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ESTUDO DA SUSCETIBILIDADE “IN VITRO”” A UM NOVO ANTIMICROBIANO (IMIPENEM) DE
PATOGENOS ISOLADOS DE PACIENTES HOSPITALARES EM VARIOS CENTROS

Cid Vieira Franco de GODOY (1), Caio Marcio Figueiredo MENDES (2), Igor MIMICA (3), Moema de OLIVEIRA (4),
Italo SUASSUNA (5) & Milton de UZEDA (6)

RESUMO

O imipenem é um novo antibiotico Beta lactamico, carbapenémico, altamente
potente e com amplo espectro de atividade antimicrobiana. Com intuito de compro-
var a eficacia “in vitro” deste farmaco em patoégenos mais frequentes em nosso
meio, descrevem os autores, os resultados das provas de suscetibilidade por discos
e/ou a correspondéncia por provas de diluicao para determinacao da concentracao
inibitéria minima (CIM) em 1230 cepas compreendendo 41 diferentes espécies bacte-
rianas recém-isoladas, principalmente de pacientes hospitalares em 5 diferentes cen-
tros médicos de Sao Paulo, Riode Janeiro e Salvador. Nossos resultados preliminares
com o antibidtico, em fase final de experimentacao clinica e laboratorial, em nosso
meio, foram muito promissores, com 96.79% de cepas suscetiveis pela prova do disco
(10 ug de imipenem)e 92,31% de correspondeéncia pela determina¢ao do CIM (concen-
tracoes de até 4ug/ml).

Das 9 espécies bacterianas mais freqientemente isoladas, correspondendo a
1008 (82%) das 1230 cepas de nosso material, as sensibilidades pela prova do disco
foram de 99% (E. coli), 93% (Pseudomonas aeruginosas), 87% (Staphylococcus au-
reus), 100% (Klebsiella pneumoniae), 98% (Klebsiella sp) e 100% (Streptococcus
faecalis) com boa correspondéncia pela determinacao do CIM até 8ug/ml; e 100%
para o anaerobio Bacteroides sp (CIM até 4ug/ml). Ressaltam os autores a eficacia
“in vitro” contra patogenos.hospitalares que apresentam elevados indices de resis-
téncia a grande maioria de antibidticos como o Pseudomonas aeruginosa e para
anaerobios, notadamente o Bacterodides sp.

UNITERMOS: Antimicrobiano; Imipenem; Infec¢oes hospitalares.
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INTRODUCAO

O imipenem é um derivado da Tienamicina,
um novo antibiotico beta-lactamico produzido
por fermentaciao pelo microorganismo do solo
Streptomyces cattleya (KAHAN & col.). A Tie-
namicina é o primeiro representante de uma no-
va classe de antibioticos, os carbapenémicos,
com caracteristicas estruturais unicas que o di-
ferenciam de todos os demais antibioticos beta-
lactamicos naturais ou sintéticos previamente
descritos (ALBERS-SCHONBERG & col.). E do-
tada de potente atividade antimicrobiana con-
tra um amplo espectro de bactérias, contudo sua
utilidade pratica é prejudicada pelo alto grau
de instabilidade em estado sélido e, mesmo em
altas concentracodes, quando em solu¢io. A ob-
tencao por sintese de um derivado amidinico,
o N-formimidoyl tienamicina levou a composto
cristalino, estavel — o imipenem (LEANZA &
col.), o primeiro antibiético derivado da tiena-
micina de uso clinico. Estudos iniciais da ativi-
dade antimicrobiana do imipenem demonstra-
ram acentuada atividade bactericida “in vitro”
e grande eficacia de protecao em infeccdes expe-
rimentais contra varios patégenos, incluindo ce-
pas portadoras de resisténcia mediada por beta-
lactamases para penicilinas e cefalosporinas
(KROPP & col., 1980).

Estudos comparativos mostram que, com
raras excecoes, a poténcia e espectro do imipe-
nem excedem a de outros antibioticos beta-lac
tamicos tanto contra espécies gram positivas,
incluindo os enterococcus, como espécies gram
negativas, entre 0s quais a Pseudomonas aerugi-
nosa {(KESADO & col.) e anaerdbios (WEXLER
& FINEGOLD).

