Articulos de investigacion clinica o experimental

AvaliacGo comparativa da modulacdo de antibiéticos, frente
as cepas bacterianas de Escherichia coli, Staphylococcus
aureus

Evalvacion comparativa de lo modulacion de antibidticos frente a cepas bacterianas de Escherichia Coli,
Staphylococcus

Comparative Evaluation of the Modulation of Antibiotic-Activity against Strains of Escherichia coli
and Staphylococcus aureus

Henrique D. M. Coutinho PhD", Sharlene M. 0. Brito MScz, Nadghia F. Leite?, Vivianne C. S. Vandesmet MSc?, Maria T.
A. Oliveira MSc?, Gioconda M. A. B. Martins MScZ, Ana Raquel P. Silva BS¢, Maria do Socorro Costa BS¢?

Recibido: 3 de noviembre de 2014 @ Aceptado: 27 de junio de 2015
Doi: dx.doi.org/10.12804 /revsalud13.03.2015.02

Para citar este articulo: Coutinho HOM, Brito SMO, Leife NF, Vandesmet VCS, Oliveira MTA, Martins GMAB, et al. Avaliaciio comparativa da modulagdo de antibidticos,
frente s cepas bacterianas de Escherichia coli, Staphylococcus aureus. Rev Cienc Salud. 2015;13(3):345-354. doi: dx.doi.org/10.12804 /revsalud13.03.2015.02

Resumo

Introdugdo: Combinagdes multiplas de drogas estao sendo utilizadas no combate a disseminagao de
bactérias patogénicas resistentes a antibiéticos. No entanto, a utilizagio incorreta desses antibioti-
cos fez com que algumas bactérias sejam selecionadas, deixando apenas as resistentes aos agentes
antimicrobianos, com o consequente surgimento de resisténcia aos antibidticos. Objetivos: Nesse
contexto, avaliaram-se as atividades microbioldgicas dos antibiéticos claritromicina, gentamicina,
ciprofloxacino e imipenem, além de comparar as atividades da associacdo entre esses farmacos,
frente as cepas bacterianas de Escherichia coli e Staphylococcus aureus. Materiais e Métodos: A
Concentragao Inibitéria Minima (cim) foi realizada pelo método de microdiluigao em caldo para
cada uma das amostras selecionadas. Posteriormente, com base nos valores das civs, foi avaliado o
efeito antimicrobiano da combinagao das drogas pelo método de modulagdo. Resultados: A associa-
cao demonstrou efeitos sinérgicos frente as linhagens testadas, sugerindo-se que a associagao dos
antibidticos testados aumenta o seu potencial antimicrobiano. Conclusdo: Nesse sentido, o uso de
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antibidticos em combinagao pode ser realizado mediante investigagdes posteriores que comprovem
a seguranca de seu uso.

Palavras-chave: Resisténcia a Antibiéticos, atividade microbioldgica, associagao de antibidticos,
potencial antimicrobiano.

Resumen

Introduccién: Actualmente, se estd utilizando la combinacion de multiples drogas en la lucha contra
la propagacion de bacterias patdgenas resistentes a los antibidticos. Sin embargo, el uso inade-
cuado de estos antibidticos ha causado que algunas bacterias se seleccionen, con la consiguiente
aparicion de resistencia a los antibidticos. Objetivo: Se evalud la actividad microbioldgica de los
antibidticos claritromicina, gentamicina, ciprofloxacino e imipenem, y se compard la actividad
sinérgica de estos farmacos, frente a las cepas bacterianas de Escherichia coli y Staphylococcus
aureus. Materiales y Métodos: Se determind la Concentracion Minima Inhibitoria (cmr) por
el método de microdilucion en caldo para cada una de las muestras seleccionadas y se evalug el
efecto antimicrobiano de la combinacién de farmacos por el método de modulacion. Resultados:
La combinaciéon mostrd efectos sinérgicos frente a las cepas ensayadas, lo que sugiere que la aso-
ciacion de los antibidticos ensayados aumenta su potencial antimicrobiano. Conclusion: Se puede
utilizar antibi6ticos en combinacion; sin embargo, se requiere realizar investigaciones adicionales
que demuestren ser seguros para su utilizacion.

Palabras clave: Resistencia a antibiticos, actividad microbioldgica, asociacion de antibidticos,
potencial antimicrobiano.

