilococos produzem microcapsulas, sendo conhecidos 11 tipos de
sorotipos de polissacarideos microcapsulares. Os tipos 5 e 8 estéio presentes em 75% dos S.
aureus isolados de infecgdes humanas, assim como a maioria das cepas resistentes a
meticilina apresentam o primeiro sorotipo (LEE,1996).

PATTI er al. (1994) demonstraram que vérias das proteinas de superficie deste
microrganismo se ligam as moléculas da matriz extracelular, desempenhando importante
papel na colonizagio dos tecidos por estafilococos. Estas proteinas sio reconhecidas como
componentes de superficie microbiana reconhecedores de molkéculas de adesdio da matriz
(MSCRAMM),

Numerosas toxinas podem ser produzidas por estes germes, representando
importantes fatores de viruléncia. Citocinas, como a alfa-toxina, induzem a formagio de
poros e alteragles pré inflamatorias nas células de mamiferos, danificando-as e
contribuindo para manifestagdes da sindrome septicémica (BHAKDI & TRANUM-
JENSEN,1991). Outros exemplos de fatores de viruléncia sio a toxina da sindrome do
choque téxico 1 (TCST1), as toxinas esfoliativas (foxinas de epidermoélise tipo A € B) e as
enterotoxinas tipo A, B, C (LOWY, 1998).

Protease, lipase e hialuronidase sfo enzimas produzidas por estafilococos que
facilitam a expansdo da infecgio (LOWY, 1998), enquanto as betalactamases
desempenham importante papel na resisténcia destes germes aos antibidticos
betalactdmicos, como penicilinas e cefalosporinas (CHAMBERS, 1997).

Virios produtos e um poderoso arsenal de componentes celulares podem atuar em
conjunto ou isoladamente como fatores de viruléncia dos S. qureus, como: microcipsula,
proteina A, proteases, hialuronidase, toxina da sindrome do choque téxico, enterotoxinas,
entre outras . Pouco se sabe sobre as intera¢des de cada um destes fatores entre si e com o
hospedeiro (LOWY,1998).

S. aureus ¢ encontrado de modo assintomatico nas mucosas da parte anterior das
narinas, nasofaringe, vagina e/ou reto em 20% a 40% dos adultos normais e sadios sem
qualquer doenga subjacente. O estado de portador pode ser transitério, de varias horas a
dias de duracfo, pode ser intermitente, por virias semanas a meses, recorrente ou crénico

¢ persistir durante meses a anos a despeito das tentativas de erradicagéio. Ocorre claramente
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o transporte transitorio do microrganismo nas mios, constituindo um importante meio de

troca entre pacientes ¢ equipe hospitalar (ARCHER, 1997).

S, aureus ¢ extremamente resistente e consegue sobreviver ao ressecamento, a
extremos de temperatura ambiente, a amplas variacdes do pH e ao alto teor de sal. Por
conseguinte, ¢ capaz de sobreviver no ambiente hospitalar, em objetos inanimados como
travesseiros, lengdis e manguitos de pressdo arterial durante algum tempo. Todavia, o
principal reservatério de S. aureus tanto em hospitais quanto na natureza é o ser humano
(ARCHER,1997).

A colonizagdo ¢ o primeiro dos estagios na patogénese das doengas estafilococicas,
seguida da infecglio, sendo que os individuos normais parecem ser muito resistentes a
infecetes locais. O epitélio escamoso cornificado intacto ¢ normalmente uma barreira
contra coloniza¢do ¢ infecgdo por S. agureus, € mesmo a injecio de MIiCrorganismos
virulentos na pele s6 ird produzir infecgdio se houver também corpos estranhos, como fios
de suturas, cateteres e outros. Além disso, o soro da maioria dos adultos contém opsoninas
termoldbeis ¢ termoestdveis (complemento e anticorpo especifico) que se mostram
altamente eficazes para mediar a fagocitose e a destruicdo de S. aureus por neutréfilos
(ARCHER, 1997, LOWY,1998).