Atualmente numerosos estudos foram pu-
blicados referentes a suscetibilidade bacteriana
ao imipenem, compiladas na revisdo de KROPP
& col., 1985.

O arsenal terapéutico antimicrobiano atual-
mente disponivel conta com antibiéticos que in-
dividualmente possuem atividade contra varias
espécies de bactérias patogénicas e que quando
considerados em grupo compreendem atividade
conjuntapara quase todos os patogenos. A nosso
ver a pesquisa de novos antibioticos com carac-
teristicas e atividades peculiares pode ser justifi-
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cada para as seguintes circunstancias: no trata-
mento de certas infeccoes por estafilococos resis-
tentes a meticilina ou oxacilina; por certas bac-
térias gram negativas para terapéutica inicial
presuntiva em infec¢cées muito graves, incluin-
do as que ocorrem em pacientes neutropénicos
ou imunocomprometidos; para o tratamento de
infecgoes “profundas’” como as que podem ocor-
rer associadas a implantes; e para o tratamento
de infec¢os mistas, causadas por duas ou mais
espécies bacterianas — aerobicas ou anaerobi-
cas — como ocorre na bacteriemia polimicro-
biana e sepsis abdominal. Apresentando pois,
pela literatura cientifica, o imipenem algumas
caracteristicas para as intercorréncias acima
descritas, pareceu-nos oportuno e justificado um
estudo em nosso meio da suscetibilidade bacte-
riana a este antibiotico.

Com este objetivo foram selecionados cen-
tros de hospitais universitarios de 3 capitais do
pais: Sao Paulo, Rio de Janeiro e Salvador e
realizadas provas de suscetibilidade ao imipe-
nem com cepas de bactérias patogénicas recém-
isoladas abrangendo as mais frequentemente as-
sociadas a infec¢oOes correntes, com énfase aque-
las provenientes de pacientes hospitalizados.

MATERIAL E METODOS

Cepas de patogenos bacterianos: 1230 pato-
genosrecém-isolados deigual numero de pacien-
tes, sendo a maioria de hospitalizados, porta-
dores de infeccoes de média a severa gravidade,
euma outra parte constituida por pacientes am-
bulatoriais com infeccdes de pouca gravidade.

A proveniéncia dos 1230 pacientes incluidos
neste estudo obedeceu a seguinte distribuicao:

Hospital das Clinicas, Faculdade de

Medicina da USP 513
Hospital da Santa Casa de Misericordia

de Sao Paulo 260
Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da UERJ 145
Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da UFRJ 110
Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da UFB 202
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Destes foram coletadas amostras clinicas
apropriadas para cultivo em meios aerobios ou
anaerobios compreendendo diversas fontes bio
logicas, a saber: sangue, urina, fezes, ligquido cé-
falo-raqueano, liquido ascitico, liquido pleural,
bile, lavado brénquico, aspirado transtragqueal.
raspado de 0sso0, pele, pecas cirurgicas, zaraga
toa de orofaringe e nasal, secrecoes clinicas ci
rurgicas diversas como: secrecao uretral, secre-
cao vaginal, produto de drenagem de abcesso,
entre outros.

As culturas e identificacoes dos patoégenos
isolados foram realizados por técnicas bacterio
logicas classicas e as cepas foram recultivadas
previamente as provas de suscetibilidade para
garantia de tratar-se de cultura pura.

Agentes antimicrobianos: Imipenem em
frascos de 50 mg do sal N-Formimidoyl Tiena-
micina cristalizado. com potencia 98.9 ug ' mg. pé
so molecular 317.35, lote 638.596 01D 562, forne
cido por Merck Sharp & Dohme Research Labo-
ratories; discos de papel de filtro com a poténcia
declarada de 10 mg do imipenem, lote 4A051
(Merck) e discos de papel de filtro com antibio¢
ticos usuais obtidos no comércio (Cefar e Difco).

