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RESUMO

A.baumannii € um importante patdgeno em infec¢Ges nosocomiais principalmente por
sua capacidade de se tornar resistente aos antimicrobianos. Surtos de A.baumannii resistente
aos carbapenémicos (ABRC) tém sido descritos em todo mundo. Devido a emergéncia de
resisténcia aos antimicrobianos e auséncia de novas opcles de tratamento, as polimixinas
reemergiram como opcdo de terapia contra infecgfes causadas por A.baumannii. O uso de
polimixina é associado a maior mortalidade e menor eficacia comparada a outros
antimicrobianos. Alguns estudos in vitro tém avaliado a combinacdo de polimixina com
outros antimicrobianos a fim de aumentar a eficacia dos tratamentos. O objetivo deste estudo
foi avaliar o sinergismo entre a polimixina B com outros antimicrobianos em isolados de
ABRC, pelo método de Curvas Tempo-Morte bacteriana (Time- Kill Curves). Os isolados
foram provenientes de banco de amostras e foram avaliadas as combinagdes de polimixina B
com carbapenémicos (imipenem e meropenem), tigeciclina, rifampicina, amicacina e
ceftazidima. As combinagdes foram testadas nos tempo 0, 30°, 1,4,12 e 24 h. Sinergismo entre
polimixina B foi demonstrado contra todos antimicrobianos para ambos isolados, exceto para
ceftazidima e imipenem no isolado 1. Nosso estudo mostrou que tigeciclina, amicacina e
rifampicina sdo agentes mais ativos combinados com polimixina B, sendo assim estes agentes

podem apresentar efeito benéfico em combinacdo com a polimixina no tratamento de ABRC.

Palavras-Chave: A.baumannii resistente aos carbapenémicos, polimixina, terapia combinada,

sinergismo.



ABSTRACT

A.baumannii is an important pathogen in nosocomial infections primarily for its ability
to become resistant to antimicrobials. Outbreaks carbapenem- resistant A.baumannii (CRAB)
has been described worldwide. Due to the emergence of antimicrobial resistance and the
absence of new treatment options, the polymyxins reemerged as an option therapy against
infections caused by A.baumannii. The use of polymyxin is associated with higher mortality
and lower effectiveness compared to other antimicrobials. In vitro studies have evaluated the
combination of polymyxin with other antimicrobial agents to enhance the effectiveness of the
treatments. This study was to evaluate the synergy between polymyxin B with other
antimicrobials in isolates from ABRC, by Time-Kill Curves. The isolates were from stool
samples and were evaluated combinations of polymyxin B with carbapenems (imipenem and
meropenem), tigecycline, rifampin, amikacin and ceftazidime. The combinations were tested
attime 0, 30 ', 1,4,12 and 24 h. Synergism between polymyxin B was demonstrated against all
antimicrobials for both isolates, except for ceftazidime and imipenem in isolated 2. Our study
showed that tigecycline, amikacin and rifampicin more active agents are combined with
polymyxin B, and thus these agents may have a beneficial effect in combination with a

polymyxin in treating CRAB.

Keywords: Carbapenem- resistant A.baumannii, polymyxin, combination therapy, synergism.
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1. INTRODUCAO

O género Acinetobacter spp compreende mais de 30 espécies diferentes, sendo que A.
baumannii € a espécie de maior importancia clinica (1). Esta espécie faz parte do complexo
Acinetobacter calcoaceticus - Acinetobacter baumannii, que incluem 4 espécies diferentes
(Acinetobacter baumannii, Acinetobacter calcoaceticus, Acinetobacter pitti e Acinetobacter
nosocomialis). Estas espécies sdo extremamente semelhantes, em suas caracteriticas

bioquimicas de identificacdo, sendo distinguidas entre si apenas por métodos genotipicos (2).

A.baumannii é responsavel por diferentes tipos de infec¢des (2), sendo considerado
um importante patdgeno causador de infecgdes nosocomiais. As infeccbes nosocomiais
causadas por esta bactéria tém emergido de forma preocupante nos Gltimos anos, logo que é
um patdgeno de longa sobrevivéncia em ambiente hospitalar, causador de surtos institucionais
e pela capacidade de adquirir maltiplos mecanismos de resisténcias aos antimicrobianos (3).
Carbapenémicos sdo os antimicrobianos de escolha para tratamento destas infecgdes, devido a
resisténcia a outros PB-lactamicos, aminoglicosideos e fluoroquinolonas. O aumento da
resisténcia aos carbapenémicos em isolados de A.baumannii (ABRC) se deve a presenca
mecanismos de resisténcia, como a perda de porinas e a presen¢a de enzimas da classe B

(metalo-B-lactamases) e classe D (OXA-carbapenemases) (4).

Com o surgimento de isolados de A.baumannii multiresistente (ABMR), as
polimixinas tém sido utilizadas como opcdo terapéutica, devido a sensibilidade ao antibiético.
Sdo antibidticos antigos, que foram abandonados devido a neurotoxicidade e nefrotoxicidade
(5), porém reemergiram a prética clinica pela auséncia de novos antibioticos e pelo aumento
da prevaléncia da multiresisténcia em isolados de Pseudomonas aeruginosa, A.baumannii

entre outros bacilos gram-negativos multiresistentes (6; 7; 8).

O tratamento com polimixinas é associado com maior mortalidade quando comparado
a outros antimicrobianos (9; 10) e o risco de mortalidade intra-hospitalar € quase duas vezes
maior em pacientes tratados com esse antibiotico (11). Segundo Rigatto MH 2012 (12), o uso
de polimixina no tratamento de pneumonia por ventilagdo mecénica e traqueobronquite

causadas por P.aeruginosa e A. baumannii pode ser inferior a outros antimicrobianos.
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A combinacdo de antimicrobianos tem sido estudada para tentar aumentar a eficacia
dos tratamentos. A polimixina, combinada com outros antimicrobianos, pode aumentar a
permeabilidade da membrana externa da parede celular bacteriana, permitindo a passagem da
outra droga para o interior da célula, tendo assim o efeito antimicrobiano combinado (13; 14).
Vérios estudos in vitro avaliaram a combinacdo de polimixinas ou colistina com outros
antimicrobianos em isolados de ABRC (14; 15; 16; 17; 18) apresentando efeito sinérgico ou
ndo. Para avaliar o sinergismo entre antimicrobianos in vitro, existem trés técnicas: O ensaio
Curvas de Tempo- Morte bacteriana (Time-Kill Curves — TKC), método de E-test e Método
de Checkerboard (17; 19).

Este estudo teve como objetivo avaliar o sinergismo entre a polimixina B com outros
antimicrobianos contra dois isolados de ABRC, pelo método de Curvas Tempo-Morte
bacteriana (Time-Kill Curves). A polimixina foi combinada com carbapenémicos (imipenem

e meropenem), tigeciclina, rifampicina, amicacina e ceftazidima.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1.1 Microbiologia do género Acinetobacter

O género Acinetobacter spp pertence a familia Moraxellacea e sdo classificados como:
coco-bacilo Gram negativos ndo fermentadores de lactose, aerdbicos obrigatdrios, imoveis,
oxidase negativa, catalase positiva e ndo esporulados, com 39-47% moles de contetdo GC em
seu DNA (2; 20). Requerem exigéncias nutricionais minimas e podem sobreviver em variadas
superficies e ambientes aquosos (21). Este organismo pode utilizar uma variedade de fontes
de carbono e é capaz de crescer em ampla faixa de temperaturas e condi¢des de pH (22). Sdo
de habitat natural no solo e na agua, e podem ser isolados de alimentos, artropodes, carne,
peixes e do meio ambiente (21). A maioria das espécies isoladas de materiais clinicos cresce
bem nos meios de cultura tradicionalmente utilizados na rotina laboratorial dos laboratérios

de microbiologia na temperatura de 37°C (23).