A caracteristica bésica da infeccdio estafilocécica localizads é o abscesso, uma lesdo
isolada, consistindo em necrose central, liquefagdo, restos celulares e bactérias em
multiplicacdo circundados por uma camada de fibrina e células fagociticas integras
(ARCHER,1997).

Uma pequena porcentagem de infecgdes localizadas, sofre disseminagiio quando S.
aureus tem acesso a circulacdo sangliinea. A disseminaciio caracteriza-se por bacteremia e
infec¢io metastatica (ARCHER, 1997).

O isolamento de S. aureus de material clinico ¢ relativamente simples, j& que o
microrganismo cresce em diferentes meios de cultura liquidos e sélidos usuais em
laboratérios (PELCZAR et al, 1996). Na padronizagio de inéculos para utilizagdo em
infecgbes experimentais, no entanto, os procedimentos s3o mais ¢specificos, necessitando
de métodos previamente otimizados como a correlagdio linear, que utiliza a densidade
optica em luz transmitida como forma de estimar a populacio bacteriana JORGE et al

(1990), propés a leitura em luz transmitida a 490 nandémetros em dilui¢des previamente
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realizadas e a paralela contagem em placas, como forma de cotrelacionar ¢ estimar a

populagdo de S. aureus em caldos de cultivo utilizados como indculos.

2.4. Antibidticos

Segundo o conceito original de Waskman, estabelecido em 1942, deu-se 0 nome de
antibioticos as substincias elaboradas por seres vivos, geralmente microscopios, dotadas de
atividade antimicrobiana, atuando em pequenas concentragdes como toxicos seletivos
(NETO et al., 1985).

Um antibidtico tem como principais caracteristicas ser sempre um produto do
metabolismo de seres vivos, embora possa ser duplicado ou até J4 haver sido obtido por
sintese quimica, antagonizar o crescimento e/ou a sobrevivéncia de uma ou mais espécies
de microrganismos, ser eficaz em concentracies baixas (FONSECA,1988).

Os antibibticos s&o produzidos por bactérias ou fungos, dos géneros ascomicetos ou
actinomicetos e podem ser classificados em bactericidas e bacteriostéticos. Denomina-se
bacteriostatico ao antibidtico que, nas concentracdes habitualmente atingidas no
organismo, ¢ capaz de inibir a multiplicacdo dos microrganismos suscetiveis, sem todavia
destrui-los, ja o bactericida ¢ capaz de, nas concentragdes habitualmente atingidas,
determinar a morte dos microrganismos susceptiveis (F ONSECA,1988).

Chama-se antibiograma a verificacio da sensibilidade ou resisténcia de uma
bactéria a determinados antibidticos. A determinagdo desta susceptibilidade pode ser feita
pelo método das diluigdes ou pelo método da difusio. O método das dilui¢des consiste
em ecfetuar diluicdes seriadas de um antibiético em meio de cultura adequado ao
crescimento da bactéria em estudo, sendo 0 método mais utilizado em pesquisa cientifica
(FONSECA, 1988).

Normalmente os resultados in vitro correspondem aos in vivo, entretanto, ¢ preciso
compreender que o antibiograma ¢ uma técnica realizada in vitro para orientacfio clinica ¢
aplicagdo in vivo, residindo neste fato as suas limitagdes. O objetivo da realiza¢do de um
antibiograma € a determinagdo da concentragio inibitoria minima (CIM) do antibidtico
capaz de atuar sobre determinado germe (FONSECA, 1988). A CIM ¢ definida como a
mais baixa concentra¢iio do agente que inibe visivelmente o crescimento, assim € possivel
também determinar a concentracio bactericida minima (CBM) que é determinada pelo no
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crescimento da cultura de tubos contendo o agente antimicrobiano (COLLINS et al.,

1995).

