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Estudo da interacéo de diferentes antibacterianos em linhagens de
Escherichia coli uropatogénicas

Study of the interaction of different antibacterials in uropathogenic Escherichia coli strains

Alana Fernanda Silva de Aquino?, Rémulo Maia Ferreiral, Andrea de Souza Monteiro'?, Jodo Luis
Damido Caldoncelli?

Resumo: A combinacao de agentes antimicrobianos disponiveis para o tratamento de infeccdo do trato
urinario causadas por Escherichia coli uropatogénicas tem sido investigada a fim de aumentar a eficacia dos
tratamentos. Determinar o perfil de suscetibilidade de isolados uropatogénicas frente a varios
antimicrobianos e a eficacia da interacao de antimicrobianos. Neste estudo foram avaliadas 39 linhagens de
uropatogénicas pelos testes de difusdo de antimicrobianos em discos, determinagdo da concentracdo
inibitéria minima dos antimicrobianos e andlise da combinagdo das drogas antimicrobianas. Os dados
obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey. As
resisténcias mais significativas foram as classes de tetraciclinas e as cefalosporinas de primeira geracéo
pelo método de disco difusédo e sistema VITEK. No método de Checkerboard, a associagdo entre a
cefalotina/norfloxacina e gentamicina/ofloxacina, obtiveram sinergismo em todos os isolados testados.
Assim, a associagdo de antimicrobianos pode ser uma alternativa para o tratamento de infeccdo do trato
urinério, assim como de outras infec¢des diminuindo a possibilidade de falha terapéutica.

Palavras-chave: Agentes Antibacterianos; Infec¢des Urinarias; Sinergismo Farmacologico

Abstract: The association of antimicrobial agents available for the treatment of infection by the causative
virus by uropathogenic Escherichia coli has been investigated to increase the volume of treatments. To
determine the susceptibility profile of uropathogenic complexities against several antimicrobials and the
action of antimicrobial interaction. The present study were evaluated by antimicrobials in three days, analysis
of minimum antimicrobial inhibitory activity and antimicrobial drug analysis. Data were obtained by analysis
of variance (ANOVA) and the means compared by the Tuckey. The most important resistances were the
classes of tetracyclines and the first generation cephalosporins by the diffusion and diffusion method of the
VITEK system. In the checkerboard, the association between cephalothin / norfloxacin and gentamicin /
ofloxacin, is synonymous with all insects tested. Thus, an association of antimicrobials may be an alternative
for the treatment of urinary tract infection, as well as other infections, reducing the possibility of therapeutic
failure.
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1. Introducao

As linhagens bacterianas
causadoras de infec¢des do trato urinario
sdo denominadas Escherichia coli extra-
intestinais (EXPEC) e dentre elas sao
classificadas as Escherichia  coli
uropatogénicas (UPECs). As UPECs
apresentam alto grau de viruléncia e
capacidade de formacéao de
microcoldnias, ou inclusdes conhecidas
como comunidades bacterianas
intracelulares (IBCs). Estas persistem,
principalmente, no interior das células
superficiais da bexiga de hospedeiros.
Contudo, enquanto 0s patdgenos
intestinais s&o  caracterizados  por
especificos fatores de viruléncia (VFs), as
UPECs permanecem com dados do perfil
de viruléncia bem menos definidos.1234

Entretanto, alguns fatores de
viruléncia podem trazer facilidades para a
capacidade das UPECs de colonizarem o
trato urinario e exercerem efeitos
citotoxicos, neste contexto incluem,
fimbria tipo 1, fimbria P, adesinas,
hemolisinas, flagelos, polissacarideos
capsulares, fator 1 necrosante citotoxico,
sistemas de transporte de ferro e
antigeno O lipopolissacarideo. As
distribuicbes das propriedades de
viruléncia podem variar dependendo das
caracteristicas do hospedeiro e do tipo de
infeccdo.®

As infeccbes do trato urinario (ITU)
sdo as infeccdes mais comuns que
acometem os seres humanos, sendo as
mais prevalentes infeccdes associadas
ao uso de cateteres hospitalares. As ITUs
sao causadas principalmente por bacilos
Gram-negativos e cerca de 75 a 90% das
uroculturas positivas sao de Escherichia
coli devido ao local em que essas
bactérias se encontram e sua resisténcia
a antibidticos, elas sado denominadas
como UPEC.%’