Em 1911, o primeiro isolado foi descrito primeiramente como Micrococcus calco-
aceticus pelo cientista alemdo Beijerinck, por ser encontrado em solos ricos em calcario
(acetato de célcio) (24). Em 1954, o género bacteriano sofreu nova alteracdo taxondmica,
ficando conhecido como Acinetobacter - do grego [akinetos] - ndo mdvel (1; 25.) Em 1971,
apos sofrer inimeras modificacBes taxondmicas, ficou estabelecida a sua nomenclatura até os
dias de hoje. Entre as mais de 30 genomoespécies pertencentes ao género Acinetobacter,
Acinetobacter baumannii (genoespécie 2) é a espécie clinicamente mais importante e
associada a doenca humana (1; 26). Acinetobacter pitti e nosocomialis, anteriormente
classificados como Acinetobacter sp 3 e 13TU, sdo outras espécies que sao patogénicas ao
homem, porém sdo encontradas com menor frequéncia (27; 28; 29). Estas trés espécies
juntamente com Acinetobacter calcoaceticus sdao muito similares geneticamente e
fenotipicamente, ndo podendo ser diferenciadas entre si, por métodos convencionais de rotina,
entdo o termo complexo Acinetobacter calcoaceticus - Acinetobacter baumannii foi proposto
para se referir a esse agrupamento (2).

Dentre as espécies de Acinetobacter, A. baumannii é a espécie nosocomial mais
importante (27), mais prevalente e mais associada a resisténcia aos antimicrobianos e a

mortalidade (30). A.baumanii é um patégeno humano oportunista que pode causar infecgdes
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nosocomiais e frequentemente exibe perfil mais resistente devido a presenca de mecanismos

de resisténcia e sua capacidade de adquirir novos determinantes de resisténcia (20).

Estes microrganismos sdo conhecidos por sua capacidade de colonizar varios locais do
corpo, como pele, feridas, trato gastrointestinal e respiratério de pacientes hospitalizados.
InfecgOes por A.baumannii acometem principalmente pacientes com idade avangada, doencas
subjacentes graves, imunossupressao, traumatismo, queimaduras, ou pacientes que realizaram
algum procedimento invasivo, como a presenca de cateteres, ventilagdo mecanica,
antibioticoterapia e permanéncia hospitalar (20; 26), portanto pacientes criticos sdo 0s mais
infectados em hospitais (31). S&o altamente resistentes a secagem e agentes de desinfecgéo,
sobrevivendo grandes periodos no ambiente hospitalar. Podem permanecer na pele de
pacientes por longos periodos, podendo provocar surtos de infec¢do hospitalar. Algumas
espécies podem sobreviver por um longo periodo de tempo em superficies inanimadas (32;
33), uma caracteristica que promove a transmissdo de contaminacdo hospitalar através de
fomites (1; 34).

Os surtos de infeccdes causados por Acinetobacter spp podem ser controlados com
medidas de controle reforcando a higienizacdo das méos, limpeza de pisos e paredes. Além
disso, é imprescindivel a esterilizacdo de equipamentos médicos, leitos, roupas e

equipamentos de ventilacao (35).
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2.1.2 Epidemiologia

Historicamente, A.baumannii € um patogeno de clima quente e imido, onde tem sido a
maior causa de infeccdes principalmente em unidades de tratamento intensivo causado por
pneumonia comunitaria (35; 37). E considerado um patégeno recorrente durante guerras e
desastres naturais (2; 38). O Acinetobacter até as ultimas trés décadas era considerado um
microrganismo de patogenicidade questionavel, passou a ser considerado um importante

agente causador de infec¢do hospitalar no mundo (38).

Desde as Ultimas duas décadas, tem sido comumente encontrado em regides de clima
temperado (2). Desde 1974, o Center for Disease and Control (CDC) tem notificado um
aumento nas taxas de infeccBes nosocomiais (hospitalares) por Acinetobacter no verdo em
relacdo as outras estacbes do ano (39), podendo esse aumento chegar a 50% (39; 40).
Possivelmente as explicagdes para essa variagdo podem estar relacionadas ao aquecimento e
umidade do ar, que favorecem o crescimento do Acinetobacter e seu habitat natural, e a
contaminacdo de ambientes potencialmente preveniveis, como filtros de ar- condicionado
(38).

As infecgOes se caracterizam por pneumonia agressiva e elevada letalidade e estéo
ligadas ao alcoolismo e ao cancer (36; 37). A razdo para maior prevaléncia de infeccGes por
Acinetobacter em certas areas geograficas ndo é bem conhecida, porém, pode estar
relacionada a diferencas de temperatura e umidade, que influenciam bactérias colonizadoras
(38).

Durante a Guerra do Vietnd, foram reportados 63 casos de soldados com infecgdo em
tecidos moles. No periodo de 2002 a 2004, nas regides do Afeganistdo e Kwait, foram
identificadas 85 infeccBGes de corrente sanguinea entre os militares, sendo que em 4% dos
casos ja se mostravam com resisténcia (38; 41). Apds o tsunami que atingiu o Sudeste
Asiatico em dezembro de 2004, foram relatados 17 casos de pessoas em estado grave que
foram removidos para a Alemanha, foram isolados em 20% das amostras laboratoriais de

ferida, sangue e material respiratdrio desses pacientes ABMR (38).

No ambiente hospitalar o A.baumanniii estd assumindo um papel importante, sdo

inimeros os relatos de surto de infeccdo hospitalar no mundo. O mais preocupante nesse
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contexto é sdo a endemicidade nas instituicdes de salde e a dissemina¢do dos mecanismos de
resisténcia aos carbapenémicos, o que reflete no aumento de mortalidade, morbidade e custos
(2; 23; 41).

Segundo alguns estudos, até o inicio de 1970, infecgfes nosocomiais causadas por
A.baumanniii eram tratadas com sucesso com um Unico agente ou em combinacdes de
antibioticos. Entre 1971 e 1974 o aumento nas taxas de resisténcia comegou a ser notado para
aminoglicosideos, cefalosporinas de primeira e segunda geracdo. Em 1975 foram reportados
aumento de resisténcia para cloranfenicol e tetraciclinas (20). Na década de 1990 foi descrita
0s primeiros casos de resisténcia aos carbapenémicos em isolados de A.baumanniii, visto que,
varios surtos vém sendo descritos (23; 41). Segundo Gales et al 2006 (42), conforme os dados
do Estudo SENTRY- Programa de Vigilancia Antimicrobiana, no periodo de 2001 a 2004 as
taxas de sensibilidade ao imipenem foram de 74% na Europa, Asia e Pacifico, 86% na

Ameérica Latina e 89% na América do Norte.

Na Europa os surtos por A.baumanniii sdo observados desde 1980, notavelmente na
Franca, Alemanha, Inglaterra, Espanha, Italia e Holanda (23; 43). A principal fonte de
transmisséo é através de pacientes colonizados (23; 44). E dificil estabelecer a prevaléncia da
resisténcia aos carbapenémicos em isolados de A.baumannii em paises europeus, visto que
ndo é um agente patogénico monitorado pelo European Antimicrobial Resistance Surveillance
System (EARSS). Alguns estudos citam taxas de resisténcia mais altas aos carbapenémicos na
Turquia, Grécia, Italia, Espanha, Inglaterra e teve um aumento na Europa Oriental. Porém sao
menores na Alemanha e Holanda (45; 46). A tipagem de isolados de A.baumannii revelou
uma diversidade genotipica dentro da espécie, isso levou ao conhecimento de um ndmero
limitado de clones responsaveis pelos surtos hospitalares em muitos paises (23; 31), sendo
gue a multiresisténcia é frequentemente associada a estes isolados que pertencem a estes
clones denominados “clones internacionais” (47). Clones resistentes especificos sdo a causa
predominante de surtos (48; 49). Foi descrito na Europa, trés clones “pan” (classificados
como |, Il e Ill- também chamados de “clones europeus”) que tem se disseminado em areas

geograficas distintas (50) , assim novas epidemias clonais estdo surgindo.