Abstract

Introduction: Combining multiple drugs is an strategy used to combat the dissemination of
pathogenicand drug resistant bacteria. However, the misuse of these drugs against bacteria have
caused the selection of more resistant specimens called multidrug-resistant bacteria. Objective:
In this work we evaluated the antibiotic activity of claritromicin, gentamicin, ciprofloxacin and
imipenen, alone or associating one by one, against strains of Escherichia coli and Staphylococcus
aureus. Material and methods: The minimal inhibitory concentration (mic) was performed us-
ing the microdilution assay. Based in the mic values, the antibiotic effect of the drugs alone and
in association were determined. Results: The association between the drugs demonstrated the
synergism against the bacterial strains. Conclusion: The use of the combined antibiotic-therapy
can be positively performed, but additional studies have to be conducted first for proving that
its use is safe.

Keywords: Resistance to antibiotics, Microbiological activity, Association between antibiotics,
Antimicrobial activity.
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Introducdo

Durante muitas décadas, foram desenvolvidos
farmacos na tentativa de combater, de modo
eficiente, infecgdes bacterianas, o que ocasionou
a redugao da mortalidade causada por doengas
microbianas (1). No entanto, a utilizagao incor-
reta desses antibidticos fez com que algumas
bactérias fossem selecionadas, deixando apenas
as resistentes aos agentes antimicrobianos, com
o0 consequente aparecimento de resisténcia aos
antibiéticos (2, 3), um problema crescente e
preocupante. Para os pacientes, a resisténcia
antimicrobiana aumenta a morbidade e mor-
talidade, enquanto que para as instituigoes de
satide significa aumento de custos (4, 5).

Os microrganismos possuem varios meca-
nismos pelos quais podem resistir aos efeitos dos
antimicrobianos, dentre eles: alteracdo da estru-
tura molecular dos antimicrobianos, produgao
de enzimas que inativam a droga, alteragdo das
proteinas ligadoras da penicilina ou outros pon-
tos-alvo nas paredes das células, alvos modifica-
dos da DNA-girase, mutagoes de permeabilidade
e modificagdes ribossdomicas (6).

Atualmente combinagoes multiplas de drogas
estao sendo utilizadas no combate a disseminacio
de bactérias patogénicas resistentes a antibidti-
cos. Relatos indicam que, diferentes combina-
¢oes antibidticas testadas in vitro e aplicadas em
clinicas, sao comuns. E o caso da combinacio de
penicilina com a gentamicina. Essa combinacio
vem sendo utilizada também entre antibidtico e
produtos naturais de origem vegetal, alterando
a agao dos antibidticos, seja aumentando a ativi-
dade antibidtica ou revertendo a resisténcia (7).

Quando a substancia, utilizada na combi-
nagao, intervém de forma positiva, ou seja,
aumentando a atividade do antibiético, é dito
que provoca um efeito sinérgico. Ao contrario,
quando ha uma diminui¢do ou inativagao da
acao dos antibidticos frente a substancia ocor-
rerd o efeito antagonico (8).

Este trabalho teve como objetivos avaliar
as atividades microbioldgicas dos antibi6ticos
claritromicina 2500pg, gentamicina 2500pg,
ciprofloxacino 2500pg e imipenem 2500pg, con-
siderando o potencial antimicrobiano, além de
avaliar comparativamente as atividades decor-
rentes da associagao entre gentamicina, ciproflo-
xacino e imipenem com a claritromicina frente as
cepas bacterianas de Escherichia coli e Staphylo-
coccus aureus.

Material e métodos

Linhagens celulares utilizadas: Os microrga-
nismos analisados neste trabalho foram bacté-
rias de linhagens multirresistentes E. coli 27 e
S. aureus 358.Todas as linhagens foram cedidas
pelo Laboratério de Micologia da Universidade
Federal da Paraiba — urps.

Foram utilizados os seguintes meios de
cultura: Agar Heart Infusion — Hia (Difco La-
boratories Ltda) e Brain Heart Infusion - BHI
(Difco Laboratories Ltda) na concentracdo in-
dicada pelo fabricante e a 10%. Todos os meios
de cultura foram preparados de acordo com as
especificacdes do fabricante e esterilizados em
autoclave de vapor quente. As bactérias foram
inoculadas em caldo BHI e incubadas a +35 °C,
durante 24 horas.