Um dos fatores mais importantes
relacionado a esse tipo de infeccdo € a
capacidade de producédo de biofilmes por
essas bactérias, pois uma vez, instaladas
em superficies de dispositivos meédicos,
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tais como cateteres e sondas vesicais,
elas se desenvolvem nestes objetos, e
podem se locomover, até entrarem em
contato com o individuo, infectando-o. As
células bacterianas dos biofilmes destas
comunidades produzem exopolissacari-
deos extracelulares compostos
principalmente de celulose que protegem
toda a comunidade contra compostos
quimicos externos, como por exemplo,
agentes antimicrobianos.??

A combinacéo de agentes
antimicrobianos  disponiveis para o0
tratamento de infeccbes tem sido
investigada a fim de se aumentar a
eficacia dos tratamentos. As vezes 0 uso
de um Unico antibidtico ndo produz os
efeitos inibitorios eficazes desejados,
mas uma combinagao de drogas, muitas
vezes exerce um efeito sinérgico que
ultrapassa o seu desempenho individual.

O efeito sinérgico pode ser devido a
formacao do complexo certo que se torna
mais eficaz na inibicdo de uma espécie
particular de micro-organismo, quer por
inibicdo da sintese da parede da célula
ou provocando a sua lise ou morte. Com
isto, 0 objetivo deste estudo foi
determinar o perfil de suscetibilidade de
isolados uropatogénicas frente a varios
antimicrobianos e a eficacia da interacéo
de antimicrobianos.°

2. Material e Métodos

2.1. Manutencdo do isolados de E.
coliuropatogénicas e testes de difusao
de antimicrobianos em discos

Os isolados bacterianos
pertencentes a espécie de E. coli foram
identificadas inicialmente utilizando as
provas bioquimicas contidas no sistema
Bactray | e Il (LABORCLIN) de acordo
com instru¢des do fabricante. As células
dos isolados bacterianos foram
estocadas em caldo Brain Heart Infusion
(BHI) (Difco, EUA) acrescido de 15% de
glicerol para crioprotecdo e mantidas
congeladas a -20°C.
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Para a determinagao da
sensibilidade e resisténcia das linhagens,
estas foram submetidas ao método de
difuséo de antimicrobianos em discos em
agar descrito em 1966, por Kirby e
Bauer.!! Trata-se de um método que
fornece resultados qualitativos, cujo
principio € difusdo do antimicrobiano na
superficie do &gar, com observagcédo de
halo de inibicio de crescimento
microbiano. Para o0 ensaio, os inoculos
das linhagens de E. coli foram
padronizados a 0,5 na escala de
Mcfarland (eqg. a 0,5 X 108 UFC/ml).

As linhagens foram inoculadas na
superficie do agar Mueller Hinton com
auxilio de um swab, apos a inoculacéo os
discos com os antimicrobianos, as placas
foram incubadas por 24 h & 35 °C. Apés a
incubacdo os diametros dos halos de
inibicdo foram medidos e o perfil de
susceptibilidade (resisténcia e
sensibilidade) aos antimicrobianos foi
entdo determinado de acordo com as
referéncias do Clinical and laboratory
Standards Institute (CLSI) para cada
microrganismo analisado.*? Os
antibacterianos utilizados neste
procedimento  foram Levofloxacina;
Cefalexina; Nitrofurantoina; Aztreonam;
Gentamicina; Tobramicina; Tetraciclina;
Cloranfenicol, Acido Nalidixico;
Amicacina; Cefotaxima; Polimixina;
Cefepime; Meropenem; Ciprofloxicina e
Tetraciclina.

2.2 Determinacdo da concentragdo
inibitoria minima dos antimicrobianos
em linhagens de E. coliuropatogénicas

As 39 linhagens de UPECs foram
submetidas aos ensaios de confirmacgao
da identidade das espécies, de
determinacao do perfil de suscetibilidade
e concentracdo  inibitéria  minima
utilizando utilizado os cartdes AST N°105
e GN-ID para o sistema automatizado
VITEK 2 (BioMerieux SA, Marcy-I'Etoile,
Franca). As analises foram feitas de

107

acordo com as recomendacbes do
fabricante.