A maior parte dos surtos por A.baumannii pertencem a um Unico clone (51) ,
entretanto foram relatados surtos policlonais (43; 52), visto que cepas esporadicas coexistem

frequentemente com as epidemias (43; 51). Surtos nosocomiais por A.baumannii envolvem
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principalmente unidades de terapia intensiva, entretanto cepas epidémicas podem ser
encontradas em outras unidades do hospital (43; 53).

Nos Estados Unidos, conforme os dados no National Healthcare Safety Network
(NHSN), no periodo de 2006 a 2008, 34% dos isolados de A.baumannii eram resistentes aos
carbapenémicos, juntamente com outras trés classes de antimicrobianos (54). A resisténcia
aos carbapenémicos aumentou de 22% em 2002 para 52% em 2008 (55). Na Africa, os dados
sobre a prevaléncia e resisténcia aos antimicrobianos em isolados de A.baumannii sdo
limitados. Estudos na Africa do Sul citam resisténcia aos carbapenémicos em 30% dos
isolados de A.baumannii isolados de hemocultura. Estas cepas sdo endémicas em unidades de
queimados e terapia intensiva (23). Na Asia e Oriente Médio foram documentados indimeros
surtos de ABMR e inimeras carbapenemases foram originalmente descritas neste continente
(23). Na Australia e Oceania, as infecgdes comunitarias tem epidemiologia diferente da
observada em infec¢es hospitalares, sendo que as cepas comunitarias sdo significativamente
mais susceptiveis aos antimicrobianos (56). O primeiro surto na Australia identificou que em
11% dos funcionarios tinham A.baumannii presentes nas maos, sendo que era a mesma cepa

que estava causando a infeccdo nos pacientes (57).

Na America Latina, os indices de resisténcia aos carbapenémicos segundo Programa
MYSTIC, parecem ser as mais altas do mundo (58), além disso, varios genes de resisténcia
tém sido identificados baseados em amostras isoladas no Brasil (59), Argentina (35) e
Colémbia (60).

Poucos paises latino-americanos possuem de programas de vigilancia para
monitoramento da resisténcia antimicrobiana, como Argentina, Chile e Colémbia (61; 62; 63).
Brasil e México ndo tem um programa de controle nacional de resisténcia antimicrobiana, o
que dificulta estimar a prevaléncia real da resisténcia aos antimicrobianos (64). Segundo
dados do SENTRY, as infec¢bes em corrente sanguinea e casos de pneumonia causadas por
Acinetobacter spp correspondem respectivamente a 7,2% e 17,7, das infeccdes causadas por
bacilos Gram-negativos na America Latina. (64). Entre os isolados da Argentina e de Centros
Brasileiros, foi observado uma aumento na resisténcia ao imipenem e a carbapenemase mais
frequente foi a blapxa-23, enquanto a carbapenemase blapgxa24 foi isolada no México e na
Argentina (64). No Brasil, as carbapenemases da classe D descritas sé0 OXA-23 e OXA-143
(65; 66; 67). Recentemente foi descrita no Sul do Brasil a OXA-231, uma nova variante da
OXA-143 (68).
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No Brasil as taxas de resisténcia ao imipenem em isolados de Acinetobacter spp
aumentaram de 12,6% no periodo de 1997-1999, para 71,4% em 2008-2010 (64). De acordo
com o MYSTIC, A.baumannii foi o segundo patdégeno mais prevalente isolado a partir de
pacientes hospitalizados em UTIs (69). Os principais surtos que tem sido descritos no Brasil,

séo da regido Sul e Sudeste (66; 69).

No Rio Grande do Sul, o primeiro caso de ABRC foi descrito em 2004, em um surto
no qual envolveu 16 hospitais com mais de 500 isolados de 2004-2008, e que revelou, pela
primeira vez a presenca da enzima OXA-23 em Porto Alegre (70). Martins et al (71)
avaliaram a incidéncia de ABRC, em um surto de infecgdo na cidade de Porto Alegre, em um
periodo de 12 meses. Foram identificados oito grupos clonais por tipagem molecular, sendo
que trés destes estavam presentes em todos 0s hospitais, demonstrando assim, a disseminacao

dos clones em diferentes instituicGes hospitalares.



19

2.1.3 Manifestacdes clinicas e tratamento de infec¢Bes por A.baumannii

Os surtos causados por estes organismos aumentaram em todo mundo (72; 73), sendo
assim as manifestacdes clinicas mais frequentes de infeccdes causadas por Acinetobacter spp,
sdo particularmente associados a pneumonia por ventilagdo mecéanica, bacteremia, pele,
tecidos moles (74) e infec¢do do trato urinario, especialmente em unidades de tratamento
intensivo (75; 76). Presenca de cateter vascular tem sido associada frequentemente a

bacteremia por Acinetobacter (77; 78).

O desenvolvimento de infecgdes adquiridas em unidades de tratamento intensivo esta
fortemente relacionado ao aumento no tempo de internacdo e associado com pior prognostico
como o aumento de morbidade e mortalidade (74; 79). Pacientes com hemocultura positiva
para A.baumannii tém trés vezes maior a taxa de mortalidade em UT]I, exceto para infeccdes

por P.aeruginosa e Candida spp. (23).

A resisténcia a mdltiplas drogas tem sido relatada em taxas crescentes, sendo
associada ao aumento da morbimortalidade (80). A mortalidade de infeccGes causadas por
isolados de ABRC, em unidades de tratamento intensivo, sdo préximas a 50%, sendo maior

em relacdo aos isolados bacterianos de A.baumannii susceptiveis aos carbapenémicos (80).

As principais classes de agentes antimicrobianos considerados efetivos para o
tratamento de A.baumannii sdo: sulbactam, cefalosporinas como cefepime e ceftazidima
(antimicrobianos anti-pseudomonas), carbapenémicos como imipenem e meropenem,
monobactans, aminoglicosideos, fluoroquinolonas, tetraciclinas, tigeciclina e polimixinas (3).
Contudo a escolha da melhor terapia antimicrobiana é dependente das elevadas taxas de

resisténcia de A.baumannii a maior parte destes antimicrobianos.
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2.1.4 Mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos e opc¢0es terapéuticas utilizadas em

infecgdes de A.baumannii resistente aos carbapenémicos

A capacidade de adquirir resisténcia a quase todos 0s grupos de antibidticos

disponiveis € um problema de grande preocupagdo mundial em isolados de A.baumannii (81).

Entre os mecanismos mais comuns de resisténcia antimicrobiana apresentada por
cepas nosocomiais de A. baumannii, esta a producdo de B-lactamases, bombas de efluxo,
diminuicdo da permeabilidade da membrana externa, alteracdes de canais da parede celular
(porinas), mutacdo em alvos de antibidticos (quinolonas), producéo de enzimas inativadoras
de aminoglicosideos (3).

O aumento da utilizacdo de carbapenémicos no ambiente hospitalar nos ultimos anos,
como consequéncia de maior prevaléncia de infeccdes de bacilos gram-negativos resistentes
as cefalosporinas de espectro ampliado, exerce maior pressdo seletiva sobre a microbiota
hospitalar, o que pode ocasionar aumento da resisténcia a estes agentes (4).