Antibiéticos: As drogas utilizadas neste
trabalho foram: claritromicina, gentamicina,
ciprofloxacino e imipenem, todos em uma con-
centragao de partida de 2500pg cujas diluigoes
variaram de 1,250 — 0,7 pg/mL obtidos da
Sigma Chemical Co. Todas as drogas foram
dissolvidas em dgua estéril.

A claritromicina pode ter efeito bacterici-
da ou bacteriostatico, atuando como imuno-
modulador de doencas inflamatérias do trato
respiratodrio, inibindo a produgio de citocinas
pro-inflamatdrias (9). Produzem efeitos adver-
sos nos pacientes quando usados com Digoxina,
Midazolan ou Triazolan e Teofilina, aumentando
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as concentragdes sanguineas e fazendo com que
seu efeito seja aumentado, além de predispor
aos seus efeitos toxicos como disturbios da vi-
sao e arritmias cardiacas (10).

A gentamicina € um aminoglicosideo bacte-
ricida de amplo uso clinico, o qual age inibindo a
sintese proteica de bacilos gram-negativos (11).
Tal antibiético, nao deve ser combinado com
outras substancias ototoxicas e nefrotéxicas,
pois pode potencializar tais efeitos. Apresenta
ainda atividade bloqueadora neuromuscular,
valendo ressaltar que tais alteragdes dependem
da administragao de doses multiplas e intole-
rancia do individuo (12).

Ja o Imipenem é produzido a partir da bac-
téria Streptomyces cattleya, pertencente aos
carbepenémicos. Este antibidtico atua inibindo
diretamente a parede celular de bacilos gram
-positivos e gram-negativos, obtendo melhor
resultado em bacilos gram-negativos (13).

Por fim, o ciprofloxacino consiste em um
antibidtico pertencente ao grupo dos quino-
16nicos, utilizado no tratamento de patologias
causadas por microorganismos gram-positivos
e gram-negativos. Seu mecanismo de acdo de-
corre da inibicdo da sintese do pDNA bacteria-
no, pelo bloqueio da enzima girase. E contra
indicado em caso de uso concomitante com
Tizanidina e Amiodarona, resultando em hi-
potensao, efeito sedativo e aumento dos riscos
cardiotoxicidade, diminuindo também a eficacia
de sua agdo (14).

Concentracdo Inibitdria Minima (cim): A
Concentragao Inibitéria Minima (cim) foi rea-
lizada pelo método de microdiluigao em caldo
(15). Os microrganismos mantidos em HiA
foram inoculados em 3ml de caldo BHI por
24h a 35°C, afim de formar uma suspensao de
10° vrc/mL. Uma solugdo contendo 1350 pL
de BHI (10%) e 150 pL do indculo foi colocada
em cada um dos eppendorfs. Em seguida foram
distribuidos 100 pL da solugdo contendo BHI
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com indculo, em cada cavidade da placa de mi-
crodiluigao e logo em seguida adicionados 100
pL do antibiético a ser modulado na primeira
cavidade, sendo passado para as demais, através
de sucessivas dilui¢des na propor¢ao de 1:1, até
a pentiltima cavidade. A dltima cavidade foi re-
servada para controle (meio + inéculo).

A concentragao inicial de todos os antibi6ti-
cos utilizados foi de 2500 pg/mL, variando nos
pocos das placas de microdilui¢do de 1250 - 0,7
pg/mL. As placas foram colocadas na estufa
numa temperatura de aproximadamente 35°C,
por um periodo de 24 horas (15).

A c1M de cada antibidtico foi posteriormente
determinada, sendo as revelagoes das cim bac-
terianas realizadas utilizando-se a resazurina.

Modulacio da atividade antibidtica
por microdiluicdo

As solugdes dos antibidticos foram testadas em
concentragao sub-inibitdria (M1c/8) (7). Foram
distribuidos 100pL de uma solucdo conten-
do BHI, in6culo e o antibiético modulado em
cada pogo no sentido numérico da placa. Em
seguida, 100pL da droga moduladora foram
misturados ao primeiro pogo, procedendo-se
a microdiluicdo em série, numa proporgao de
1:1 até a pendltima cavidade. A gentamicina,
o ciprofloxacino e o imipenem agiram como
agente modulador da claritromicina. Poste-
riormente, a claritromicina assumiu o papel
de modulador dos demais antibiéticos. O efeito
sinérgico foi observado a partir da redugao da
cm dos antibidticos quando combinados com
a droga utilizada como moduladora.