Com o aumento da prevaléncia das cepas multidrogas resistentes, a terapéutica das
infecgdes por estafilococos tem se tornado a cada dia mais dificil e desafiadora
(ARCHER,1998). Virios agentes antimicrobianos podem representar alternativas, em
situagbes especiais, para a terapéutica de infecgdes por estafilococos, tais como,
tetraciclinas, macrolideos, lincosamidas e clorafenicol (YUK et al., 1991). Clindamicina
representa uma das opgOes para a terapéutica da osteomielite estafiloceica (LEW &
WALDVOGEL, 1997). Os agentes antimicrobianos eficazes para o tratamento das
infecgbes por S. agureus sdo, entre outros, a penicilina G, penicilinas ¢ cefalosporinas
antiestafilocécicas e vancomicina (ARCHER,1997).

Quando a penicilina foi introduzida pela primeira vez, menos de 10% das cepas
estafilococicas isoladas de pacientes ou portadores eram resistente a esta droga.
Atualmente, 60 a 90% dos estafilococos isolados de pacientes hospitalizados em todo o
mundo ocidental sdo resistentes a penicilina G, 0 que estd associado i agdo de
betalactamases, proteases que hidrolizam o anel betalactamico e que séo produzidas pela
maioria dos estafilococos (ROGERS & TURCK, 1977).

A resisténcia a meticilina confere resisténcia a todas as penicilinas similares € as
cefalosporinas. Este fendmeno foi identificado imediatamente apés a introdugdo da
meticilina na clinica, quando recebeu a designagdo de “resisténcia intrinseca™ por ndo estar
associada a produgdo de betalactamases (CHAMBERS,1997). As penicilinas semi-
sintéticas similares & meticilina, tais como oxacilina e nafcilina, representam a primeira
escolha para o tratamento de infecgdes por este patégeno, visto que a quase totalidade dos
estafilococos encontrados na clinica produzem betalactamases, sendo resistentes a
penicilina G. A cefazolina é uma alternativa para pacientes com alergia as penicilinas,
nesta situagéio, também deve ser considerada a possibilidade de utilizagdo da vancomicina
(LOWY, 1998).

A cefazolina foi introduzida na pratica médica em 1973, usada exclusivamente por
via parenteral, ndo ¢ metabolizada no figado, sendo eliminada por filtragdo glomerular e
secregio tubular; quase 100% s#o recuperados na urina, sob forma ativa. A dor local
provocada pela inje¢do intramuscular da cefazolina é relativamente pequena e as

concentragdes alcangadas na bile sfio mais elevadas. Como a cefazolina deve ser
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administrada com intervalos mais longos do que os exigidos para a cefalotina, ha

tendéncia de ser indicada com maior freqiiéncia quando comparada & administragdo da
cefalotina (NETO e al., 1985).

Em geral, o tratamento das infecgdes estafilocécicas consiste na administragdo de
agentes antimicrobianos, drenagem cirurgica ou com cateter dos abscessos e remogio dos
corpos estranhos. A duragdo da terapia é habitualmente de 1 a 2 semanas para infec¢des
localizadas e drenadas, ndo associadas a bacteremia ou a corpo estranho. Os pacientes com
osteomielite causada por S awreus, necessitam de pelo menos 6 semanas de terapia
(ARCHER,1997).

Quando a osteomielite se estabiliza no osso, o tratamento torna-se mais dificil. Os
principios bdsicos da terapia, incluem a curetagem da ferida, estabilizago da fratura,
drenagem ¢ obliteragio do espago morto ¢ administragdo de antimicrobianos apropriados
(FOSSUM & HULSE, 1992).

A administraggo de antibioticos ¢ usada para complementar a terapia cirtirgica . A
escolha da droga depende dos resultados das culturas aerdbicas ¢ anaerébicas. Numerosos
estudos tém investigado a eficacia de vérios tratamentos com antibidticos em modelos

animais com osteomielite experimental induzida (MADER & WILSON, 1983 , GOMIS er
al., 1990).
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3. MATERIAL E METODOS

A cepa de Staphylococcus aureus utilizada no experimento foi previamente obtida
no Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia (HC/UFU), isolada de um
paciente com osteomielite. No Laboratério de Biotecnologia Animal Aplicada da
Universidade Federal de Uberlandia, a cultura isolada foi reativada ¢ caracterizada através
de provas bioquimicas e sensibilidade a antimicrobianos.

