EFEITO ANTIMICROBIANO in vitro DA ASSOCIACAO DE POLIMIXINA B E
CEFTAZIDIMA EM AMOSTRAS CLINICAS DE Pseudomonas aeruginosa

Cecilia Saori Mitsugui*:

Maria Cristina Bronharo Tognim
Floristher Elaine Carrara-Marrone
Lourdes Botelho Garcia

RESUMO

A associac@o de antibidticos € uma alternativa para tratar doengas infecciosas de etiologia polimicrobiana ou
causadas por bactérias multirresistentes, como por exemplo, Pseudomonas aeruginosa. No presente estudo,
investigamos a atividade antimicrobiana “in vitro” da combina¢éo de polimixina B e ceftazidima, em 20 amostras
clinicas de P. aeruginosa. Inicialmente, a concentragéo inibitéria minima (CIM) dos agentes foi determinada pela
técnica de microdiluicdo em caldo para cada uma das amostras selecionadas. Posteriormente, com base nos
valores das CIMs, o efeito antimicrobiano da combinacdo da polimixina B e ceftazidima foi avaliado por meio do
método de “checkerboard”. Os resultados demonstraram que todas as amostras de P. aeruginosa estudadas
foram sensiveis a polimixina B, com CIMs variando entre 1 e 2 ug/ml. Em relacdo a ceftazidima, as CIMs
variaram de 2 a 8 pg/ml, em nove amostras sensiveis, e de 16 a 1.024 pg/ml, em 11 amostras, resistentes a
esse antibidtico. Para todas amostras testadas, o efeito antimicrobiano da combinacdo de polimixina B e
ceftazidima foi indiferente, sugerindo que esta associa¢do, quando utilizada na forma de terapia combinada in

vivo, pode ndo apresentar atividade superior aquela obtida pela monoterapia.

Palavras-chave Pseudomonas aeruginosa. Polimixina B. Ceftazidima.

INTRODUCAO

Pseudomonas aeruginosa sdo bacilos
Gram-negativos ndo-fermentadores de glicose
gue, nos ultimos anos, tém ocupado lugar de
destaque entre os patdgenos hospitalares por
causarem pneumonias associadas a ventilacédo
mecanica, bacteremias, endocardites, meningites,
infec¢Bes do trato urinario e da pele, sobretudo
em pacientes internados em unidades de terapia
intensiva ou em terapia imunossupressbra

O uso indiscriminado de antimicrobianos,
no tratamento das infec¢cbes adquiridas em
hospitais, i.e., infeccbes hospitalares, tem
contribuido para o surgimento de clones
multirresistentes de pseudomonas e constitui
um grave problema nos hospitais em todo o
mundd®. Na América Latina, particularmente
no Brasil, este microrganismo representa um

dos agentes mais frequéntemente associados a

etiologia das infec¢des hospitalares, especialmente
as do trato respiratofid’.

A relevancia clinica deP. aeruginosa
aumenta de acordo com a dificuldade crescente do
tratamento das infec¢cbes causadas por essa
bactéria pela sua resisténcia intrinseca a varios
antibiéticos, como a maioria dfisdactamicos,
tetraciclinas, cloranfenicol, fluoroquinolonas e
aminoglicosided$®. Por muito tempo, as
cefalosporinas de amplo espectro foram os
antimicrobianos de primeira escolha no tratamento
das doencgas causadas por bactérias Gram-
negativas. Entretanto, a emergéncia da producao
de enzimas como af-lactamases do tipo
ampC e de espectro extendido (ESBL) limitou
0 uso de cefalosporinas para esses microrganismos
gue, posteriormente, foram substituidas pelos
carbapenémicos, classe de antibidticps
lactamicos resistente a hidrélise pela maioria
das p-lactamases bacteriad® Embora os
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carbapenémicos representem o0s agentes de glicerol

escolha na terapia antimicrobiana de infec¢des
hospitalares graves causadas por bactérias
Gram-negativas, é frequente, nos hospitais
brasileiros, o isolamento de amostras clinicas,
especialmenteP. aeruginosa, resistentes a
essas drog8s Nestas situacBes, as polimixinas
tém sido a Unica opc¢ao terapéutica, embora,
alguns estudos ja tenham mostrado a existéncia
de cepas d®. aeruginosa com sensibilidade
reduzida a este agefitd. Atualmente, a atividade
antimicrobiana da combinacdo de diferentes
antibioticos é estudada “in vitro” e “in vivo”,
com intuito de propiciar nova alternativa
terapéutica para infeccbes causadas por
microrganismos multirresistentes. O efeito
sinérgico da polimixina B, quando associada a
rifampicina, foi observado em alguns estudos
“in vitro”, porém a eficacia da combinacao das
polimixinas com antibidticos de outras classes
ainda é assunto pouco investigddt

OBJETIVO

O presente estudo teve como objetivo
avaliar o efeito da combinacéo “in vitro” da
polimixina B com a ceftazidima em amostras
clinicas dePseudomonas aeruginosa.