Andlise estatistica

Os resultados dos testes foram feitos em tri-
plicata expressos como média. Para anélise es-
tatistica foi aplicada a Two-way anova seguida
do teste de Tukey.
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Resultados e discussdo

Os resultados estao ilustrados na figura 1, onde a
claritromicina teve resultado significativo quando
utilizada como agente modulador do imipenem
(Cla/Imi) podendo ser visto o efeito sinérgico em
todas as linhagens de bactérias utilizadas nesse
estudo, uma vez que o uso isolado de imipenem
requereu uma concentragao deste antibidtico de
102 pg/mL e 126 pg/mL para haver a morte das
linhagens de sa e EC, respectivamente, enquanto

que sua associagdo com claritromicina reduziu
tais concentragdes para a 10 e 25 pg/mL.

Ja diante do uso do imipenem modulando a
claritromicina (Imi/Cla) a reducio da claritro-
micina na linhagem de sa se deu de 18 pg/mL
para 3 pg/mL, e na linhagem de EC a redugao
foi de 18 pg/mL para 9 pg/mL. Com isso, foi
constatado um efeito antibacteriano aumenta-
do com os microrganismos S. aureus e E. coli.
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Figura 1: Atividade moduladora entre claritromicina e imipenem contra linhagens de Staphylococus aureus (sa) e Escherichia col (c).
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Os resultados ilustrados na figura 2 mostram
que a claritromicina, quando usada como agen-
te modulador do ciprofloxacino (Cla/Cipro). O
efeito sinérgico da droga na linhagem sa nao te-
ve significAncia, porém houve resultado antibac-
teriano aumentado frente a linhagens bacteriana
de EC, com uma redugdo de 16 pg/mL, quando
isolado, para 3 pg/mL, em associacao.

Também foi testado o ciprofloxacino modu-
lando a claritromicina (Cipro/Cla) e, nesse caso,

valor estatisticamente significante com p < 0,0001; ns — ndo esfatisficamente significante com p > 0,05.

foi constatado um efeito sinérgico significativo
frente aos microrganismos S. aureus e E. coli,
onde no primeiro a redugao da cim foi de 52 pa-
ra4 pg/mL e no segundo de 35 para 16 pg/mL.

A figura 3 mostra o efeito modulador da
interacdo entre antibidticos, quando avaliados
contra cepas bacterianas. Nos testes frente a ce-
pa bacteriana Gram-negativa multirresistente
E.coli 27, as duas drogas testadas tiveram uma
melhoratuagdo no cim por associagdo, sugerindo
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Figura 2: Atividade moduladora entre claritromicina e ciprofloxacino contra linhagens de Staphylococus aureus (1)
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e Escherichia coli (c).

valor estatisticamente significante com p < 0,0001; ns — ndo esfatisficamente significante com p > 0,05.
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Figura 3: Atividade moduladora entre claritromicina e gentamicina contra linhagens de Staphylococus aureus (xs)

e Escherichiacoli (zc).

*** yalor estatisticamente significante com p < 0,0001; ns — ndo estatisticamente significante com p > 0,05.
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uma relagao de sinergismo. Quando a droga
moduladora foi a gentamicina, a reducdo da ctm
foi de 15 pg/mL para 5 pg/mL; quando usada
a claritromicina como moduladora, a redugao
foi de 33 pg/mL para 15 pg/mL.

Os efeitos de tais antibidticos sobre as li-
nhagens de sa foram menos expressivos, prin-
cipalmente quando a droga moduladora foi a
claritromicina, uma vez que o resultado nao
teve significincia. Quando a gentamicina foi
modulada, a reducéo da cim se deu de 25 pg/mL
para 10 pg/mL.