Provas de suscetibilidade

Foram preparadas do imipenem liofilizado,
solucoes apropriadas com tampao fosfato 0,01
M, logo antes do uso. As cepas a serem testadas
foram cultivadas em caldo Mueller-Hinton e
ajustadas apropriadamente para fornecer apro-
ximadamente 4 x 10° CFU/m! (WASHINGTON
II & SUTTER).

A determinacao de concentracao inibitoria
minima (CIM) foi definida como a menor concen-
tracao antibidtica resultando na auséncia de
crescimento visivel ap6s 18 a 24 hs de incubacao
a 37°C (BARRY & THORNBERRY. SUTTER
& WASHINGTON II. KROPP & col.; WEXLER
& FINEGOLD). Considerou-se como padrao ir
terpretativo CIM: 4 ug/ml = sensivel; 5a 8 ug/ml
= intermediario e 9 pg/ml = resistente (SHUN-
GU & col.).

Os testes de suscetibilidade em discos foram
realizados pelo método de Bauer-Kirby, modifi
cado segundo o National Committee for Clinical

Laboratory Standards. Dois discos de imipe-
nem, de 10ug, foram utilizados para cada cepa.

Adotou se como critério de suscetibilidade,
o seguinte padrao, sugerido por experiéncia de
outros autores (SHUNGU & col.); diametro do
halo de inibicao do crescimento = 16 mm = sen
sivel; 14 a 15 mm = intermediario; e = 13 mm
= resistente.

Paralelamente foram realizadas com as ce
pas isoladas, provas de suscetibilidade. pelo
mesmo meétodo do disco, a 24 diferentes antimi
crobianos de uso corrente em clinica, com pa
droes interpretativosja estabelecidos. Foram in
cluidos diariamente, a cada conjunto testado,
cepas de controle de qualidade correspondentes
a: Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27852 e Streptococcus faecalis ATCC
29212,

RESULTADOS

Das 1230 cepas isoladas no material clinico,
1106 corresponderam a bacterias aerdbicas
toriundas do Hospital das Clinicas, FMUSP;
Santa Casa de Sao Paulo; Hospital das Clinicas
da FMUFB e Hospital das Clinicas da FMUERJ)
e 124 anaerchios (110 provenientes do Hospital
das Clinicas da FMUFRJ e 14 da Santa Casa
de Sao Paulo). A distribuicao dos patogenos ae
robios encontra se expressa na Tabela 1 e dos
anaerobios na Tabela 2.

Todos os patogenos isolados, com excecao
dos 110 anaerdbios oriundos da FMUFRJ foram
submetidos a prova de suscetibilidade pelo mé
todo do disco. Os resultados das 1120 cepas tes
tadas encontram-se na Tabela 3.

Houve boa correlacao do método do disco
com as respectivas concentracdes inibitorias mi
nimas cuja andlise global dos resultados com
1131 cepas testadas esta expressa na Tabela 4.

Os resultados das determinacoes das con
centracoes inibitorias minimas das 110 cepas de
anaerobios isoladas na UFRJ encontram se na
Tabela 5.

A correlacao entre os resultados de susceti
bilidade pelo método dos discos e as concen
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tracoes inibitérias minimas de imipenem para
as 9 espécies bacterianas isoladas com maior fre-

quéncia encontram-se na Tabela 6 e as respec-
tivas variagdes, na Tabela 7.

TABELA 1
Distribuicao dos patogenos aerobios isolados, por ordem de frequéncia

Microorganismo N° de cepas Microorganismo N de cepas
Escherichia coli 263 Salmonella sp 27
Pseudomonas aeruginosa 160 Proteus sp 17
Staphylococcus aureus 143 Morganella morganii 15
Klebsiella pneumoniae 102 Citrobacter sp 10
Klebsiella sp 83 Staphylococcus epidermides 8
Proteus mirabilis 76 Streptococcus pyogenes i
Enterobacter sp 64 Providencia sp 3
Streptococcus faecalis 50 Pseudomonas sp 2
Acinetobacter sp 39 Pseudomonas fluorescens 1
Serratia sp 35 Pseudomonas maltophilia 1
Total = 1106
TABELA 2

