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RESUMO

Neste estudo foi verificado a susceptibilidade "in vilro" aos anlimicrobianos de Listeria spp
isolados de endocervix de mulheres com clínica de aborto repetitivo. O tratamento de listeriose com
antibióticos mais frequentemente recomendados (penicilina e ampicilina) são geralmente bem sucedidos.
porém há vários casos notificados de falhas terapêuticas. Foi utilizado o método de macrodiluição em tubo
para determinar as concentrações mínimas inibitórias (MICs) e as concentrações mínimas bactericidas
(MBCs). A ampicilina e a penicilina foram bacteriostáticas para as Listeria spp. A gemamicina e a
ciprofloxacina foram bactericidas onde MBCs foram até 3 vezes maiores que as respectivas CMIs. Por
outro lado as CMBs de penicilina e ampici l ina foram pelo menos 6 vezes maiores que CMIs. Três
amostras de Listeria monocytogcnes mostraram tolerância para com penicilina e ampicilina.
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INTRODUÇÃO

As espécies pertencentes ao género Listeria, distribuem-se de forma ubíqua
e têm produzido severas infecções no hospedeiro humano tais como abortos,
meningites e septicemias (4). A eficácia terapêutica do tratamento antimicrobiano à
listeriose humana é contudo limitado, pois aproximadamente 30% de pacientes
sucumbem com esta infecção (8). Uma das razoes para explicar a baixa eficácia "in
vivo" é o habitat intracelular de Listeria monocyiogenes. A microscopia eletrônica
registra que a Listeria monocyiogenes rompe a membrana vacuolar do fagossomo e
multiplica livremente no citosol (2).

Vários antibióticos têm sido sugeridos para o tratamento, sendo os mais
frequentemente usados as Penicilinas (3), Ampicilina (7) e Telraciclina (4).
Infelizmente, tem sido reportado falhas terapêuticas com o uso destes antibióticos
(3,4,6,7,9). A Tetraciclina é essencialmente bacteriostática c a Pcnicilina e Ampici-
lina são antibióticos bactericidas contra muitos microrganismos gram-positivos,porém
são apenas bacteriostáticos contra Listeria monocyiogenes (9). A falta de uma ação
bactericida efetiva é uma desvantagem em potencial porque muitas infecções por
Listeria ocorrem em pessoas com mecanismos de defesas imunocomprometidas (9).

O presente estudo foi realizado para explorar "in vitro", a possibilidade de
se encontrar antibióticos de ação bactericida, oferecendo assim subsídios para o
tratamento de infecções por Listeria, particularmente em pacientes imunocomprometi-
dos.

Adicionalmente, em vista do fenómeno de tolerância presenciado em
isolados de espécies (11), deseja-se examinar se ocorre tolerância com as cepas de
Listeria isoladas em Goiânia.

MATERIAL E MÉTODOS

1. Cepas bacterianas. Foram estudadas 9 cepas de Listeria spp isoladas
em Goiânia de secreção endocervical e de produtos de aborto, de gestantes com
clínica de aborto repetitivo. Todas as cepas foram isoladas e identificadas por
critérios padrões de cultura, análises bioquímicas e asseguradas pela sorotipagem (3).
Foram testadas simultaneamente, como cepas controles, Staphylococcus aureus
(ATCC 25923), Pseitdomonas aeruginosa (ATCC 25853), Escliericiiia coli (ATCC
25922) e Listeria monocytogenes (Scott A) de padrão de susceptibilidade já
conhecida.
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2. Agentes antimicrobianos. Foram testados 4 agentes antimicrobianos:
Penicilina, Ampicilina, Gentamicina e Ciprofloxacina. Todos os antibióticos foram
dissolvidos em água destilada e estocados a -20°C em volumes de 2ml. Todas as
diluições subsequentes foram realizadas em Caldo de Tripticaseina Soja (TSB).