METODOLOGIA

Amostras bacterianas

Para a realizacdo deste estudo foram
investigadas 20 amostras deseudomonas
aeruginosa, isoladas de pacientes internados
no Hospital da Universidade Estadual de
Londrina (Londrina, Pr) no periodo de marco
de 2003 a marco de 2005. O critério utilizado
para a selecdo das amostras foi a sensibilidade
a polimixina B, associada a sensibilidade a
ceftazidima (nove amostras) ou a resisténcia a
ceftazidima (11 amostras). A amostra de colecéo
P. aeruginosa ATCC 27853 (American Type
Culture Collection, Bethesda, MD, USA) foi
utilizada como controle de qualidade nos
experimentos. Todas as amostraP.deeruginosa
foram estocadas em agar tripticaseina soja
(Difco Laboratories, Sparks, MD, USA) a
temperatura ambiente, congeladas em caldo
Mueller-Hinton (Difco), adicionado de 30% de

(Merck, Darmstadt, Germany) e
conservadas em “freezer” a -20°C.

Agentes antimicrobianos

Dois antibioticos foram utilizados no
presente estudo: ceftazidima (EMS Industria
Farmacéutica LTDA, Hortolandia, Sédo Paulo,
Brasil) e polimixina B (Sigma Aldrich,
Steinheim, Germany).

Determinacdo da concentracao inibitoria
minima

A concentracdo inibitéria minima (CIM)
da ceftazidima e da polimixina B foi
determinada pelo método da microdiluicéo,
utilizando-se o caldo Mueller-Hinton (Difco)
com cations-ajustados, conforme descrito no
manual doNational Committee for Clinical
Laboratory Sandards®® e interpretado,
segundo manual d€linical and Laboratory
Sandards Institution™. As concentracées de
ceftazidima e polimixina B testadas foram de
0,5 a 2.048 pg/ml e de 0,015 a 32 pg/ml,
respectivamente.

Avaliacdo da atividade antimicrobiana das
combinacg@es de antibidticos

O teste de combinacéo das duas drogas foi
realizado pelo método do “checkerbodrty”
utilizando placas de microdiluicdo com 96 pocos
onde foram preparadas, em caldo Mueller-
Hinton, diferentes concentracdes (multiplas ou
fracBes da CIM) de ceftazidima e polimixina B
isoladamente e da associacdo. O inéculo de
cada amostra foi preparado em caldo Mueller-
Hinton e adicionado na concentracéo final de
5x10° UFC/mI. Ap6s o periodo de incubagéo, a
37°C, por 16 a 20 horas, as CIMs de cada
antibidtico e das combinagfes foram determinadas
e utilizadas para o calculo do indice da fracao
inibitoria (IFI), por meio da seguinte férmula:
IFlcr.=(CIM  CTZ+PB/CIM CTZ) ou
IFlpg=(CIM PB+CTZ/CIM PB), em que: CIM
CTZ+PB representa a CIM da ceftazidima
quando associada a polimixina B. CIM
PB+CTZ representa a CIM da polimixina B
gquando associada a ceftazidima. CIM CTZ e
CIM PB representam a CIM de ceftazidima e
polimixina B respectivamente, quando testadas
isoladamente. A somatoria dos IFIs
(ZIFI=IFlcrz + IFlpg) foi utilizada para a
classificacdo dos efeitos, de acordo com os
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critérios propostos por Song et "
sinergismo XIFlI < 0,5), sinergismo parcial
(ZIFI > 0,5 < 1), aditivo XIFI = 1), indiferente
(ZIF1 > 1 < 4) e antagonism&lFl > 4).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados das CIMs da polimixina B,
para as 20 amostras dE. aeruginosa
estudadas, variaram de 1 a 2 ug/ml. Nas nove
amostras sensiveis a ceftazidima, as CIMs
variaram de 2 a 8 pg/ml e nas amostras
resistentes a esse antibiotico, as CIMs
oscilaram de 16 a 1.024 pg/ml.