A emergéncia da resisténcia aos carbapenémicos em isolados de A. baumanii se deve a
mecanismos de resisténcia similares descritos em bactérias gram-negativas: producdo de f-
lactamases- que tem a capacidade de hidrolisar os carbapenémicos (carbapenemases); reducgéo
da permeabilidade da membrana externa, decorrente da perda ou expressdo reduzida das
porinas, o que resulta na diminuicdo da permeabilidade aos antimicrobianos através da
membrana externa da célula bacteriana; a superexpressdo bacteriana de bombas de efluxo
pode diminuir a concentracdo de antibioticos B-lactdmicos no interior da bactéria; e alteracdes
da proteina ligadora de penicilinas (PBP), impedindo a sua acdo (4; 41; 82). A resisténcia
clinica em Acinetobacter geralmente sdo a associacdo de bombas de efluxo com super

expressao de B-lactamase AmpC ou carbapenemases , conforme figura 1(38).

A presenca de enzimas carbapenemases, da classe B (metaloenzimas) e D (enzimas
OXA\) séo associadas a resisténcia aos carbapenémicos (76). As enzimas OXA séo da Classe
D de Ambler e as mais importantes s&o OXA-23, OXA-24, OXA-51 e OXA-58 e OXA-143
(4; 83).

Segundos estudos realizados em dois hospitais universitarios de Porto Alegre (70)

onde foram avaliados a resisténcia aos carbapenémicos em isolados de A. baumanii, todos os
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isolados testados foram positivos para a producdo de carbapenemases OXA-23. Dados
semelhantes também sdo descritos por Prates C et al (84), também realizados em Porto
Alegre, no qual todos os isolados de ABRC, foram produtores de OXA-23 e positivos para
blaOXA-51. A presenca de carbapenemases, como por exemplo, a OXA-23, € um importante
mecanismo de resisténcia aos carbapenémicos em isolados de A. baumanii (76; 85; 86), sendo
associado a surtos de ABRC, em todo mundo e no Brasil (66; 70).

Em infeccBes causadas por A. baumanii, as opc¢des terapéuticas sdo mais restritas.
Entre os agentes terapéuticos mais recomendados, estdo as polimixinas — Polimixina B e

Polimixima E (colistina), a tigeciclina e a ampicilina-sulbactam.

A tigeciclina é um novo antimicrobiano da classe das glicilciclinas, 0 mecanismo de
acdo desta droga € através da inibicdo da sintese proteica. O antimicrobiano se liga a
subunidade 30S do ribossomo bacteriano, impedindo a incorporacdo de residuos de
aminoacidos no alongamento da cadeia peptidica (87). Tem a capacidade de evitar o principal
mecanismo de resisténcia das tetraciclinas, ligado a presenca dos genes tet, promovendo a
protecao ribossomal e bombas de efluxo (87). Tem atividade contra bactérias Gram-positivas,
Gram-negativas aerdbicas, anaerobicas, microrganismos atipicos e micobactérias de
crescimento rapido e ABMR (88; 89; 90). Alguns estudos tém sido citado resisténcia a

tigeciclina em alguns surtos (89).

A ampicilina sulbactama é outra opc¢do terapéutica possivel no tratamento de infeccGes
causadas por ABRC. Este antimicrobiano surgiu na década de 1980 como um inibidor de
betalactamase. E uma molécula betalactdmica sintética que possui estrutura e propriedades
farmacocinéticas e quimicas semelhantes as aminopenicilinas. O mecanismo de acdo da
ampicilina-sulbatama é através da ligacdo irreversivel as betalactamases, formando um

complexo inativo que permite a acdo do betalactamico (76; 91).
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Figura 1: Potenciais mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos em Acinetobacter

Adaptado do artigo : Munoz-Price L. et al 2008 (38).
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2.2 POLIMIXINAS

As polimixinas sdo um grupo de peptideos policatidnicos ciclicos naturalmente
sintetizados pelo Bacillus polymyxa (polimixina) e Bacillus colistinus (colistina). Os
antimicrobianos desta classe (colistina e polimixina B) atuam principalmente sobre a parede
celular de bactérias gram-negativas, levando a répida alteracdo da permeabilidade da

membrana citoplasmatica e, finalmente, a morte celular. Tem acéo bactericida rapida.

As polimixinas, que possuem carga positiva, ligam-se a membrana externa dos
lipopolissacarideos (LPS), deslocando Mg? e rompendo as pontes cruzadas entre Mg? e
moléculas anidnicas da LPS na membrana externa, levando a desestabilizacdo e ruptura das

membranas externa e interna (92).

A estrutura quimica da polimixina B é demonstradas na figura 2.

Y-NH,

(o-Dab —» p-Phe —> 1-Leu

Fatty acid — (e)1.-Dab — -Thr — (oji-Dab — (c.y)-Dab

L-Thr «— (ojL-Dab «— (ot)L-Dab
-NH, ¥-NH, |

¥-NH, ¥-NH,

Figura 1: Estrutura quimica da polimixina B. Adaptado de Zavascki et al. , 2007 (6).

Das cinco polimixinas reconhecidas (A a E), apenas polimixinas B e E (colistina) sdo
utilizadas comercialmente na terapéutica de infecgdes. As polimixinas foram abandonadas no
final da década de 70, devido a sua nefrotoxicidade, neurotoxicidade (5) e pela descoberta de
drogas melhor toleradas, permanecendo apenas para tratamento de infeccbes pulmonares
causadas por P.aeruginosa, em pacientes com fibrose cistica (93). Polimixina B e colistina

tém demonstrado serem ativas contra P. aeruginosa.

Infecgdes nosocomiais causadas por A. baumannii, tem emergido de forma

preocupante, visto que é um patégeno com longa sobrevivéncia em ambiente hospitalar,
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causando surtos institucionais e pela aquisi¢cdo de multiplos mecanismos de resisténcia aos
antimicrobianos (3). Com o surgimento de isolados de ABMR, exceto as polimixinas (94),
essas drogas tém sido a unica opc¢do terapéutica possivel. Dentre os bacilos gram-negativos,
os isolados A. baumannii, sd0 0s mais resistentes a antimicrobianos e mais dificeis para
controle e tratamento (91). Devido a auséncia de novos antimicrobianos com atividade contra
bacilos Gram-negativos, as polimixinas foram reintegradas como medicamentos de ultimo
recurso para tratamento de infec¢bes graves causadas por cepas de bacilos gram-negativos
multiresistentes (6; 7; 8 ; 95; 96).

Estudos citando testes de susceptibilidade antimicrobiana para Acinetobacter spp tém
mostrado taxas de suscetibilidade elevada (95-99%) para polimixina B (98-100%) e para
colistina (42; 97; 98; 99). Entretanto Arroyo et al 2005 (100) concluiram que apenas 80,9%

dos isolados de A. baumannii foram sensiveis a colistina.

De acordo com alguns estudos realizados em Porto Alegre, para avaliar a eficacia
clinica da polimixina, tanto em isolados de P.aeruginosa quanto de A.baumannii, foram
demonstrado nestes estudos menor eficacia da polimixina B em comparacdo a outros
antimicrobianos (11; 12), sendo que a terapia com polimixina pode ser inferior a outros
antimicrobianos no tratamento de pneumonia por ventilagdo mecénica e traqueobronquite

causadas por P.aeruginosa e A. baumannii (12).

Conforme Kvitko et al 2010 (11), o risco de mortalidade intra-hospitalar foi quase
duas vezes maior para pacientes tratados com polimixina B. Outros estudos avaliaram a
terapia de polimixina B ou colistina com ampicilina/sulbactam, colistina com meropenem e
colistina com imipinem, no tratamento de infec¢cdes nosocomiais de ABRC. Foi descrito que
o tratamento com polimixinas é associado com maior mortalidade quando comparado a outros

antimicrobianos (9; 10).