3. Preparo de inoculo bacteriano. Uma quantidade 3-5 colónias crescidas
no Ágar Tripticaseina Soja (TSA) foram suspensas em 5 ml de TSB e incubadas a
35°C por 3 a 4 horas para alcançar uma densidade óptica (D.O.) de 0,3 a 0,4 a 540
nm (espectro-fotômetro modelo 710 - Bausch & Lomb). A viabilidade das células
e a quantidade do inoculo foi também assegurada pela contagem de colónias após 24
horas a 35°C no TSA.

4. Determinação da Concentração Mínima Inibitória (CMI) e da
Concentração Mínima Bactericida (CMB).

CMIs e as CMBs foram determinadas pela técnica de macrodiluição em
tubo (15). Diluições seriadas dos antibióticos foram feitos em TSB variando de 0,01
- 200ug/ml.

A CMI qualitativa ou visual foi detectada como a menor concentração do
antibiótico que inibiu o crescimento de multiplicação bacteriana, após incubação de
24 horas a 35°C (6).

A CMI quantitativa foi determinada recultívando em TSA volume de O.lml
de cada tubo onde não ocorreu crescimento visível após incubação de 24 horas a
35°C.

A CMB foi definida como a menor concentração do antibiótico que
reduziu o inoculo inicial para 99,9% após 24 horas a 35°C (6). E para calcular 0,1%
de bactérias sobreviventes, foi recultivado um volume de O.lml de cada tubo, onde
não ocorreu crescimento visível e semeado no TSA e quantificados após 24 horas a
35°C.

O critério de tolerância foi admitido quando a razão CMB/CMI foi maior
que 32 (10,11).

RESULTADOS

A Ampicilina (£ 2,0 ug/ml) foi eficiente contra todas as Listeria spp
variando as CMIs quantitativas de 0,4 - 2,0 ug/ml. (Tabela 3, Gráfico 3).
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A Genlamicina também mostrou-se bastante ativa, pois as CMIs para
todas ns Listeria spp estavam (£5,0 ug/ml), variando de 0,4 - 0,5 ug/ml. AsLisleria
tnonocytogenes com sorotipos diferentes apresentaram as CMIs na faixa sensível
variando de 0,4 - 4,0 ug/ml (Tabela 2, Gráfico 2).

As CMIs quanti ta t ivas da Pcnicil ina estavam dentro da média, consideran-
do sensível com todas as Lisieria spp (<. 2,0 ug/ml), exceto duas que se mostraram
intermediárias, variando de 3,0 a 3,4 ug/ml (Tabela 4, Gráfico 4).

Tabela l - Alívidade da Cíprofloxacina enire as Listeria spp. Concentração Mínima In ib i tór ia (CMI) e
Concentração Mínima Bacicricida (CMB)

CEPA

04
23
45
54
132
143
149
181
199

kJD (Al
p.aureus
pj. aerup
£*. CQli

CMI
quantitativa

(ug/ml)

0,7
0,9
0,9
0,8
1,0
0,5
5,0
0,8
0,7
0,7
0,5
0,6
0,01

CMI
qualitativa

(>ig/ml)

0,6
1,2
0,6
0,6
2,0
0,6
5,0
0,6
0,6
1,2
0,6
0,6
0,01

CMB
quantitativa

(ug/ml)

1,4
1,8
1,8
2,0
2,0
1,9
5,0
2,0
2,0
1,8
1,5
1,0
0,02

CMB/CMI

2,0
2,0
2,0
2,5
2.0
3,0
1,2
2,5
2,8
2,5
3,0
1,5
2,0

CMI ~ Concentração mínima inibitória
CMB = Concentração mínima bactericida
04 = Listeria pravi
23 = Liat&rj-a. monocvtogenes l/2a
45 = Liateria mQnocytoaenea 4b
54 = Listeria monQcvtQgenes 4b
132 = Liateria mQAQ.Qyto.gene3 l/2a
143 = Listeria nnpnocytogenea l/2a
149 = Listeria cravi
181 - Liateria innocua 6a
199 = Liateria Inijocua. não tipável
Ljjn (A^ = Liateria mojiocvtqgenea (Scotta A)
fij. aureus = Staphylococcua aur_QU3 ATCC 25923
EJ_ aerug^ = Pseudomonaa aeĵ igjnoaa ATCC 27853