Ainda, foram realizados testes de
micro diluicdo em caldo utilizando como
referéncia o método descrito no CLSI.*3
Para os ensaios de micro diluicdo em
caldo, as células dos isolados
bacterianos foram crescidas por 18 h em
meio Agar BHI, a 35 °C. Ap6s a
incubacdo as células bacterianas foram
diluidas em caldo Mueller Hinton (Difco)
na concentracdo de McFarland (~1,5x105
UFC/ml), e 10 pl foram inoculados nos
pocos de placas de microdiluicdo de 96
pocos (Kartell, Italia), contendo de 0,0156
a 1024 pg/ml (concentracdes em
progressdo geométrica crescente de
razdo 2) dos antimicrobianos:
ofloxacina, norfloxacina, gentamicina
ampicilina, sulfisoxazole e cefalolina,
obtidos da Sigma Chemical Corp (St.
Louis, MO, EUA),diluidos previamente
em acido dimetil-sulféxido (DMSO,
Sigma) (solucdes estoques, de 5000 a
10000 pg/ml).

Os antimicrobianos foram filtrados
em membranas estéreis de 0,22 pm
(Milipore, EUA) acopladas a seringas.
Apoés a filtracdo os antimicrobianos foram
diluidos em caldo Mueller Hinton na
concentracdo de trabalho. O volume final
do conteudo dos pocos foi de 200 pl.
Apb6s o preparo das placas, estas foram
incubadas a 35 °C por até 24 h. Apés a
incubacdo, os pogos foram monitorados
para a determinacdo da concentragéo
inibitéria mimica (CIM) pelo método visual
de crescimento das bactérias.

2.3 Analise da combinacao das drogas
antimicrobianas

A interacdo sinérgica, antagbnica ou
indiferente das drogas foi avaliada pelo
método do Checkerboard como descrito
por Schwalbe (2007). O ponto de corte
da concentragdo inibitéria minima (CIM)
dos antimicrobianos, bem como a
variagao das concentragdes foi
determinado apos 24 h de incubacéo das
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linhagens a 35 °C, como descrito no item
anterior.

Os resultados foram avaliados
mediante analise quantitativa (indice FIC,
concentracdo inibitéria fracionada). A
concentracao inibitoria minima (CIM) das
drogas antimicrobianas em combinagao
foi definida como a menor concentracao
da associacdo das drogas que inibe
100% do crescimento microbiano. Com
base ao indice da concentragéo inibitoria
fracionada (do inglés Fractional Inhibitory
Concentration Index — FIC), as interacdes
das drogas foram classificadas como
sinérgicas, indiferentes ou antagénicas.
O FICI é definido como a soma dos FICs
de cada droga; o FIC é definido como a
CIM de cada droga, quando usado em
combinagéao dividida pelo CIM de cada
droga, quando usada isoladamente.!®

2.8 Anédlise Estatistica

Quando necessario, o0os dados
obtidos foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) utilizando o programa
Prisma 4.0 software (Jandel Scientific,
San Rafael, CA). Os resultados serao
expressos em termos da média aritmética
de trés repeticbes. As médias serdo
comparadas pelo teste de Tuckey com o
nivel de significancia entre 0,001 a 0,05.

3. Resultados

Todas as linhagens testadas pelo
Método de Disco Difusdo foram sensiveis
aos antimicrobianos: meropenem,
amicacina, polimixina, aztronam e
nitrofurantoina. De uma maneira geral as
linhagens de E. coli apresentaram maior
resisténcia ao acido nalidixico (23,1%), a
tetraciclina (20,5%) e a cefalexina
(15,40%). Neste estudo foi observado
que a que a linhagem E. coli 34
apresentou resisténcia a um maior
namero de agentes antimicrobianos
testados.
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3.1 Determinacdao da sensibilidade
através da metodologia de Kirby e
Bauer.

Os 39 isolados clinicos E. coli
UPEC obtidos por urocultura foram
submetidos a ensaios de suscetibilidade
a antimicrobianos pelos ensaios de disco-
difusdo. A suscetibilidade das linhagens
foi determinada as 15 drogas
antimicrobianas e o perfil dos isolados foi
indicado na Tabela 1.