A sequéncia de procedimentos adotados no presente trabatho pode ser melhor

observada na Figura 1.
3.1. Caracterizagiio bioquimica ¢ sensibilidade a antibioticos

A cultura de S. aureus foi inicialmente reativada em SmL de calde BHI (Infusdo de
cérebro e coragdio) e incubada & 35°C por 24 horas. Antes de sua caracterizagdo, a cultura
reativada foi repicada por pelo menos mais trés vezes, de forma a garantir sua estabilidade.
A cepa estabilizada foi entdio caracterizada através de provas bioquimicas e de
sensibilidade a antibidticos ¢ os resultados registrado para posterior comparagdo com 0s S.
aurens isolados dos animais infectados, de forma a garantir que fossem 0s mesmos
previamente inoculados. O microrganismo foi também incialmente testado quanto a
sensibilidade a cefazolina através de antibiograma, sendo considerada a sensibilidade a este
antimicrobiano, condigio essencial 2o trabalho, ja que esta foi a droga testada nos animais
A caracterizagdo morfologica e bioquimica dos S. aureus isolados constou de
caracteristicas das colonias em agar Baird Parker (BP), observagdo microscopica, teste de
catalase, coagulase, tipo de hemélise em 4gar sangue de carneiro e cavalo, fermenta¢io do

manitol, urease, oxidase fermentativa, DNAse e antibiograma (MURRAY et al., 1999).
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A sensibilidade do S aqureus a cefazolina constou alkém do teste classico do
antibiograma utilizando disco, na realizagdo do teste da concentragdo inibitéria minima
(CIM) e concentragiio bactericida minima (CBM). Para a realizagfo dos testes CIM e
CBM, o método utilizado foi o de sensibilidade a drogas antimicrobianas pelo método da
dilui¢do em caldo (COLLINS, 1993).

3.1.1. Procedimentos técnicos

Para execugio dos testes de CIM e CBM, inicialmente, em condigdes assépticas,
foram pesados 3,2mg do antibiético cefazolina, que foi diluido com caldo BHI estéril em
um balio volumétrico até o volume de 25mL, de forma a obter uma concentragfo de 128
meg/mL do antibi6tico (solugio estoque). Para o teste foram utilizados uma série de 10
tubos estéreis, todos contendo 0,4mL de uma cultura recente (24horas) de 8. aureus. O
tubo 1 foi utilizado como controle e adicionado de 9,6mL de BHI estéril, sem antibiotico.
Nos 9 tubos restantes (contendo 0.4mL da cultura), foram adicionados quantidade
suficiente da solu¢do estogue de forma a obter a concentragdo de 128, 64, 32, 16, 8, 4, 2, 1,
0.5, 0.25, 0.125 e 0.0625meg/mL de cefazolina, respectivamente. Todos os tubos foram
completados até o volume de 10mL com BHI estéril, homogeneizados e incubados a
35°C/24 horas.

Apés incubagdo, foi observado em quais tubos houve crescimento visivel
(turvamento) em relagio ao tubo controle. A menor concentracio de antibidtico suficiente
para inibir o crescimento visivel foi considerada a CIM.

Dos tubos que ndo apresentaram turvagfo visivel, foram transferidas 1mL para
placas de Petri estéreis e adicionados 15mL de dgar BHI previamente fundido e resfriado a
45°C. Apés homogeneizagio ¢ solidificagfio, as placas foram incubadas a 35°C/24 horas,
quando entfo, foi observado a presenga ou nfo de crescimento. A menor concentracdo de
antibiético suficiente para impedir o crescimento de colonias foi considerada a CBM.