O principal mecanismo de resisténcia associado a polimixina e colistina em isolados
de A.baumannii e P.aeruginosa, sao as alteracdes na permeabilidade celular (75). Entretanto
essa resisténcia € rara. A heteroresisténcia tem sido reportada, embora muitas cepas
multiresistentes apresentem alto indice de sensibilidade as polimixinas (101). Segundo um
estudo realizado pelo SENTRY, onde foram avaliadas as taxas de susceptibilidade a colistina
e polimixina em 40625 isolados de bacilos gram-negativos em todo mundo, a taxa de

resisténcia encontrada foi entre <0,5% a 1,5% (101).
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2.3 TERAPIA COMBINADA

A combinacdo de agentes antimicrobianos disponiveis tem sido investigada a fim de
se aumentar a eficacia dos tratamentos. Combinada com outros antibidticos, 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 combinado (13;14).

Para avaliar o sinergismo entre antimicrobianos in vitro, ndo existe padronizacao,
existem trés testes que séo utilizados. As opgdes para avaliar sinergismo sdo 0s ensaios de
Time-Kill Curves — (TKC) ou Curvas Tempo-Morte bacteriana, Método de E-test (Pankey
GA 2005) e Método de Checkerboard (17;19). O ensaio de TKC e 0 Método de Checkerboard
sdo os métodos mais utilizados para avaliar sinergismo, embora sejam mais trabalhosos e

demorados.

O Método de Checkerboard é um teste de microdiluicio que avalia a CIM
(Concentracdo Inibitéria Minima) de drogas sozinhas e combinadas. A partir do indice de
fracdo inibitoria, sdo realizados os calculos para avalia se houve sinergismo, antagonismo e
indiferenca (17; 19; 103).

O ensaio de TKC ¢é realizado conforme as orientaces do Clinical Laboratory
Standards International (104), avalia o sinergismo de dois ou mais antimicrobianos na
tentativa de inibir o crescimento bacteriano de cepas de bactérias causadoras de infeccdes.
Avalia a concentracdo do antimicrobiano e a morte da bactéria em diferentes intervalos de
tempo do ensaio. O numero médio de colbnias (UFC/mL) obtidas com antimicrobiano
combinado e sozinho é comparado com o controle sem antimicrobiano. Os resultados séo
expressos em log de UFC/mL. O sinergismo ¢ definido como >2logip na diminuicdo da
contagem de colnias em 24 horas comparado a combinagdo do agente sozinho mais ativo
(18; 103; 105).

Atividade bactericida é definida como uma redugao de 99,9% (>3logi) da contagem
total de UFC/mL no in6culo original. Atividade bacteriostatica é definida como manutencéo

ou redugdo de 99,9% (>3logio) do numero total de UFC/mL no indculo original (104).
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Alguns estudos in vitro, usaram a combinagdo de carbapenémicos e polimixina,
utilizando cepas de ABRC pelo método de TKC (16) pelo método de E-test (15) ou pelas duas
metodologias TKC e checkerboard (17). Baseada na combinacdo de colistina e
carbapenémicos alguns estudos demonstraram atividade sinérgica in vitro por checkerboard
(14;17) ou atividade indiferente por TKC (106) ou E-test (15). A combinacdo de
carbapenémicos com outros agentes antimicrobianos tem sido estudada com o objetivo de
superar a resisténcia de ABRC (3). Em um estudo retrospectivo que avaliou a combinacéo de
carbapenémicos com ampicilina/sulbactam em isolados ABMR, associou a combinagdo com
resultados superiores do que tratamento com carbapenémicos associados a amicacina ou

carbapenémicos sozinho (107).

Em regimes de combinacdo de drogas com base na polimixina, o melhor estudado ¢ a
combinacdo com rifampicina, que tem mostrado atividade sinérgica in vitro contra ABMR
tanto por TKC (18; 108) quanto por checkerboard (14; 17). Efeitos sinérgicos também foram
descritos em estudos realizados com polimixina B associada a azitromicina e colistina

associada a rifampicina contra P.aeruginosa (13; 109).

A combinacéo de colistina e minociclina foi avaliada através do método de TKC e por
E-test e foi observado efeito sinérgico in vitro contra ABMR (110), enquanto a combinagdo
com doxiciclina foi parcialmente sinérgica ou teve efeito aditivo confirmado por
checkerboard (14). Por outro lado, a combinacdo de polimixina B e tigeciclina resultaram em
atividade indiferente em ensaios de TKC (111), e a combinacdo de polimixina e
ampicilina/sulbactam néo teve efeito sinérgico in vitro provado tanto por TKC (106) quanto
por checkerboard (112). Os principais estudos in vitro que avaliaram a combinacdo de
colistina ou polimixina com outros antimicrobianos, em isolados de A. baumannii, estdo na
Tabela 1.
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Tabelal: Principais estudos in vitro que avaliaram a terapia combinada com colistina ou

polimixina em isolados de A. baumannii

Referencia do Desenho do estudo

tipo de estudo

Estudos in vitro

Terapia combinada

Sinergismo ou maior eficicia com

terapia combinada

Yoon et al 2004 Checkerboard e estudos Polimixina B+ imipinem e/ou Sinergismo

an de TKC com oito cepas
de ABMR

Song et  al Estudos de TKC com

2007(18) oito isolados de ABRC

Tan et al 2007 TKC e Método E-test

(110)

Kroeger et al TKC usando modelo

2007 (113) farmacodinamico in

vitro

Tamurkaynak et Checkerboarder com
al 2006 (14) cinco isolados de

ABMR

Warehan et al Combinacdo da fita

2006 (15)
A.baumannii produtor
de OXA-23
Giamarellos- TKC com 39 isolados

Bourboulis et al de ABMR

2001 (108)

rifampicina

Colistina + rifampicina

Colistina + Minociclina

Colistina + infusdo continua

de ceftazidima

Colistina + rifampicina;
meropenem, azitromicina ou

doxicicilina.

Polimixina B+ imipinem,

Etest em cinco isolados azitromicina ou rifampicina

Colistina + rifampicina

com duas ou trés

combinagdes

Sinergismo com combinagfes e com

colistina sozinha

Sinergismo com combinagdo mostrada

apenas com analise TKC

Ceftazidima impedindo recrescimento
e desenvolvimento de resisténcia a

colistina

Sinergismo com todos, exceto com

doxicilina

Sinergismo marcante ndo visto

Sinergismo observado, mais

pronunciado com colistina 4x MIC



Manikal et al Checkerboard com 24

2000 (114) isolados de ABMR

Tascini etal 1998 Checkerboard com

(112) cinco isolados

Hogg et al 1998 Checkerboard com 13

(115) isolados de ABMR

Tan et al 2011 TKC, checkerboard e

(116) fita E-test em 16
isolados de ABMR

Pankey et al 2008 TKC e E-test em oito

(105) isolados de
A.baumannii resistentes
ao meropenem
Tripodi et al TKC em nove isolados
2007 (106) de ABMR pordutores de

OXA-58

Polimixina + meropenem,
azitromicina, rifampicina ou

sulfametoxazol-trimetropina

Polimixina B+ rifampicina ou

ampicilina- sulbactam

Colistina+ rifampicina (11
isolados ndo eram susceptiveis

a rifampicina)

Polimixina+ rifampicina,

tigeciclina

Polimixina B+ Meropenem

Combinacéo de Colistina,
imipinem, rifampicina e

ampicilina-sulbactam

28

Sinergismo observado com meropenem

e azitromicina

Sinergismo observado somente com

rifampicina

Sinergismo observado em 11 isolados.