Tabela 1. Perfil de suscetibilidade a
antimicrobianos pelo método de disco-
difuséo (Kirby-Bauer)

Linhagens Resisténcia
7 CLO, NAL, CIP
8 NAL
9 TET

10 LVX, TET, NAL, CIP
14 CFE, TET, NAL

15 LVX,CFE, NAL, CIP
16 TET, CLO

20 CFE, TET, NAL

33 CFE
34 CFE, TET, CLO, NAL, CTX,
TOB, CIP

35 TET, CLO, NAL
33 LVX, CFE, TET, NAL, CTX,
TOB, CIP

O sistema VITEK 2 apresenta como
limitacdo, ensaios de CIM normatizados
com concentragdes determinadas pelo

The Clinical and Laboratory
Standards  Institute  (CLSI). Estas
concentracbes sao utilizadas para
otimizar os resultados de CIM levando
em consideracdo o tratamento clinico.
Nos cartbes testes sdo apresentadas
concentracbes com limite maximo
referente ao CIM do agente
antimicrobiano para determinadas
espécies bacterianas.
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Normatizadas a partir de 0,03125
pHg/ml até 1024 pg/ml para 17 linhagens
de E. coli (Tabela 3). Foram testados os
antimicrobianos norfloxacina, ofloxacina,
sulfisoxazole, cefalotina, ampicilina e
gentamicina. O ensaio de CIM para um
determinado agente antimicrobiano foi
incluido baseando-se no perfil de
sensibilidade intermediaria e resisténcia
observados nos ensaios de CIM,
utilizando o sistema VITEK 2.

Tabela 2. Perfil de suscetibilidade os
isolados e linhagens de E.coli UPEC a
diferentes agentes antimicrobianos pelo
teste de CIM do sistema VITEK2

Linhagens Resisténcia
4 CFZ, CFL, SBA, AMP, SUT
7 CIP, NOR, AMP
9 TET
10 LEV, CIP, TET, NOR
13 CFL

14 CFZ, TET, CFL

16 TET, AMP, SUT

17 AMP, SUT

20 CFz, TET, CFL

23 TET, SUT

25 CFL, SBA, AMP, SUT

29 CFL, SBA, AMP, SUT

30 CIP, CFL, AMP

31 LVX, CIP, NOR, SBA, SUT

33 CFZ, CFL, SBA, AMP
LEV, CAZ, CPM, CTX, CRO,

34 CIP, CFZ, TET, NOR, CFL,
SBA, AMP, SUT

37 CFL
38 LEV, CFZ, CFL
39 CFz

Levando em consideragdo esta
limitacdo, o CIM para alguns agentes
antimicrobianos foi determinado com
concentracbes  geometricamente. A
ofloxacina foi inserida nos ensaios de
CIM por ser uma droga antimicrobiana de
escolha para o tratamento de infeccdes
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do trato urinario por E. coli. Nos ensaios
de determinacdo da concentracao
inibitéria minima, o CIM para ofloxacina
variou de 0,03125 a 16 pg/ml. Nos
ensaios de determinacao da
concentracdo inibitéria minima, o CIM
para ofloxacina variou de 0,03125 a 16
pmg/ml e a cefalotina variou de uma
concentracdo de 0,03125 pug//ml e
finalizando com concentracdo de 1024
pg/mi.

Os isolados 7, 10 e 34 foram
classificados como resistentes de acordo
com o padréo definido para a droga pelo
CLSI. O isolado 07 apresentou o0s
maiores CIM aos agentes
antimicrobianos ofloxacina (16 pg/ml) e
gentamicina (64 pg/ml), ja a cepa 34 os
maiores CIM foram da ofloxacina (16
pug/ml) e da cefalotina (1024 pg/ml). Os
isolados 4, 20 e 34 apresentaram um
CIM elevado para cefalotina, uma
cefalosporina  de 12 geragdo em
comparacdo aos outros isolados
testados.

3.2 Determinacdo do perfil de
suscetibilidade pelo método
Checkerboard

A interacdo sinérgica, antagbnica e
indiferente da associacao de
antimicrobianos frente 14 isolados de E.
coli UPEC foram determinadas pelo
método de Checkerboard (Tabela 4). Os
antimicrobianos  foram  selecionados
baseando-se no perfil de resisténcia
encontrado nos testes de CIM por VITEK.
Foram selecionados micro-organismos
que apresentaram resisténcia a uma ou
mais drogas antimicrobianas.