Distribuicao dos patogenos anaerobios isolados, por ordem de frequéncia

Microorganismos N¢ de cepas Microorganismos N de cepas

Bacteroides fragilis 46 Bacteroides thetaiotaomicron 6

Clostridium difficile 26 Bacteroides vulgatus 6

Bacteroides sp 14 Bacteroides ovatus 4

Bacteroides distasonis 8 Bacteroides uniformis 4

Clostridium perfringens 7 Bacteroides melaninogenicus 3
Total = 124

TABELA 3
Resultados do teste de suscetibilidade ao imipenem pelo méto
do do disco para 1120 cepas de patogenos isolados

N° de cepas e
Sensivel thalo = 16 mm) 1084 96.79
Intermediario (halo de 14 a
15 mm) 11 0.98
Resistente (halo = 13 mm) 25 2,23
Total 1120 100.00

Diametro da zona de inibi¢dao do crescimento 26,14 + 6.27.

DISCUSSAO

Nossos resultados permitem inferir a efica
cia “in vitro” do Imipenem contra as 1230 cepas
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de patogenos isolados. A suscetibilidade das
1120 cepas aerdbias do antibidtico pelo método
do disco foi da ordem de 96.79% , com resisténcia
em apenas 2,23% e menos de 1% de “interme-
diarios” (Tabela 3), resultados estes compara-
veis a publicacées na literatura internacional

TABELA 4
Resultados globais da determinacao de concentracao inibi-
toria minima (CIM) nas 113! cepas testadas.

CIM N de cepas %

= 4.0 ug/ml (sensivel) 1044 92,31

5 a 8,0 ug'ml (intermediario) 37 3.27
- 9.0 pg'ml (resistente) 50 4,42

Total 1131 100.00

CIM 1.86 = 047
CIM,, 0,80 = 1,27

a0
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TABELA 5
Concentracgoes inibitorias minimas do imipenem aos patdogenos anaerobios isolados.

N¢ de amostras

Patogenos Nv de cepas CIM (mcg/ml) .
resistentes

Bacteroides fragilis 46 0,48 = 0,80 0
Bacteroides distasonis 8 0,46 0
Bacteroides thetaiotaomicron 6 0,83 0
Bacteroides vulgatus 6 0,40 0
Bacteroides ovatus 4 0,50 0
Bacteroides uniformis 4 0,44 0
Bacteroides melaninogenicus 3 0,17 0
Clostridium difficile 26 19,69 = 11,25 18 (699)
Clostridium perfringens 7 0,30 = 0,31 0

Total 110 501 = 9,89 18 (16,36%)

TABELA 6
Correlagao entre suscetibilidade ao imipenem pelo método de disco e concentracoes inibitérias minimas para as 9 espécies bacterianas isoladas com maior frequéncia
Disco CIM CIM

sensivel intermedidrio resistente sensivel intermediario resistente atédmegml [ até 8megml
E.coli 251 99.21 1 0.40 1 040 | 216 99.54 0 0.00 1 046 | 216 9954 | 216 9954
Pseudomonas aeruginosa 142 93.42 3 1.97 7 461 | 116 7838 | 21 14.19 11 743 | 116 7838 | 137 92,57
Staphylecoccus aureus 106 817,60 0 0,00 15 1240 | 105 86.78 i 0.83 15 1240 | 1u5  86.78 | 106 87.60
Bacteroides sp 77 100.00 1] — 0 - 77 100,00 7 100,00
Klebsiella preumoniae 101 10000 O 0,00 0 000 | 102  100.00 0 0.00 0 0.00 [ 102 100.06 | 102 100.00
Klebsiella sp 79 98.76 0 0.00 1 124 55 98.21 0 0.00 1 179 55 9821 55 98.21
Proteus mirabilis 7 91.26 2 274 0 0.60 62 86.11 9 12,50 1 1.39 62 86.11 71 98.61
Enterobacter sp 48 94121 3 5.88 0 0.00 46 100.00 M 0.00 0 0.00 46 100,00 | 46  100.00
Streptococcus faecalis 50 100.00) © 0.00 0 0.00 50 100.00 0 0.00 0 0.00 50 100,00 50 100,00

TABELA 7
Médias dos diametros de halos de inibicdo pelo método do disco e concentra¢oes inibitérias minimas
e respectivos desvios para as 9 espécies bacterianas isoladas com maior freqtiéncia.