= Eacherichia coli ATCC 25922
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FIG. 01 - EFEITO DA CÍPROFLOXACINA NA SOBREVIVÊNCIA DA Listeria spp
(CONCENTRAÇÃO MÍNIMA INIBITÓRIA E MÍNIMA BACTERICIDA)
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Tabela 2 - Atividade da Gentamicina entre as Listeria spp. Concentração Mínima Inibitória (CMI) e
Concentração Mínima Bactericida (CMB)

CEPA

04
23
45
54
132
143
149
181
199

^JD IA1
T.aureus
ÍL_ coli
? . aerua.

CMI
quantitativa

(pg/ml)

1.6
4,0
0,4
0,6
1,7
1,7
2,8
5,0
3,0
0,7
0,7
3,4
2,1

CMI
qualitativa

(pg/ml)

2,5
2,5
0,6
1,2
1,2
1,2
2,5
5,0
5,0
0,6
0,6
5,0
2,5

CMB
quantitativa

(ug/ml)

2,4
4,0
0,9
0,9
3,8
3,5
3,8
15,0
4,0
2,5
1,1
7,0
4,7

CM B/CM I

1,5
1,0
2,2
1,5
2,2
2,0
1,0
3,0
1,3
3,0
1,5
2,0
2,2

CMI - Concentração mínima inibitória
CMB = Concentração mínima bactericida
04 = Liateria gravi
23 = Liateria inonoGvtQgenea l/2a
45 - Jilateria monocvtoflenes 4b
54 = Listeria rfipjjocytogenes 4b
132 = Liateria monQcvtoaenea l/2a
143 = Listeria rnonocvtoaenea l/2a 'i;;'° '-' A'-1
149 ~ Listeria gravi ' • • « • , * < • • • '
181 ~ Li^teria jnnocua 6a
199 = Listeria innocua não tipável
L.m (̂ 1 = Listeria mQnocvtQBenes (Sootta A)
S. auf eua = StaphylQcoccua AU r eus ATCC 25923
EL £flli = Esch&richia CQ!J ATCC 25922

= Pseudomona aeruginosa ATCC 27853
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FIG. 02 - EFEITO DA GENTAMICINA NA SOBREVIVÊNCIA DA Listeria spp
(CONCENTRAÇÃO MÍNIMA INIBITÓRIA E MÍNIMA BACTERICIDA)
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Tabela 3 - Aiividade da Anipicilina entre as Listeria spp. Concentração Mínima Inibitória (CMI) e
Concentração Mínima Bactericida (CMB)

CEPA

04
23
45
54
132
143
149
181
199

LJD XA1
S. aureua
E* £Qli

CMI
quantitativa

(jjg/ml)

0,9
1,0
2,0
1,1
0,5
0,4
0,6
1,2
0,5
1,1
0,3
1,0

CMI
qualitativa

(ug/ml)

1,5
3,1
3,1
1,5
0,7
0,3
0,7
1,5
0,7
0,7
0,7
1,5

CMB
quantitativa

(ug/ml)