Os isolados 37 e 38 nao foram
incluidos neste estudo uma vez que 0s
ensaios de CIM por microdiluicdo nao foi
normatizado previamente. O critério de
inclusdo no estudo de interacdo entre
CFL/NOR foi o perfil de resisténcia a CFZ
(cefalosporina de 12 geracdo), a CFL
(cefalosporina de 12 geracdo), a SUT e
as FQs NOR e CIP nos ensaios do CIM.
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Tabela 3. Determinacao do CIM dos agentes antimicrobianos para os isolados de E.

coli UPEC

Isolados

Agentes antimicrobianos

ofloxacina sulfisoxazole gentamicina Cefalotina norfloxacina ampicilina

04
07
10
13
16
17
19
20
23
25
29
30
31
33
34
39

0,03125 512
16 512
16 512

0,0625 1024

0,03125 512

0,03125 512

0,03125 512
2 512

0,0625 1024

0,03125 1024

0,03125 512

0,0625 1024

0,03125 512

0,03125 512
16 512

0,0156 512

Concentragao pg/ml (CIM)

2 256
64
32

0,063
ND
ND
ND

1024
16
64
16

0,03125

32
128
1024
0,063

(@]
N

NANDIEBEARNNPEPENNMNNDEADN

0,063 512
128 512
128 2

0,063 ND
ND 512
ND 512
ND 8

8 1024

0,125 ND

0,063 512

0,063 512

0,032 ND

0,063 512

0,063 1024
256 1024

0,063 ND

ND-nao determinado.

Tabela 4. FICs (Concentracdo Inibitéria Fracionada) para CFL/NOR, GEN/OFL e
SUL/OFL em diferentes isolados de E. coli UPEC

Associagdo de Associagéo de Associagéo de
Isolados antimicrobianos Isolados antimicrobianos Isolados antimicrobianos
CFLINOR GENI/OFL SULFIOFL
4 5 0,125 7 5 0,125 4 A 203125
7 S 0,125 13 S 0,125 16 A 203125
13 S 0,125 30 S 0,125 17 A 1,03125
20 5 0,125 31 S 0,125 20 A 1,03125
25 5 0,125 34 5 0,125 23 A 1,03125
29 S 0,125 25 A 203125
30 S 0,125 29 A 203125
31 5 0,125 31 A 203125
33 5 0,125 34 A 1,03125
39 5 0,125
CFL: CEFALOTINA; NOR: NORFLOXACINA; GEN: GENTAMICINA; OFL: OFLOXACINA; SULF: SULFISOXAZOLE
S: SINERGISMO (FIC: €0,5); A: ANTAGONISMO 0,5 < FIC £4,0)
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4. Discussao

Neste estudo, os perfis de
resisténcia observados nos testes de
disco de difusdo concordaram com
observado no sistema VITEK 2. Embora,
neste sistema de ensaio ndo tem sido
determinada a concentracdo inibitéria
minima acima da definida pelo (CLSI).
Todos os isolados e E. coli testados
foram resistentes ao sulfisoxazole, uma
sulfonamida antibacteriana com um
substituinte oxazole. O sulfisoxazole
constitui um dos farmacos de escolha
para o tratamento de infeccbes agudas
do trato urinario causadas por bactérias
sensiveis, tais como E. coli e Klebsiella
spp.1216

Tanto o método por disco-difusdo
guanto o método automatizado VITEK 2,
apresentaram bactérias multidroga
resistentes (MDR), sendo este, um
problema atual, ndo s6 no Brasil como
em paises desenvolvidos, que leva a um
problema expressivo de morbidade,
mortalidade e custos hospitalares. O
isolado 34 foi detectado como um MDR,
e quando a CIM foi determinado para
esta linhagem, foi observado uma
elevacdo nos valores da CIM, para os
antimicrobianos, ofloxacina,
sulfisoxazole, cefalotina, norfloxacina e
ampicilina. Recentemente, demonstrou-
se que as UPECs MDR tém sido
reportadas com taxas de resisténcia, com
destagque, aos seguintes antibacterianos,
quinolonas  (74,5%), beta-lactamicos
(57,4%) e sulfas (48,5%).18