Sinergismo com TKC em 40% dos
isolados, 17% com checkerboard e 2%

por método de E-test

Sinergismo  observado em  todos
isolados testados por TKC. Pelo
método de E-test foi demostrado

sinergismo em 5 isolados e indiferenca

em 3 isolados

Sinergismo observado nas
combinagOes: rifampicina + imipinem
ou ampicilina/sulbactam em todos
isolados. Sinergismo na combinacdo de
colistina+ rifampicina, para isolados

com MICs maiores para rifampicina.
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Lim et al 2011TKC em isolados de CombinagOes de polimixina, Efeito bactericida em 41,9% dos

(117) ABRC rifampicina e tigecilina

Liang et alTKC em 14 isolados de  Colistina+ Meropenem,
2011(118) ABMR Colistina+ rifampicina,
Colistina+ Minocicilina e

Minociclina + Meropenem

isolados na combinacdo de polimixina
B + rifampicina, 29% na combinacdo
de polimixina B+ tigecilina, enquanto
na combinagdo de tigecilina+
rifampicina o efeito bactericida foi de

22,6%.

Sinergismo in vitro encontrado em
todas as combinagbes contra 0s

isolados de ABMR
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3. JUSTIFICATIVA

Considerando a crescente disseminacdo de resisténcia aos carbapenémicos mediadas
por carbapenemases em A. baumannii causadores de infeccdes nosocomiais; que as drogas
mais amplamente utilizadas para o tratamento dessas infec¢des sdo as polimixinas (polimixina
B, no Brasil); que em estudos recentes essas drogas tém apresentado eficacia inferior a outros
antimicrobianos; e que essas drogas continuardo a ser usadas por amplo periodo de tempo,
pois ndo ha perspectiva de novas drogas contra bacilos gram-negativos capazes de superar a
resisténcia mediada por carbapenemases, um estudo que avalie a possibilidade de sinergismo
desses antibidticos com outros antimicrobianos é de grande relevancia na tentativa de otimizar

o0 tratamento de infecgdes causadas por esses microrganismos.



31

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivos gerais

Avaliar o sinergismo pelos métodos Curvas de Tempo-Morte (Time-Kill Curves -
TKC) bacteriana da polimixina B combinada com os antimicrobianos: carbapenémicos
(imipenem e meropenem) tigeciclina, meropenem, rifampicina, amicacina e ceftazidima

contra isolados de A. baumannii multirresistentes.
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Abstract

The objective of this study was to evaluate the combination of non-bactericidal concentrations
of polymyxin B with other antimicrobials against two OXA-23-producing carbapenem-
resistant Acinetobacter baumannii strains. Time-kill studies with polymyxin B at 1x MIC for
strain 01, and 1/4, 1/2 and 1x MIC for strain 02 were performed in combination with fixed
concentrations of imipenem, meropenem, rifampicin, tigecycline, amikacin and ceftazidime.
Synergism between polymyxin B at a concentration of 1x MIC and meropenem was observed
in both strains, but only in strain 2 for imipenem. No synergism was detected between
carbapenems and polymyxin B at subinhibitory concentrations in strain 2. Synergism between
ceftazidime was only noted in strain 2 at a concentration of 1x MIC of polymyxin B.
Tigecycline, amikacin and rifampicin presented synergism in combination with polymyxin B
in both strains and at all concentrations of polymyxin B in strain 2. These three drugs were the
most active agents in combination with polymyxin B, as demonstrated by a strong bactericidal

effect even at subinhibitory concentration of polymyxin B.

Keywords: polymyxin B; combination therapy; carbapenemases, synergism; colistin;

Acinetobacter baumannii
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1 Introduction

Acinetobacter baumannii is a major nosocomial pathogen and these organisms are usually
difficult to treat due to multidrug resistance profile commonly found in many isolates [1].
Resistance to carbapenems is of particular concern since they have been of the mainstream
agents against these organisms [1]. However, carbapenem resistance has become widely

disseminated owing to the emergence of Class D carbapenemases-producing isolates [2].

Polymyxins, both B and E, are often the last therapeutic option against carbapenem-resistant
A. baumannii (CRAB) isolates [1, 3]. The combination of polymyxins with another
antimicrobial agent has been proposed, and has been increasingly used, in order to overcome
some shortcomings of polymyxins in monotherapy, including the potential for the emergence
of hetero-resistant subpopulations and a possible limited bactericidal activity in vivo,
considering recent pharmacokinetics studies of the drugs [3]. Additionally, some studies have
demonstrated worse clinical outcomes of polymyxins when compared with other
antimicrobials and combination therapy has been shown to be superior in some observational
studies with patients infected by carbapenem-resistant Enterobacteriaceae [1, 4]. In vitro
studies may provide some support in assessing which other antimicrobial would more likely

present a beneficial effect when combined with polymyxins against distinct organisms.

In this study, we aimed to evaluate the combination of non-bactericidal concentrations of
polymyxin B, which are also more likely to be clinically achieved according to recent
pharmacokinetic studies [3], with other antimicrobials in concentrations usually reached with

common dosage regimes against OXA-23-producing A. baumannii isolates.
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2 Methods
2.1 Clinical isolates

Two distinct carbapenem-resistant strains recovered from patients admitted at Porto Alegre
hospitals between 2007-2008 were selected for the study [5]. Both were positive for blapxa-s1

and blaoxa-23 genes and were characterized as distinct strains as reported elsewhere [5].

MICs for polymyxin B, meropenem, imipenem, tigecycline; rifampicin, amikacin and
ceftazidime were determined by broth microdilution method according to the Clinical and

Laboratory Standards Institute [6].

2.2 Time-kill studies (TKS)

TKS with polymyxin B at 1x MIC for strain 01, and 1/4, 1/2 and 1x MIC for strain 02 were
performed in combination with fixed concentrations of imipenem (4 mg/L), meropenem (4
mg/L), rifampicin (1 mg/L), tigecycline (1 mg/L), amikacin (16 mg/L) and ceftazidime (8

mg/L). All experiments were performed in duplicated.

Sterile tubes were filled with freshly cation-ajusted Muller- Hinton broth - CAMHB
prepared to a volume of 10 mL with no antibiotic (growth control) and antibiotic
concentrations described above, alone and in combination. Four to six colonies were selected
and suspended in 5 mL of CAMHB. The colonies were allowed to grow to a log phase and
the final inoculum of approximately 5x10° colony-forming units (CFU)/mL containing the
drugs was incubated in a shaking water bath at 35°C in ambient air [7]. Samples were
removed from each bottle at 0, 30 min, 1, 4, 12 and 24 hours Serial 10-fold dilutions (10 to
10'®) were performed in 0.9 % sterile sodium chloride solution. Aliquots of 10pL were plated

on agar plate with 5% sheep blood. Plating was performed in duplicate and the plates were
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incubated for 24 hours at 35°C. Colonies counts were averaged between the duplicate plates
for each experiment. A grow control was included with each isolated tested. Quality control
was performed using Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 and Enterococcus faecalis

ATCC 29212.

2.3 Definitions

Synergy was defined as a >2 log;, decrease in colony count after 24 h by the combination
compared with the most active single agent. Indifference was defined as a <2 log;o increase or
decrease in colony count at 24 h by the combination compared with that by the most active
drug alone. Antagonism was defined as a >2 log increase in colony count after 24 h by the

combination compared with the most active drug alone [7].

3 Results

The MICs of the strains 01 and 02, respectively, for the following drugs were 0.25 and 2
mg/L for polymyxin B, 32 and 16 mg/L for imipenem and >512 and 16 mg/L for amikacin.
Both strains had MICs of 32 for meropenem and ceftazidime, <0.0625 for tigecycline and >32

mg/L for rifampicin.

In TKS, no antimicrobial alone showed bactericidal activity against any of CRAB strains.
Synergism between polymyxin B at a concentration of 1x MIC and meropenem was observed
in both strains, but only in strain 2 for imipenem. No synergism was detected between
carbapenems and polymyxin B at subinhibitory concentrations in strain 2. Synergism between

ceftazidime was only noted in strain 2 at a concentration of 1x MIC of polymyxin B.
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Tigecycline, amikacin and rifampicin presented synergism in combination with polymyxin B

in both strains and at all concentrations of polymyxin B in strain 2 (Table).