1,6
2,5
4,0
46,0
20,0
11,5
3,1
10,5
5,0
32
0,7
2,0

CMB/CMI

1,7
2,5
2,0
41,8
40,0
28,7
5,1
8,7
10,0
26,8
2,1
1,0

CMI = Concentração mínima inibitória
CMB - Concentração mínima bactericida
04 = grayi
23 = L t gterj,a roQílQgYt Q gene a l/2a
45 = Liateria monQcytogenea 4b
54 = Listeria monocytogenes 4b
132 - i4J.3terji.fi mono c ytogene.9 l/2a
143 = Lj.Bteria m.QnQcyjkpgenea l/2a
149 = Liateria grayi
181 = Liateria innocua 6a
199 = Listeria j.jnnQpu.a, nSo tipável
L. m ( A ) = Liateria monocytogenea (Scotta A)
5 . aureua = Staphvlococcua auxâlis ATCC 25923
K^ c_oli - Eacherichia coli ATCC 25922
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Tabela 4 - Atividade da Penicilina enire as Listeria spp. Concentração Mínima Inibi tória (CMI) e
Concentração Mínima Bactericida (CMB)
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CEPA

04
23
45
54
132
143
149
181
199

L^sa IA1
S.aureua

CMI
quantitativa
(ug/ml)

1,7
3,4
2,0
0,5
0,6
0,4
0,5
3,0
1,8
0,7
0,01

CMI
qualitativa
(ug/ml)

2,3
6,2
1,5
0,3
0,3
0,7
0,7
3,1
3,1
0,7
0,02

CMB
quantitativa

(ug/ml)

6,4
11,0
12,0
16,0
7,0
4,8
11,0
12,5
3,1
4,8
0,3

CMB/CMI

3,7
3,2
6,0
32,0
11,6
12,0
22,0
4,1
1,7
6,4
30,0

CMI = Concentração mínima inibitória
CMB - Concentração mínima bactericida
04 = Listeria grayi
23 = LÍ3teria monocvtogejiea l/2a
45 = Liateriq mQnocytogenea 4b
54 = Listeria monQcvtogenes 4b
132 = Listeria tnonQcytqgenea l/2a
143 - Liateria mQnocvtogejies l/2a
149 ~ Liateria gra.VJ.
181 = Liateria InnQCua. 6a
199 - Listeria innopu,a n&° tipável
LI+JH (A) = Listeria monocvtQHenea Scott A

= £taphvlQccua aureua ATCC 25923
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FIG. 04 • EFEITO DA PENICILINA NA SOBREVIVÊNCIA DA Listeria spp
(CONCENTRAÇÃO MÍNIMA INIBITÓRIA E MÍNIMA BACTERICIDA)

i T E Hjj I M I I Q C t l t
ilt • ilSlLJUA iklJULJA N.1O I I P Á V L L
LU IAMÚÍUJ11A liQílUCIllliiLBtJS I 5 C O T I A A)



V.

NnllM(H».l/IM.;(:[-N'n-:NO,A.J.;YANAGUITA,R.M.;WATANABE,K.;KAKUMOTO,M.;MACHA-
l >< ' . l í M ( ' l i - i i o s bacleríostáticos e bactericitia de antibióticos sobre as Listeria spp isoladas em Goiânia
de jiat-icnies com clínica de aborto repelilivo. Rev.Pat.Trop. 23(l):45-59, jan./jun.!994.

A Ciprofloxacina foi bastante eficiente para todas as Listeria spp inclusive
as Listeria monocytogenes, cujas CMIs se encontraram dentro da faixa sensível (_<
1,0 ug/ml), variando de 0,5 a 1,0 ug/ml com exceção de uma, Listeria grayi, que
mostrou resistência (> 4,0 ug/ml) atingindo 5,0 ug/ml (Tabela l, Gráfico 1).
Comparando os resultados das CMIs quantitativas das CMIs qualitativas dos
antibióticos, verificou-se que não houve diferença significativa aplicando-se o teste
"t" de Student, no nível de significância de 5% nas amostras analisadas.

As determinações das CMBs da Gentamicina e Ciprofloxacina frente à
maioria das Listerias spp mostraram ser de 2 a 3 vezes as CMIs (Tabelas 2 e 1). Em
contraste, a maioria das CMBs de Penicilina e Ampicilina foi acima de 6 vezes,
chegando até 41,8 vezes as CMIs (Tabelas 4 e 3).