Atualmente, um clone da E. coli , a
sequéncia tipo 131 (ST131), tém sido um
isolado MDR associado com aumento da
proporcdo de ITUs e infecches
sanguineas. Sua rapida emergéncia e
propagacdo relaciona-se a fatores que
incluem, resisténcia as fluorquinolonas,
genes altamentes virulentos, presenca do
alelo FIimh30 para produzir fimbrias do
tipo 1 e a producdo de CTX-M-15 ESB.
Uma importante medida a ser adotada &
a racionalizagao no uso de
antimicrobianos, que oferece uma
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oportunidade de determinar  seu
apropriado uso nos casos para 0s quais
estdo indicados e para que isso acontece
se faz necessaria a presenca de uma
atuante comissao de controle de infeccao
hospitalar.1%17

Um dado observado em relagéo aos
antimicrobianos no estudo, foi que tanto
no método de disco-difusdo, quanto no
sistema VITEK 2, todos os isolados de
UPECs foram sensiveis a nitrofurantoina,
pois este € um antimicrobiano antigo,
mas que, atualmente (cefalosporina de 12
geracdo), a SUT e as FQs NOR e CIP
nos ensaios do CIM tem sido largamente
empregado no tratamento de ITUs por E.
coli , pois demonstra ser uma droga com
boa atividade e com baixa resisténcia
bacteriana, além de ser indicada para
pacientes que fizeram o uso recente de
outro antimicrobiano.?%:2

Quando tratamos da resisténcia,
observamos uma alta taxa em
antimicrobianos, como 0s beta-
lactamicos, o &cido nalidixico, o
sulfametoxazol/trimetoprim, por serem
estes a primeira linha de tratamento em
ITUs, logo, seus consumos sao elevados,
demostrando um aumento da resisténcia
em linhagens de UPECs. Tem sido
observado que dentre espécie E. coli,
varias linhagens vem apresentando um
aumento da CIM para tetraciclina, sendo
gue muitos isolados tem  sido
caracterizados como resistentes, tanto
pelo sistema VITEK como pelo teste de
disco-difusdo. Acredita-se que esta
elevacdo no nivel de resisténcia pode ser
mediada por plasmideos, que conferem
uma menor captacdo da droga pela
bactéria, ainda, algumas bactérias podem
ser induzidas a sintetizar enzimas que
levam a inativacdo do antimicrobiano.?0:2

Neste estudo, avaliando o método
do Checkerboard foram observadas
interacdes sinérgicas entre cefalotina e
norfloxacina para a 10 linhagens de
UPECs testadas, cujo valores foram
similares com um indice FIC de 0,125.
Ensaios de interacdo de antimicrobianos
em E. coli sdo escassos até o presente
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momento, contudo na literatura foram
reportados que associagcbes entre
cefalosporinas de terceira geragdo com
ciprofloxacina  podem  apresentar-se
como indiferentes. White e
colaboradores?? analisando as
associacoes entre cefepime e
ciprofloxacina ou cefadizima e
ciprofloxacina por ensaios de
Checkerboard observaram valores de
indices de FIC de 1,00 (indiferente) para
as duas associacoes quando utilizaram a
linhagem de E. coli (ATCC 35218).

Entretanto, ja foram reportados
dados contraditorios sobre a associacdo
de beta-lactamicos e outros
antimicrobianos para outras bactérias
Gram negativas, como Pseudomonas
aeruginosa e Acinetobacter baumanii.
Cefalosporinas, como a ceftazidima, tém
apresentado efeito sinérgico in vitro para
outras espécies de bactérias quando
combinada com outros antimicrobianos.
Ao ser testada em pacientes com
pneumonias nosocomiais causadas por
P. aeruginosa, a cefadizima apresentou
melhor resultado no controle clinico
microbiolégico da infeccdo, quando
associada a levofloxacina. A resolugao
da infeccdo foi atribuida provavelmente
ao efeito sinérgico entre a cefalosporina e
a fluorquinolona.?223

Em um outro estudo, realizado em
bovinos contra os patégenos Mannheimia
haemolytica e de Pasteurella multocida,
nao foi verificado o efeito sinérgico
guando associamos o ceftiofur, uma
cefalosporina de terceira geragédo, com
as fluorquinolonas, como o danofloxacina
e o enrofloxacina, o efeito apresentado
mostrou ser indiferente, efeito este que
nao quantificamos no presente estudo
presente. Um dado interessante, € que

tanto as quinolonas como as
cefalosporinas, principalmente a
ceftazidima, demonstraram efeitos

sinérgicos em linhagens de P. aeruginosa
e A. baumannii quando combinadas com
a azitromicina.?%26