Para verificar 0 comportamento da cultura isolada de S. gureus frente a diferentes
antimicrobianos foi utilizado antibiograma através do métode de difusdo proposto por

BAUER et al. (1966). Para realizagdo do teste, as amostras foram cultivadas em agar BHI
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e, posteriormente, 5 colOnias foram repicadas em caldo Mueller Hinton e incubadas a

35°C/2horas para atingir uma turvagfio equivalente a escala 0,5 de McFarland,
correspondendo a wma concentragio de 1-2x10°UFC/mL. Com auxilic de um swab, a
cultura foi semeada em placas de dgar Mueller Hinton de modo a obter um crescimento
confluente. Aps 10 minutos, foram depositados os discos antimicrobianos (CEFAR®) das
seguintes bases: amicacina (30mcg), cefoxicitina (30 meg), ceftriaxone (30meg),
ciprofloxacina (5meg), clindamicina (2meg), eritromicina (15mcg), gentamicina (10ucg),
imipenem (10mcg), ofloxacina (5meg), oxacilina (1meg), pefloxacina (Smcg), rifampicina
(30meg), trimetoprima (5mcg), teicoplanina (30meg), vancomicina (30mceg). Apés
incubagdo a 35°C/24 horas foram medidas, com auxilio de paquimetro, as zonas de
inibi¢do, sendo o biotipo classificado como resistente, intermediario ou sensivel ao
antimicrobiano testado. Este teste foi realizado em dois dias diferentes, com objetivo de
obter uma media de corte ¢ de similaridade, sendo estes resultados comparados através do
dendrograma, utilizando o programa Statistica Development Environment, com as cepas
posteriormente recuperadas dos ossos dos coelhos infectados. Segundo BLANC er ol
(1994) a construgiio de dendrogramas baseados nas medidas dos halos de inibig3o, pode
ser utilizado para caracterizagio de microrganismos, ji que apresenta alta correlagdo

positiva com a identifica¢fo através da ribotipagem.

3.2. Inoculacio em coelhos

Para o experimento foram utilizados 24 coelhos saudaveis, que foram inoculados
com 8. aureus. A inoculagio dos animais foi realizada através de interferéncia cirdrgica no
0sso radio, onde os microrganismos foram injetados, de modo a induzir a infecgdio ossea.
Estes animais, foram divididos em trés grupos experimentais: Grupo 1 (controle)- nio
receberam antibidtico; Grupo 2 - receberam cefazolina (50mceg) de forma sistémica; Grupo
3 — receberam antibidtico local (50meg) associado a hidroxiapatita de forma que a droga
fosse lentamente liberada. Esta etapa do experimento foi realizada por outra equipe de
pesquisadores, ndo sendo parte do presente trabalho, que trabathou exclusivamente com o

cultivo, quantificagfio e caracterizago do S. aureus utilizado.
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Para inoculagdio nos coelhos, a cultura foi padronizada quantitativamente, de

modo a garantir 0 mesmo numero de microrganismos inoculados em cada animal. Com
este objetivo, através da correlagdo densidade optica (DQgopnn) X unidade formadora de

colonia por mililitro de S. guwreus (UFC/mL), foi construida uma equagiio e reta de

regressio.

Os procedimentos para construcio da equagfio e reta de regressio foram os
recomendados por JORGE et al., (1990). A cultura previamente reativada foi inoculada
{4%) em 20mL de caldo BHI, incubada por 24 horas a 35°C ¢ apds crescimento,
centrifugada a 10.000 rotagdes por minuto (r.p.m.} por 10 minutos a 4°C, o sobrenadante
desprezado ¢ o “pellet” ressuspendido em 9ml. de dgua peptonada tamponada (APT). Este
tubo foi considerado como a diluigdo 10" e, a partir dele, realizadas diluigdes decimais
consecutivas (até 10"%) em APT. Todas as dilui¢des foram inoculadas em profundidade em
placas de Petri, adicionado 4gar BHI, previamente fundido e resfriado a 45°C,
homogeneizadas e, apds solidificagéio, incubadas em posigéo invertida em estufa a 35°C/24
horas. Apés incubagfo, foi realizada a contagem das coldnias e os nimeros obtidos
multiplicados pela reciproca da diluigdo utilizada e o resultado registrado como UFC/mL.
Paralelamente, em espectrofotémetro (GBC UV/VIS 911A), foi medida a densidade 6ptica
em luz transmitida em comprimento de 490 nanémetros, de todas as diluigdes realizadas
(JORGE er al., 1990).