O fenómeno da tolerância à ampicilina foi constatado com duas cepas de
Listeria monocytogenes, pois as razões CMB/CMI foram de 41,8 e 40,0 (Tabela 3).
Frente à Penicilina a Listeria monocytogenes também mostrou-se tolerante
apresentando a razão de 32 (Tabela 4).

DISCUSSÃO E CONCLUSÃO

O presente estudo oferece subsídio para o tratamento de listeriose em
pacientes imunodeprimidos. A Ciprofloxacina e a Gentamicina mostraram ser
bactcricidas para as Listeria pois as CMBs estavam dentro dos níveis clinicamente
alcançados no sangue dos pacientes em tratamento. Nossos dados concordam com
os de vírios pesquisadores (5,8,9). Associada à potencialidade bactcrícida a
Ciproílo?acina merece destaque especial devido à propriedade farmacocinélica
intracelular, cujo mecanismo de ação se faz junto à girase, impedindo que esta, faça
a constrição normal do DNA bacteriano (5).

A Penicilina e Ampicilina foram bacteriostáticas contra as Listeria porque
a maioria das CMBs foi muito mais elevada que suas CMIs c os valores das CMBs
mostraran-se acima dos níveis clinicamente alcançados na terapia. Os nossos
resultado; concordam com os de MOELLERING et ai.,1972 (9), WIGGINS et
al.,1978 (13) e ESPAZE & REYNAUD 1988 (6), porém discordam dos de
GORDOU et ai., 1970 (7), POULSEN et ai.,1988 (10), que afirmam que elas são
bactericitas. THORNSERRY et ai.,1970 (12) esclareceram que estas contradições
estão ligadas principalmente à falta de padronização de metodologia.

Através desta pesquisa verifica-se que a Penicilina e a Ampicilina são
antibiótios de escolha para pacientes não imunocoinprometidos. Esse fator posilivo
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se deve à toxicidade quase nula sobre as células dos mamíferos desprovidas de
paredes, porém biológica mente ativas sobre as bactérias, bloqueando a síntese da
parede celular, inibindo a transpeptidação (8).

No presente trabalho encontrou-se uma cepa de Listeria monocytogenes
tolerante à penicilina e duas cepas tolerantes à ampicilina, resultados estes
compatíveis com os de MOELLERING et al.,1972 (9) e ESPAZE & REYNALD
1988 (6). O fenómeno de tolerância é explicado por autores como SHERRIS 1986
(11), como resultado de uma inibição secundária de RNA ou de síntese de proteína,
induzindo um aumento de sobreviventes de algumas cepas quando submetidas a altas
concentrações de antibiótivos B lactâmícos.

Acredita-se que uma das causas das falhas terapêuticas do tratamento da
listeriose humana com os mais comumente usados antibióticos, como penicilina se
deva provavelmente ao fenómeno de tolerância e à ineficiência da capacidade da
penetração intracelular desses antibióticos.

SUMMARY

Bacteriostatics and bacterieidal effects of antibiotics on Listeria spp isoluted
in Goiânia of patients with repeated ahortion

In this study were examined the "in vitro" antibiotic susceptibility testing
against recent clinicai isolated of Listeria spp from endocervix of womem with
repeated abortion. Treatment with antibiotics most often recominended, is usually
successful, but there are several case reports descriting faillure. A broth macrodilu-
tion mcthod was used to measure the minimal inhibitory concentrations (MICs) and
minimal bactericidal concentrations (MBCs). Ampicillin and penicillin were
baclcriostatic againslLísierm spp. Gentamicin and ciprofloxacin were bactericidal for
a l i the strains and MBCs were within 3 fold dilulions above the MICs. In contnisl,
lhe MBCs for penicillin and ampicill in were at least 6 fold di lut ions above the MICs.
Three isolates of Listeria monocytogenes showed tolerance to penici l l in and
ampicillin.

KKYWORDS: Antibiotics, Macrodilution, Listeria spp. Repeaied aborlalion
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