Em outra comparacédo de efeito de
associacdo, entre colistina e ceftazidima
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e colistina e ciprofloxacina em um modelo
farmacodinamico, obteve-se resultado
sinérgico na primeira associacdo. Para
combinacfes entre beta-lactamicos e
fluorquinolonas, diferentes interagOes
antimicrobianas tem sido relatadas.
Geralmente, sinergismo e antagonismo
tém sido reportados, sendo o efeito
antagbnico demonstrado em uma
pequena porcentagem de isolados
bacterianos.?829

Atualmente, as fluorquinolonas séo
uma alternativa em relacdo aos
aminoglicosideos em associagcdes com
beta-lactamicos no tratamento de
infeccbes causadas por bactérias Gram-
negativas nosocomiais, por serem menos
nefrotdéxicas e pela administracdo oral.
Entretanto, Diez- Enciso e colaboradores
(1991) avaliaram a associacdo dos
antibacterianos  beta-lactamicos com
aminoglicosideos e beta-lactamicos com
fluorquinolonas  pelo  método de
Checkerboard, e observaram uma maior
taxa de sinergismo na associagao com 0s
aminoglicosideos. Resultados similares
foram observados em outros trabalhos.
Neste estudo, foi observado um valor de
FIC de 0,125 para associacdo de
gentamicina com ofloxacina para 5
linhagens de E. coli testadas (isolados 7,
13, 30, 31, 34), indicando uma interacao
sinérgica entre 0s agentes
antimicrobianos.30:21:31

Uma concordancia com esta
combinag&o, onde uma associagao tripla,
que constituiu um glicipeptidio,
vancomicina ou teicoplamina, com
levofloxacina, ou aminoglicosideo ou
amicacina, no tratamento de graves
infeccbes respiratérias por S. aureus
(MRSA), resultou em um efeito sinérgico,
sendo que o uso da teicoplamina obteve
um melhor resultado. Outro estudo que
corroborou com o resultado da
associacdo entre um aminoglicosideo e
as fluorquinolonas, demonstrou
sinergismo quando a gentamicina fora
associada com algumas fluorquinolonas,
entre estas, a ciprofloxacino e a
gatifloxacino contra isolados de E. coli.3°
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JA& Song e colaboradores®®
utiizando o meétodo de Checkerboard,
investigaram que as combinagdes entre
beta-lactamicos/aminoglicosideos/florqui
nolonas tiveram atividade sinérgica
contra 24 linhagens de P. aeruginosa que
sS&o resistentes a esses antimicrobianos,
engquanto nao foi detectado antagonismo
em nenhuma combinacdo, o efeito
sinérgico foi observado em uma ou mais
de combinacdes em 15 das 24 linhagens.
Também, Bajaksouzian e
colaboradores®*, observaram sinergismo
para aminoglicosideos associados com
fluorquinolonas contra linhagens
guinolona-suscetivéis de A. baumannii.?®
No Japéo, investigou-se a atividade da
ciprofloxacina  associada  com a
amicacina em 26 linhagens de P.
aeruginosa isoladas de infeccfes do trato
urinario, concluindo que apenas 1 (uma)
destas apresentou o efeito sinérgico, ja a
combinagdo  entre beta-lactamicos,
especialmente os carbapenémicos, e as
fluorquinolonas mostrou ser a mais
adequada. Ensaios associacdo entre,
ampicilina (um beta-lactamico) com um
aminoglicosideo, a kanamicina, frente a
P. aeruginosa  tem apresentado
resultados sinérgicos.3%36

Em ensaios, em que foram
utilizados isolados de enterobactérias
produtoras de beta-lactamase e P.
aeruginosa, a combinacao da ceftarolina,
beta-lactamico, com levofloxacina
apresentou um efeito indiferente para
todas as linhagens testadas. Essa
cefalosporina com a amicacina
demonstrou efeito sinérgico contra 90%
das linhagens utilizada. Comparando
com estudos recentes, s6 que pelo
método de Checkerboard, sinergismo foi
reportado entre a ceftarolina e amicacina
contra uma linhagem de E. coli produtora
de Dbeta-lactamase, no entanto, na
linhagem de K. pneumoniae, ndo foram
avaliadas as combinacdes com
amicacina e levofloxacino.3"38