4 Discussion

Our study showed that either tigecycline, amikacin or rifampicin in combination with
polymyxin B were the most active agents, showing bactericidal effects against both strains,
even at subinhibitory concentrations of polymyxin B against one strain. It should be noted
that both isolates were highly resistant to amikacin and rifampicin, but when this drugs at a
concentrations lower than their MICs were combined with polymyxin B, a strong bactericidal
activity was detected. Synergism between rifampicin and both polymyxin B and colistin has
been shown in other studies [8-12], but only one study has assessed the combination of
amikacin with polymyxin B in P. aeruginosa [13], and none against A. baumannii. This latter
combination may be less clinically attractive considering its potential for renal toxicity of

both drugs.

The combination of tigecycline with polymyxin B was highly bactericidal against both
isolates in our study, even at subinhibitory concentration of the latter drug in one isolate. In
fact, the tigecycline MICs of our CRAB isolates were very low, but tigecycline presents only
bacteriostatic activity in vitro [7]. The combination of this drug with polymyxins has been
assessed against Enterobacteriaceae [14], with synergistic effect demonstrated, and in one
experimental study with A. baumannii showing it may be a promising alternative in

combination with polymyxins for the treatment of pneumonia caused by CRAB [15].

Beta-lactams agents were less effective in our study in combination with polymyxin B,
with no drug showing synergistic effect when combined with subinhibitory concentration of

polymyxin B. Imipenem and ceftazidime were only synergistic in strain 2, and interestingly,
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although meropenem has synergism with polymyxin B in strain 1, imipenem has no synergic

effect against this strain.

Although our study was limited by the evaluation of only two strains, it evaluated the
combination of polymyxin B with several drugs, many no class-related, only at non-
bactericidal concentrations of each drug alone. It also provided data about OXA-23-producing
isolates, which is the most common mechanism determining carbapenem resistance in A,

baumannii worldwide [2].

In summary, even tough some synergism has been observed with beta-lactams, our in vitro
study showed that tigecycline, amikacin and rifampicin were the most active agents in
combination with polymyxin B, as demonstrated by a strong bactericidal effect even at
subinhibitory concentration of the latter. These agents may show a beneficial effect when
combined with polymyxin B in the treatment of OXA-23-producing CRAB and it warrants

confirmation in further experimental and clinical studies.

Acknowledgements: We are very grateful to Dr. Andreza F. Martins for kindly provinding the
isolates for this study.

Funding: Fundo de Incentivo a Pesquisa e Eventos do Hospital de Clinicas de Porto Alegre
(11-0252) and Fundacao de Amparo a Pesquisa do Estado do Rio Grande do Sul (11/0898-3).
Competing interests: A. P. Z. is a research fellow from CNPq (305263/2011-0) and has
received consultancy fees from Pfizer, Eurofarma and Forest Laboratories. All other authors:

none to declare.

Ethical approval: This study was approved by the ethical Committee of Hospital de Clinicas

de Porto Alegre.



57

References

1. Zavascki AP, Carvalhaes CG, Picdo RC, Gales AC. Multidrug-resistant Pseudomonas

aeruginosa and Acinetobacter baumannii: resistance mechanisms and implications for
therapy. Expert Rev Anti Infect Ther 2010;8:71-93.

2. Walsh TR. Emerging carbapenemases: a global perspective. Int J Antimicrob Agents
2010;36:8-14.

3. Bergen PJ, Landersdorfer CB, Zhang J, Zhao M, Lee HJ, Nation RL, et al.
Pharmacokinetics and pharmacodynamics of 'old' polymyxins: what is new? Diagn
Microbiol Infect Dis 2012;74:213-23.

4. Daikos GL, Markogiannakis A, Souli M, Tzouvelekis LS. Bloodstream infections
caused by carbapenemase-producing Klebsiella pneumoniae: a clinical perspective.
Expert Rev Anti Infect Ther. 2012;10:1393-404.

5. Martins AF, Kuchenbecker RS, Pilger KO, Pagano M, Barth AL; CMCIES-
PMPA/SMS Task Force. High endemic levels of multidrug-resistant Acinetobacter
baumannii among hospitals in southern Brazil. Am J Infect Control 2012;40:108-12.

6. Clinical and Laboratory Standards Institute. 2011. Methods for dilution antimicrobial
susceptibility tests for bacteria that grow aerobically. 20™ edition: approved standard
MO07-A8. CLSI, Wayne, PA.

7. SongJY, Kee SY, Hwang IS, Seo YB, Jeong HW, Kim WJ, et al. In vitro activities of
carbapenem/ sulbactam combination, colistin, colistin/rifampicin combination and
tigecycline against carbapenem-resistant Acinetobacter baumannii. J Antimicrob
Chemother 2007;60:317-22.

8. Yoon J, Urban C, Terzian C, Mariano N, Rahal JJ. In vitro double and triple
synergistic activities of polymyxin B, imipenem, and rifampin against multidrug-

resistant Acinetobacter baumannii. Antimicrob Agents Chemother 2004;48:753-7.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Carvalhaes%20CG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20014903
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pic%C3%A3o%20RC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20014903
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gales%20AC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20014903

10.

11.

12.

13.

14.

15.

58

Timurkaynak F, Can F, Azap OK, Demirbilek M, Arslan H, Karaman SO. In vitro
activities of non-traditional antimicrobials alone or in combination against multidrug-
resistant strains of Pseudomonas aeruginosa and Acinetobacter baumannii isolated
from intensive care units. Int J Antimicrob Agents 2006;27:224-8.
Giamarellos-Bourboulis EJ, Xirouchaki E, Giamarellou H. Interactions of colistin and
rifampin on multidrug-resistant Acinetobacter baumannii. Diagn Microbiol Infect Dis
2001;40:117-20.

Tascini C, Menichetti F, Bozza S, Del Favero A, Bistoni F. Evaluation of the activities
of two-drug combinations of rifampicin, polymyxin B and ampicillin/sulbactam
against Acinetobacter baumannii. J Antimicrob Chemother 1998;42:270-1.

Lim T-P, Tan T-Y, Lee W, Sasikala S, Tan T-T, Hsu LY, et al. In-Vitro Activity of
Polymyxin B, Rifampicin, Tigecycline Alone and in Combination against
Carbapenem-Resistant Acinetobacter baumannii in Singapore. PLoS ONE
2011:6:18485.

Lim T-P, Lee W, Tan T-Y, Sasikala S, Teo J, Hsu LY, et al. Effective Antibiotics in
Combination against Extreme Drug-Resistant Pseudomonas aeruginosa with
Decreased Susceptibility to Polymyxin B. PLoS ONE 2011; 6:e28177.

Pournaras S, Vrioni G, Neou E, Dendrinos J, Dimitroulia E, Poulou A, et al. Activity
of tigecycline alone and in combination with colistin and meropenem against
Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC)-producing Enterobacteriaceae strains by
time-kill assay. Int J Antimicrob Agents 2011;37:244-7.

Yilmaz EM, Sunbula M, Aksoyb A, Yilmaza H, Guneyc AK, Guvencd T. Efficacy of
tigecycline/colistin combination in a pneumonia model caused by extensively drug-

resistant Acinetobacter baumannii. Int J Antimicrob Agents 2012;40: 332-6.


http://www.ijaaonline.com/issues?issue_key=S0924-8579%2812%29X0009-8

59

Table 1. The 24 hour change in bacterial count after exposure to polymyxin B combined with

other antimicrobials against the two strains of carbapenem-resistant Acinetobacter baumannii.