Nos dltimos anos, tem havido grande em-
penho cientifico em pesquisas quimicas e far-
macoldgicas sobre as propriedades bioldgicas
de plantas medicinais (16). Outra alternativa
para os tratamentos diz respeito a associagao de
antimicrobianos, em casos particulares, com a
finalidade de se alcancar uma agao sinérgica ou
um aumento do potencial de acdo dos mesmos,
alargando seu espectro de atividade, além de se
evitar a utilizagdo de monoterapia antimicro-
biana, devido ao risco de desenvolvimento de
resisténcia em determinados casos (17). Vale
ressaltar ainda que a associacdo dessas drogas,
as quais devem ter agdo bactericida, mecanismo
de agao diferente, espectro especifico e menor
custo, facilitam também o cumprimento da
terapéutica por parte do paciente.

Portanto, a utilizagdo de terapia combinada
com duas ou mais classes de medicamentos é
mais eficaz do que o uso de altas doses de mo-
noterapia (18, 19). Tais dados reafirmam os re-
sultados encontrados em nosso trabalho, onde a
associacao entre medicamentos mostrou-se mais
eficaz que 0 uso de antibidticos individualmente.

A claritromicina, pertence a classe dos ma-
crolideos, liga-se reversivelmente a subunidade
50S inibindo o processo de transpeptidagao e
translocacdo. O peptideo é liberado prematu-
ramente e incompleto perdendo sua funcao
celular (20).

Os mecanismos através dos quais algumas
linhagens bacterianas tornam-se resistentes
aos macrolideos geralmente envolvem um des-
tes trés a seguir: alteragdes no alvo da droga,
efluxo e inativacdo. As modificacdes no alvo da
droga conferem um amplo espectro de resistén-
cia aos macrolideos, o efluxo e a inativagao afe-
tam apenas alguns desses antimicrobianos (21).

Os B-lactdmicos, classe na qual o imipenem
esta inserido, inibem as enzimas transglicosi-
dases que participam na formagio, manutengao
e regulagao da matriz do peptidoglicano. Estas
enzimas sdo as PBPs (Penicilin Binding Pro-
teins) localizadas na superficie da membrana
citoplasmatica (22). A ligagao do B-lactdmi-
co as PBPs impede a bactéria de completar a
transpeptidagao das ligagdes do peptidoglicano,
evitando a sintese da parede celular (23).

A perda da sensibilidade ao imipenem pode
ser proveniente, por exemplo: da diminui¢do
da permeabilidade da membrana externa aos
antimicrobianos, igualmente conhecida como
perda de porinas; da presenca de PBPs com baixa
afinidade por carbapenémicos; da superexpres-
sao de bombas de efluxo; ou ainda da producao
de enzimas, conhecidas como carbapenemases,
capazes de hidrolisar estes agentes antimicro-
bianos (24).

As Fluoroquinolonas comegaram a ser pres-
critas mais frequentemente para o tratamento de
infecgdes em pacientes ambulatoriais, de forma
massiva e indiscriminada desde a sua introdugao
comercial. Isso levou a um aumento das infecgoes
causadas por E. coli resistente as Fluoroquinolo-
nas, dificultando seu tratamento (25). Conforme
apontado nesse estudo, o uso do ciprofloxacino
individualmente mostrou um alto indice de re-
sisténcia dos microorganismos testados.

Estudos anteriores demonstraram alta re-
sisténcia individual verificada em S. aureus e
E. coli em relagao ao ciprofloxacino, a exemplo:
(53,1 %), (22,15 %), (21,3 %), configurando-se
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ainda como um dos mais altos perfis de resis-
téncia entre os antimicrobianos, devendo por-
tanto, ser revista a sua utilizagdo como primeira
escolha para o tratamento de infeccdes causadas
por tais agentes etioldgicos (26-28).

Os aminoglicosideos sao usados, primordial-
mente, para tratar infecgdes causadas por bacilos
Gram-negativos aerébicos ou em combinagoes
sinérgicas com agentes antimicrobianos ati-
vos na parede celular contra algumas bactérias
Gram-positivas resistentes, como por exemplo,
penicilina, vancomicina, macrolideos (29).

Bactérias do género Staphylococcus sdo
distribuidas na natureza assim como na mi-
crobiota normal da pele e na mucosa dos pas-
saros. Algumas espécies de Staphylococcus sdo
frequentemente reconhecidas como agentes
etioldgicos de infecgdes oportunistas em mui-
tos animais e inclusive em humanos (2, 30).

Neste trabalho foram selecionados os far-
macos acima citados, utilizados em tratamento
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