Os resultados obtidos na contagem em UFC/mL de S. aureus e a DOaoppy foram
correlacionados ¢ utilizados na construgdo da equacio ¢ reta de regressio, sendo o
programa utilizado para os célculos o Bio-Estat. Estes dados foram utilizados para
determinar a quantidade de indculo a ser injetado em cada coeltho, de forma que cada
animal fosse inoculado com 10° microrganismos. No dia da cirurgia, um cultivo era
incubado até atingir DOuagonm, equivalente a 10° UFC/mL de S. aureus, retirado uma
aliquota de 1mL, diluido em 9mL de APT, que era conservado em gelo até o momento da
cirurgia, quando era inoculado 0,01ml./osso. Paralelamente, no laboratério, a cultura era

quantificada através do método cldssico em placas e o resultado anotado para comparagdo.

3.3. Recuperacio e contagem do 8. aureus do osso radio de coelhos

Apds quatro semanas de observagio, os animais teste e controle foram sacrificados

e apés nova intervencdo cirlrgica, fragmentos do osso radio foram levados para a analise
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microbiologica. Para quantificagio das UFC de S. aureus por grama de osso, o

fragmento 6sseo foi pesado em papel aluminio estéril, macerado em 1mL de APT e 0,1mL
desta mistura, estriado na superficie de Baird-Parker Agar (BP). O peso do osso e o
volume de APT foram utilizados para calculo de um fator de diluigio em cada osso
analisado. A placa foi incubada em estufa a 35°C/24 horas e as colbnias contadas. Apos
multiplicagdo do nimero de colbnias contadas pela reciproca da diluigio utilizada, o
resultado foi registrado como UFC/g de osso.

Os microrganismo isolados dos ossos foram submetidos a provas bioquimicas, teste
de difusdio em discos para varios antibidticos, CIM e CBM para cefazolina de forma a
caracterizar que ¢ mesmo era o previamente inoculado. Todos os procedimentos de

analises foram realizados em duplicata.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracterizacio bioquimica e sensibilidade a antibidticos

A amostra proveniente do Hospital das Clinicas da UFU utilizada para inoculagdo
dos coelhos, foi classificada como Staphylococcus aureus, apds teste bioquimicos e
morfolégicos. A cepa isolada apresentou morfologia tipica de cocos agrupados e coloragao
diferenciatl de Gram, termonocluease, catalase, manitol e coagulase positivos e produgio de
hemolisina beta ¢ delta.

No teste de difusio em discos, a cepa se mostrou sensivel a todos os
antimicrobianos testados. A medida média de duas leituras do halo de inibi¢do em

milimetros aos diferentes antimicrobianos podem ser observados na Tabela 1.

4.2. Padronizacio do inéculo de Staphylococcus aureus e inoculacio nos coelhos

Baseado na correlagio UFC/mL x DOusonn foi construida uma equaciio e reta de
regressio (Figura 2). A anslise dos resultados constatou que houve uma correlagéo positiva

e significativa entre as varidveis.
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Tabela 1. Susceptibilidade e halos de inibi¢o (milimetros*) a diferentes antimicrobianos,

da cepa de Staphviococcus aureus utilizada para inoculagdo dos coelhos

Antimicrobiano Halos de inibigio (mm) Sensibilidade
Amicacina 16.8 S
Cefoxitina 28.4 S
Ceftriaxone 273 S
Ciprofloxacina 25.1 S
Clindamicina 25.6 S
Eritromicina 18.7 |
Gentamicina 16.3 S
Imipenem 45.7 S
Ofloxacina 24.6 S
Oxacilina 22.1 S
Pefloxacina 25.4 S
Rifampicina 34.3 S
Trimetoprima 15.7 S
Teicoplanina 15.9 S
Vancomicina 19.1 S

* média de 2 leituras.
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Figura 2. Equacio e reta de regressdo da correlagdo log UFC/mLxD0490nm da cepa de S.

aureus utilizada para inoculacdo dos coelhos.
As contagens (UFC/mL) obtidas nos indculos apds crescimento até DOgoonm de

aproximadamente 1.2, podem ser observadas na Tabela 2.