DISCO CIM CIM,,
E. coli 2529 = 4,10 024 = 0,65 0,16 = 0,14
Pseudomonas aeruginosa 2461 = 5,29 3,91 = 797 274 = 237
Staphylococcus aureus 31,33 = 12,65 2,28 = 6,41 1,06 = 2,75
Bacteroides sp 0,48 = 0,65 0,39 = 0,28
Klebsiella pneumoniae 26,40 = 2389 0,34 = 0,39 0,30 + 0,31
Klebsiella sp 2496 = 3,75 144 =+ 8,32 0,31 =+ 0,29
Proteus mirabilis 2270 = 344 2,04 = 192 1,87 += 146
Enterobacter sp 2463 + 3,83 0,80 = 0,88 0,67 = 0,55
Streptococus faecalis 24 14 + 348 0,70 * 047
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(KROPP & col., 1985; SHUNGU & col.;
WILLIAMS; WEXLER & FINEGOLD).

Configura-se a eficacia como muito favora-
vel, sobretudo se considerarmos tratar-se nosso
material de patégenos recém-isolados, agentes
de infeccdes bacterianas em pacientes, em sua
maioria hospitalizados, portadores em geral, de
elevados niveis de resisténcia a maioria dos anti-
microbianos. As cepas testadas foram predomi-
nantemente de gram negativos, com pouca sen-
sibilidade aos demais antibiéticos, destacando-
se em nosso material a Escherichia coli, Entero-
bacter sp, Acinetobacter sp, Salmonella sp e
Serratia sp. A suscetibilidade das cepas de Pseu-
domonas sp (todas Pseudomonas aeruginosas,
com excecdo de 2) pela prova do disco, da ordem
de 93,42% foi extraordinaria, mas as poucas ce-
pas resistentes apresentavam correspondéncia
de concentracodes inibitérias minimas muito ele-
vadas. A unica cepa de Pseudomonas fluores-
cens incluida mostrou-se sensivel, e a remanes-
cente, correspondente a Pseudomonas malto-
philia apresentou resisténcia. Houve boa corres-
pondéncia entre os resultados da suscetibilidade
ao imipenem pela prova do disco e asrespectivas
concentracoes inibitorias minimas do antibio-
tico aos varios patogenos, obtendo-se 92,31% de
resultados inferiores ou iguais a 4,0 ug/ml e
95,59% inferiores ou iguais a 8,0 ug/ml, com CIM
médio de 1,86 + 0,47 e CIM,, 0,80 + 1,27 (Tabela
4). A boa correspondéncia entre o método do
disco e as determinacées do CIM permite pois
o0 emprego rotineiro do primeiro, mais difundido
em laboratorios de Patologia Clinica, para ava-
liacao da suscetibilidade bacteriana ao antibi6-
tico.

Entre os gram-positivosdestaca-se a susceti-
bilidade (100%) do Streptococcus faecalis ao
imipenem com perfeita correspondéncia de CIM
(Tabela 6). As cepas de Staphylococcus aureus,
predominantes entre os gram-positivos em nos-
so material, apresentaram 87,60% de suscetibi-
lidade e 12,4% de resisténcia pelo método do dis-
co com perfeita concordancia das concentracoes
inibitérias minimas (86,78% < 4,0 ug/mle 12 40%
> 8,0 pg/ml). Convém ressaltar que as cepas re-
sistentes, hospitalares, apresentaram simulta-
neamente resisténcia a oxacilina, e inversamen-
te, praticamente todas as cepas resistentes a
oxacilina o foram ao imipenem. Por estes resul-
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tados, nao se configura o antibiético como alter-
nativa para a terapéutica de infec¢oes por Sta-
phylococcus aureus oxacilina resistentes.