Nos testes de combinacdo, os valores das
CIMs da ceftazidima e da polimixina B,
quando comparados aos resultados obtidos nos
testes das drogas isoladamente, permaneceram
inalterados em 16 amostras (80%). Duas
amostras (10%) apresentaram resultados
inferiores para polimixina B (IF§=0,5), e
duas amostras (10%) apresentaram resultados
superiores para ceftazidima @R=2).
Independente dos indices obtidos para ceftazidima
e polimixina B, o efeito antimicrobiano da
combinacdo desses antibidticos foi indiferente
para todas as amostras testadasxibi> 1 <4
(Tabela 1).

Tabela 1.Resultados das CMIs da ceftazidima e polimixina @os efeitos obtidos pela combinagéo “in
vitro” desses antibiéticos em amostras clinica® ealecédo dé’seudomonas aeruginosa. Londrina-Pr,

2003-2005.
Amostras CIM ? (ug/ml) IFI° SIFI® Efeito
CcTz® PB* CTZ PB

ATCC 27853 2 1 1 1 2 IND’
5 64 2 1 1 2 IND

11 128 2 1 1 2 IND

15 2 2 1 1 2 IND

28 2 1 1 2 3 IND

29 4 1 1 1 2 IND

30 256 2 1 1 2 IND

31 1.024 1 1 1 2 IND

67 4 2 1 0,5 1,5 IND

72 2 2 1 1 2 IND
128 16 2 1 1 2 IND
176 2 2 1 1 2 IND
194 2 1 1 1 2 IND
212 1.024 1 1 1 2 IND
220 2 2 1 1 2 IND
235 2 2 1 1 2 IND
283 128 2 1 1 2 IND
288 1.024 1 1 2 3 IND
333 1.024 2 1 1 2 IND
413 1.024 1 1 0,5 1,5 IND
424 1.024 2 1 1 2 IND

‘Amostra-padréo dBseudomonas aeruginosa. “Concentraco inibitoria miniméCeftazidima."Polimixina
B. ®indice da frac&o inibitéri@Somatoria dos indices de fragées inibitorisdiferente.

Desde 1980, ap6és o lancamento dos
carbapenémicos (imipenem), nenhuma nova
classe de antibiéticos foi introduzida para o
tratamento de infec¢cdes causadas por bacilos
Gram negativos multirresistentes como, por
exemplo, Acinetobacter baumannii e P.
aeruginosa. Infelizmente, ndo ha expectativas
de novos langamentos comerciais de antibiéticos

para estes microrganismos num futuro proXitho
Por esse motivo, estudos adicionais quanto ao
uso racional dos antimicrobianos ja existentes
como, por exemplo, as polimixinas, devem ser
implementadd&®.

As polimixinas ressurgiram em consequéncia da
alta mortalidade causada por bacilos Gram-
negativos multirresistentes, em especial em
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unidades de terapia intensiva e da pouca
disponibilidade de opcdes terapéuticas. Apesar
da toxicidade das polimixinas, varios estudos
respaldam o uso clinico destes antibidticos,
especialmente da colistift4"*®

Em combinacdo com outros antibiéticos,
as polimixinas podem atuar aumentando a
permeabilidade da membrana externa da
parede celular bacteriana e permitir a passagem
da outra droga para o interior da célula,
executando, assim, efeito antimicrobiano
combinad8*'”. Estudos “in vitro” tém
demonstrado sinergismo entre polimixina B e
azitromicina, rifampicina ou imipenem contra
Acinetobacter baumannii. Efeitos sinérgicos
também foram descritos em estudos realizados
com polimixina B associada a azitromicina, e
colistina associada a rifampicina contPa
aeruginosa®®)

A ceftazidima, uma cefalosporina de
terceira geracdo, comumente utilizada em
hospitais, tem apresentado efeito sinérgico “
Vitro”, quando combinada a alguns antibiéticos.
Ao ser associada com levofloxacina e testada
em pacientes com pneumonias nhosocomiais
causadas por diferentes bactérias, apresentou
melhor resultado no controle clinico e
microbioldgico da infec¢cdo quando o patégeno
isolado eraP. aeruginosa, gracas ao sinergismo
entre cefalosporinas e fluoroquinolofids
Com a combinag¢do entre azitromicina com
ceftazidima e quinolonas, Timurkayfak
obteve efeitos sinérgicos em amostrasAde
baumannii e P. aeruginosa. Gundersonet
al®, ao comparar o efeito da combinacdo de

colistina e ceftazidima com colistina e
ciprofloxacina em um modelo farmacodinamico,
obtiveram resultado sinérgico na primeira
combinacéo.