Tabela 2. Contagens (UFC/mL) da cultura de S. qureus utilizada para inoculacio dos

coelhos em cada cirurgia.

Cirurgia Data Contagem (UFC/mL)
1 07/04/00 2,0x10°
2 08/04/00 6,0x10°

3 12/04/00 8.0x10°
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Os resultados das contagens realizadas confirmou a correlagdo positiva e

significativa entre a DQOuopnm ¢ @ UFC/mL, concordando com os resultados obtidos por
JORGE ef al. (1990}, garantido que os coelhos foram sempre inoculados com cerca de 10°

S. aureus apés a dilui¢do da cultura,

4.3. Recuperaciio e contagem dos S. aureus do osso radio de coethos

Os resultados das contagens dos microrganismos isolados dos fragmentos ésseos de
cada coelho foram registrados (Tabela 3). As amostras de S. aureus isoladas dos animais
experimentais mostraram 0 mesmo comportamento bioquimico e de concentragéo
inibitéria e bactericida minima a cefazolina da cepa inoculada, o que sugere tratar-se da

mesina.

Tabela 3. Contagem de S. aureus (UFC/mL) recuperado do osso radio de coelhos.

Ciru rgia no. Coelho UFC/osso

1 03 5,2x10°
04 A
05 A

2 06 A
07 2,5%x10°
08 3.8 x10°
09 A

3 10 3.8x 10°
12 A
13 A
15 2,5x10°
16 6,06 x 10°

A= auséncia de crescimento.

Os microrganismos inoculados ndo foram recuperados dos coelhos 4, 5,6, 9, 12 ¢
13, provavelmente, nestes animais houve agfio efetiva do antimicrobiano usado. Porém,
determinar a eficiéncia da droga ou via de administragdo nfo era objetivo do presente

trabalho, sendo os resultados somente registrados.
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As medidas (em milimetros) dos halos de inibicdo das cepas isoladas frente a

antimicrobianos foi utilizada juntamente com os resultados obtidos para cepa

originalmente inoculada para a construgfio de um dendograma (Figura 3).

ORIGINAL

COELHO 3 |

COELHO1%

COELHO 7

COELHC1O | -

COELHO16 |

18 2 22 24 26 28 3 32 34 38 38 4 42 44 46 48 5

Figura 3. Dendrograma obtido de andlise quantitativa de antibiograma (mm de halos de

inibigfio) de 6 isolados de S. aureus.

A analise do dendrograma sugere que todas as cepas de S. aureus isoladas dos
ossos dos coelhos sdo similares A anteriormente inoculada, considerando 5% como maximo
de distancia entre as cepas estudadas. Segundo BLANC ef al. (1994), a interpretagdo dos
resultados do dendrograma é similar & diferenciacio de cepas de Staphylococcus aureus

por ribotipagem.
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5. CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente trabalho permitem concluir que:

A correlagio UFC/mLXDOysgnn € adequada para quantificacio de inéculos de S.
aureus, podendo ser utilizada a equagio Y = - 0,0148 + 0,000001X, com R?=0,99,

para estabelecer a correlagdo na cepa estudada.

A amostra original apresentou resultados positivos para os testes de termonuclease,
catalase, manitol e coagulase, morfologia tipica de cocos agrupados e coloragio
diferencial de Gram e sensibilidade a varios antimicrobianos. A concentragfo inibitéria
e bactericida minima (CIM, CBM) & cefazolina foi de 2 mcg/ml ¢ 8 mcg/mL,
respectivamente, sendo estes resultados os mesmos encontrados nos microrganismos

recuperados dos ossos dos coelhos.

Os halos de inibi¢fio medidos no antibiograma e utilizados para constru¢do de um
dendrograma, determinou que as cepas de Staphylococcus aureus isoladas dos ossos

dos coelhos eram similares 4 anteriormente inoculada (p>0,05).
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