Com os patégenos anaerdbios, principal-
mente cepas do género Bacteroides sp (Tabela
5) os resultados das concentracoes inibitorias
minimas ao imipenem foram plenamente satis-
fatorios, todos com valores iguais ou inferiores
a 4 ug/ml. Com o género Clostridium sp, igual
resultado foi obtido com as 7 cepas de Clostri-
dium perfringens testadas, mas entre as 26 ce-
pas de Clostridium difficile incluidas, 18 (69%)
apresentaram concentracoes inibitorias mini-
mas superiores a 8,0 ug/ml, consideradas resis-
tentes, resultados estes concordantes com ou-
tros autores (WILLIAMS; WEXLER & FINE-
GOLD).

Nossos resultados permitem sugerir que o
imipenem € antibiotico eficaz contra grande nu-
mero de diferentes patégenos bacterianos. Pare-
ce-nos pois trazerreal contribui¢ao a terapéutica
das infecgoes, considerando-se sobretudo even-
tualidades de infec¢coes mistas por aerébios e
anaerobios e para a terapéutica inicial presun-
tiva em infecc¢odes graves.

CONCLUSOES

Configura-se, pelos resultados apresenta-
dos, possuir o imipenem boa atividade “in vitro”
contra os patégenos mais frequientemente isola-
dos, destacando-se sua atividade para gram-ne-
gativos com elevados niveis de resisténcia a
grande niimero de antimicrobianos (Pseudomo-
nas sp, Serratia sp e Enterobacter sp entre ou-
tros), gram-positivos (Streptococcus faecalis e
Staphylococcus aureus oxacilina-sensiveis) e
anaerobios (particularmente Bacteroides sp). As
provas de suscetibilidade ao imipenem de 1230
cepas de patégenos recém-isolados de pacientes
com infeccoes variadas, na maioria hospitaliza-
dos, mostraram-se plenamente satisfatérias com
96,79% de suscetibilidade pela prova do disco
e com boa correspondéncia pela determinacao
das concentracoes inibitérias minimas do anti-
bidético: CIM médio de 1.86 ug/ml com desvio
de *+ 0,47 e CIM,, de 0,80 pg/ml com desvio de
+ 1,27,
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SUMMARY

“In vitro” efficacy of a new antimicrobial agent

(IMIPENEM) in pathogens isolated from hospi-

talized patients from several Medical Centers
in Brazil.

Imipenem is a g lactam antibiotic, a highly
potent new carbapenem with broad antibacte-
rial spectrum. To test the “in vitro” efficacy of
this antimicrobial agent in pathogens more fre-
quent in several Medical Centers in Brazil, sus-
ceptibility testing with 10 mcg imipenem disks
and, or corresponding MIC were carried out with
1231 recent isolates of 41 different bacterial spe-
cies, obtained mainly from hospitalized patients
in 5 different medical centers of the cities of S.
Paulo, Rio de Janeiro and Salvador. Our prelimi-
nary results with this antibiotic, in final phases
of clinical and laboratorial experimentation in
this country, are very promissing with, 96.79%
of susceptibility of test isolates to 10 mcg imipe-
nem disks and corresponding MIC correlation
of up to 4 ug/ml. (92.31%).

Of the 9 bacterial species more frequently
isolated totaling 1108 (82%) of the 1230 test isola-
tes, disk susceptibility was 99% (E. coli), 33%
(Pseudomonas aeruginosas), 87% (Staphylococ-
cus aureus), 100% (Klebsiella pneumoniae), 98%
(Klebsiella sp), 97% (Proteus mirabiles), 94%
(Enterobacter sp), 100% (Streptococcus faeca-
lis) with good MIC correlation (up to 8 mcg/ml)
and 100% for the anaerobic species Bacteroides
sp (MIC up to 4 ug/ml).

“In vitro” efficacy to hospital pathogens
with high frequency of resistance to most anti-
biotics as Pseudomonas aeruginosa and to anae-
robes notably Bacteroides sp is emphasized.
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