No presente estudo, a interacéo
entre sulfisoxazole e ofloxacina foi
antagbnica, para as 9 linhagens de
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UPECs selecionadas, uma vez que 0s
valores de FIC para a associacdo das
duas drogas antimicrobianas foi superior
ao indice 0,5, que é o limite maximo
aceitavel para uma interacdo sinérgica.
Ainda, foi observado que houve uma
variagdo dos FICs da associacdo
sulfisoxazole e ofloxacina (1,03125 e
2,03125). Relatos de associagao entre
uma sulfa e uma quinolona ndo sdo muito
comuns na literatura, o que se tem
demonstrado mais comumente sdo a
combinagcbes destes com  outros
antimicrobianos, como por exemplo entre
uma quinolona e um beta-lactamico.
Entretanto, interacdes sinérgicas podem
ocorrer quando se associa sulfas e outros
antimicrobianos.3®

Orhan e colaboradores® avaliando
combinacBes de antimicrobianos contra
16 linhagens de Brucella melitensis,
testaram o efeito da rifampicina com o
sulfametoxazo-trimetoprim e da doxicilina
com 0 sulfametoxazol-trimetoprim,
observaram um efeito sinérgico na
primeira associacdo para apenas 1(uma)
linhagem, enquanto na segunda, foi
relatado o mesmo efeito somente para 4
linhagens. O sulfametoxazol é
comumente empregado em associagcdo
com o trimetoprim, uma diamino-
pirimidina, associacdo mais conhecida
como cotrimoxazol. O efeito das duas
drogas € sinérgico, pois atuam em
passos diferentes da sintese do acido
tetra-hidrofélico  (folinico), necessaria
para a sintese dos acidos nucléicos. O
sulfametoxazol inibe um passo
intermediario da reacdo e o trimetoprim a
formacdo do metabdlito ativo do acido
tetra-hidrofolico no final do processo. Um
exemplo dessa associacao sinérgica € na
medicina veterinaria no tratamento de
meningites por bactérias do grupo
coliforme. Outras associagdes, do
trimetoprim, na clinica veterinaria sao
com a sulfonamida e com a
sulfadimetoxina, que sao utilizados para
o tratamento de meningites bacterianas
em bovinos e cées.'&40
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5. Concluséo

Tanto no método de disco difusao,
guanto no método automatizado,
utilizando o sistema VITEK, tiveram como
resisténcias mais  significativas  0s
antimicrobianos  tetraciclinas e as
cefalosporinas de primeira geracao,
cefalexina, no disco difusdo e cefalotina,
no sistema VITEK. Todas as linhagens
testadas foram sensiveis aos
antimicrobianos, amicacina,
nitrofurantoina e aos carbepenémicos
(meropenem e imipenem).

Houve a deteccdo de linhagens
multirresistentes, no sistema VITEK, cuja
caracteristica é a resisténcia a trés ou
mais classes de antimicrobianos néao
relacionadas, nos isolados 04,16, 25, 29,
34. Nos ensaios de determinacdo CIM,
por microdiluicdo em placas de 96 pocos,
0 padréo para as quinolonas (ofloxacino
e ciprofloxacino) foram iguais. Nos
ensaios de CIM 17 linahgens de UPEC
foram resistentes ao sulfisoxazole, uma
sulfonamida antibacteriana, na
determinacdo do CIM, por microdiluicao
em caldo.

Utilizando 0 método de
Checkerboard, para definir o tipo de
interacao na combinagao de

antimicrobianos, observou-se uma
interacao sinérgica em todos os isolados,
gquando a combinacdo foi entre a
cefalotina e a norfloxacino e entre a
gentamicina e o0 ofloxacino. Na
associacdo entre  sulfisoxazole e
ofloxacina, o tipo de interacdo foi
antagobnica em todos os isolados.
Destaca-se, com isso, que a
combinac&o entre antimicrobianos torna-
se uma alternativa que pode ser viavel no
tratamento de infec¢cdes causadas por E.
coli, sejam elas urinarias ou de qualquer
outro foco. No entanto, mais pesquisas e
estudos serdo necessarios para a
completa introducdo desta metodologia
no cenario da saulde, onde possa-se
abranger todas as espécies bacterianas e
a combinagéao de todos 0Ss
antimicrobianos possiveis.
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