Strain ~ Agentin Log A (logio CFU/mI)® for isolate

combination
Polymyxin B
1/4x MIC 1/2x MIC Ix MIC

01 meropenem - - -7.9977082
imipenem - - -0.88345
ceftazidime - - -0.15101
tigecycline - - -9.95750177
amikacin - - -9.11335686
rifampicin - - -9.931542619

02 meropenem -1.9256176 0.14272336 -4. 7447275
imipenem 0.17405709 0.30103 -10.042688
ceftazidime 0.18452443 -0.98097676 -8.2483788
tigecycline -11.06188073  -11.0122806 -11.11013828
amikacin -10.0735774 -10.91833 -11.3776389
rifampicin -9.96721 -10.0555 -10.2596
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-, hot performed.

% Log A (Final inoculum of the combined drugs — Final inoculum of the most active drug in
combination [logi;o CFU/mI]). Synergy highlighted in bold was defined as a >2 log10 decrease
in colony count after 24 h by the combination compared with the most active single agent.
Bactericidal activity was defined as a >3 log10 decrease in colony count after 24.
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7. CONSIDERACOES GERAIS

A.baumannii é o mais importante patdégeno de infeccbes nosocomiais em todo o
mundo, sendo que o aumento da resisténcia a maioria das classes de antimicrobianos,
incluindo os carbapenemicos, tém sido preocupante (26,76). Dentro desse contexto a terapia
combinada tem sido investigada como uma opc¢éo, a fim de aumentar a eficacia de tratamento
para essas infecgdes, conforme tem sido descrito em alguns estudos (14,15,17,18,110,112-
118).

O objetivo do nosso estudo foi avaliar a combinagdo de polimixina B com outros
antimicrobianos, em dois isolados de A.baumannii resistentes aos carbapenémicos utilizando

a técnica de Time-Kill Curves.

A polimixina B foi combinada em concentra¢cdes da CIM (Concentracdo Inibitdria
Minima) e subinibitorias e com outros antimicrobianos sendo estes em concentragdes fixas.
Foram combinados com a polimixina B: amicacina, ceftazidima, tigeciclina, rifampicina,
imipinem e meropenem. Entre as combinacBes de antimicrobianos, a combinacdo de
polimixina B com tigeciclina, amicacina e rifampicina, mostraram sinergismo e efeito
bactericida, inclusive em concentragBes subinibitérias. Cabe ressaltar que ambos clones
apresentaram CIM elevadas para amicacina e rifampicina. Embora a associacdo de polimixina
B com p-lactdmicos, tenha sido menos eficaz, houve sinergismo da combinacdo com
ceftazidima e imipinem, apenas contra um isolado, enquanto meropenem combinado com

polimixina B teve sinergismo com outro isolado.

Embora nosso estudo tenha a limitacdo de ter sido testado apenas contra dois isolados,
acreditamos que nossos resultados in vitro, podem vir a contribuir no tratamento de infeccGes
causadas por ABRC produtor de OXA-23. E importante que mais estudos tanto clinicos
quanto in vitro sejam realizados a fim de se ter mais dados sobre a eficacia da combinacédo

destes antimicrobianos em infeccgdes bacterianas.
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0 30min 1H 4h 12h  24h TIGE 1,0
Tempo de agao do antibidtico cc
0 30 min 1H 4H 12H 24H
PB 05 5,4E+04 2,2E+04 1,1E+04  4,0E+04 2,0E+10 1,0E+11
PB1,0 5,2E+04 1,0E+04 79E+03  6,0E+03 3,0E+10 1,0E+11
PB2,0 3,9E+04 8,2E+03 7,7E+03  4,4E+03 3,0E+10 1,0E+11
PB 0,5+ TIGE 1,0 6,3E+04 3,8E+04 1,7E+04  12E+02 1,0E+06 6,0E+07
PB 1,0+ TIGE 1,0 5,4E+04 2,2E+04 9,4E+03  5,0E+02 1,0E+00 1,0E+08
PB 2,0+ TIGE 1,0 5,0E+04 6,4E+03 4,0E+03  1,0E+00 1,0E+00 1,0E+00
TIGE 1,0 7,9E+04 6,0E+04 58E+03  12E+04 6,0E+10 1,0E+10
cc 5,0E+04 5,3E+04 6,4E+05  2,2E+06 2,5E+10 1,0E+13
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Combinag¢éao Polimixina (0,5/1,0/2,0) Imipinem(4,0) -
Clone 2
—e—PBO,S
1,0E+12 —@—PB 1,0
1,0E+10
—4—PB 2,0
T 10E+08
3 1,06406 % PB 0,5+ IMI
= 4,0
1,0E+04 *—PB 1,0+ IMI
4,0
1,0E402 —e—PB 2,0+ IMI
1,0E+00 4,0
0 30min 1H 4h 12h  24h IMI4,0
Tempo de agao do antibidtico cc
0 30 min 1H 4H 12H 24H
PB 0,5 2,8E+04  4,0E+04  1,7E+04  12E+06  6,7E+07  50E+11
PB 1,0 6,5E+04  1,3E+04  2,0E+04  6,3E+05  17E+07  1,0E+11
PB 2,0 2,8E+04 8,5E+03 1,0E+04 8,6E+04 5,6E+06 1,0E+10
PB 0,5+ IMI 4,0 43E+04  32E+04  17E+04  14E+06  13E+07  15E+10
PB 1,0 + IMI 4,0 43E+04  18E+04  18E+04  15E+06  14E+07  2,0E+10
PB 2,0 + IMI 4,0 47E+04  14E+04  85E+03  19E+05  3,1E+07  1,0E+00
IM1 4,0 43E+04  52E+04  3,7E+04  3,0E+06  4,3E+07  1,0E+10
CcC 4,8E+04 4,6E+04 1,0E+05 2,7E+06 7,2E+08 1,0E+13
Combinag¢éao Polimixina (0,5/1,0/2,0) e Meropenem (4,0) -
Clone 2
1,0E+12 —+—PBO,5
1,0E+10 A— —@—-PB1,0
T 1,0£408 /x— —4—PB 2,0
S g gl
Y 1,0E+06 %‘ » % PB0,5+MPM 4,0
-] — —_—
10E+04 / PB 1,0+ MPM 4,0
>K r + r
1,0E+02
1,0E400 .\ S — / : ,  —e—PB2,0+MPM4,0
0 30min 1h 4h 12h  24h MPM 4,0
Tempo de agao do antibidtico cc
0 30 min 1H 4H 12H 24H
PB0,5 2,8E+04 40E+04  1,7E+04  12E+06  6,7E+07  50E+11
PB1,0 6,5E+04 1,3E+04  20E+04  6,3E+05  17E+07  1,0E+l11
PB 2,0 2,8E+04 8,5E+03  10E+04  86E+04  56E+06  1,0E+10
PB 0,5+ MPM 4,0 5,5E+04 2,7E+04  17E+04  14E+05  1,7E+06  1,8E+08
PB 1,0 + MPM 4,0 3,1E+04 2,6E+04  1,1E+04  15E+04  7,8E+05  1,2E+10
PB 2,0 + MPM 4,0 2,0E+04 1,0E+00  1,0E+00  1,0E+00  1,0E+00  2,0E+05
MPM 4,0 7,2E+04 4,8E+04  48E+04  35E+06  1,1E+07  2,0E+10
cc 4,8E+04 46E+04  1,0E+05 2, 7E+06  7,2E+08  1,0E+13
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Legenda:
PB=Polimixina B
AK=Amicacina
CAZ= Ceftazidima
TIGE= Tigeciclina
RIFA= Rifampicina
IMI= Imipinem
MPM= Meropenem

CC= Controle de Crescimento bacteriano sem antimicrobiano
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