Nossos resultados demonstraram que nao
houve sinergismo na associacdo de polimixina
B e ceftazidima, nas amostras leaeruginosa
testadas. A sensibilidade e a resisténcia a
ceftazidima néao influenciou o comportamento
das amostras frente a combinacéo deste agente
com a polimixina B.

CONCLUSAO

A combinacdo de antibidticos € realizada
com base na susceptibilidade microbiana, pois
a potencializacdo do efeito antimicrobiano é
usualmente obtida quando o microrganismo é
susceptivel a cada um dos antibidticos associados.
Entretanto, diferentes estudos tém demonstrado o
aumento deste efeito, quando combinac¢fes de
antibioticos séo adicionadas, tanto em culturas
de amostras bacterianas sensiveis quanto em
amostras resistentes aos agentes testados. Em
nosso estudo, ao contrario do esperado, o
efeito antimicrobiano dos antibioticos testados
ndo foi potencializado pela associacdo dos
antimicrobianos. Essa combinac¢éo ndo apresentou
sinergismo e, sim, indiferenca, sugerindo que a
combinacdo de ceftazidima e polimixina B,
quando utilizadan vivo, pode ndo apresentar
atividade superior aguela obtida pela monoterapia,
especialmente em relacéo a polimixina B.

THE in vitro ANTIMICROBIAL EFFECT OF POLYMYXIN B ASSOCIATED WIT H CEFTAZIDIME IN

Pseudomonas aeruginosa CLINICAL ISOLATES
ABSTRACT

The antibiotics association is an alternative to treat infectious diseases, either caused by polymicrobial etiology
or those caused by multidrug-resistant bacteria, such as Pseudomonas aeruginosa. In this study, the in vitro
antimicrobial activity of the polymyxin B and ceftazidime combination was investigated in 20 clinical isolates of P.
aeruginosa. Initially, the minimum inhibitory concentration (MIC) of those agents was determined by using the
broth microdilution technique for each of the selected strains. Afterwards, based on MIC values, the antimicrobial
effect of the polymyxin B and ceftazidime combination was evaluated by making use of "checkerboard" method.
The results demonstrated that all P. aeruginosa strains studied were sensitive to polymyxin B, with MICs varying
from 1 to 2 pg/ml. In relation to ceftazidime, MICs varied from 2 to 8 pg/ml in nine sensitive strains, and from 16
to 1.024 pg/ml in 11 strains resistant to that antibiotic. For all strains tested, the antimicrobial effect of the
polymyxin B and ceftazidime combination was indifferent, thus suggesting that such an association, when used
as a combined in vivo therapy, sometimes does not present any activity superior to the one obtained with

monotherapy.

Key words : Pseudomonas aeruginosa. Polymyxin B. Ceftazidime.
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EFECTO ANTIMICROBIANO in vitro DE LA ASOCIACION DE POLIMIXINA B Y CEFTAZIDIMA EN
MUESTRAS CLINICAS DE Pseudomonas aeruginosa

RESUMEN

La asociacién de antibiéticos es una alternativa para tratar enfermedades infecciosas de etiologia polimicrobiana
0 causadas por bacterias multiresistentes, como por ejemplo Pseudomonas aeruginosa. En el presente estudio,
investigamos la actividad antimicrobiana in vitro de la combinacién de polimixina B y ceftazidima en 20 muestras
clinicas de P. aeruginosa. Inicialmente, la concentracion inhibitoria minima (CIM) de los agentes fue
determinada por la técnica de microdiluicién en caldo para cada una de las muestras seleccionadas.
Posteriormente, con base en los valores de las CIMs, el efecto antimicrobiano de la combinacion de la polimixina
B y ceftazidima fue evaluado a través del método de “checkerboard”. Los resultados demostraron que todas las
muestras de P. aeruginosa estudiadas fueron sensibles a la polimixina B, con CIMs variando entre 1y 2 pg/ml.
En relacién con la ceftazidima, las CIMs variaron de 2 a 8 pg/ml en nueve muestras sensibles, y de 16 a 1.024
pg/ml en 11 muestras resistentes a ese antibiotico. Para todas las muestras testadas, el efecto antimicrobiano
de la combinacién de polimixina B y ceftazidima fue indiferente, sugiriendo que esta asociacion, cuando utilizada
en la forma de terapia combinada in vivo, puede no presentar actividad superior a aquella obtenida por la

monoterapia.

Palabras Clave : Pseudomonas aeruginosa. Polimixina B. Ceftazidima.
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