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Avaliacao da Terapia Combinada de Antimicrobianos in vitro e in vivo em
macrocolonias de Enterobacter hormaechei subsp. oharae produtoras de NDM-1
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IntI‘Od 50 Tabela 1. Resultados de MIC e checkerboard com os antimicrobianos meropenem, polimixina B e
Ug rifampicina contra 798 e suas regides provenientes da macrocolonia de Enterobacter hormaechei
subsp. oharae produtora de NDM-1.

De acordo com a Organizacao da Saude (OMS), membros da familia

Enterobacteriaceae resistentes aos carbapenémicos (ERC) devem ser MIC (mg/L) Checkerboard (mg/L)
priorizadosl na procura por um tratamento efetivo. As infeccbes causadas MER POL RIF MER/POL MER/RIF POL/RIF MER/POL/RIF
pelas bacterias dessa familia apresentam alta mortalidade e os tratamentos
disponiveis sao limitados, visto que, essas possuem resisténcia intrinseca a 798-1 32 (R) 2 (S) 128 4/0.5 (SE) 2/8 (SE) 1/64 (NI) 2/0.25/4(SE)
diferentes classes de antimicrobianos, além dos carbapenémicos.
Combinacdoes de dois ou mais antimicrobianos vem se tornando uma 798-2 32 (R) 1 (S) 128 8/0.5 (NI)  0.5/64 (NI) 1/1 (NI) 1/0.25/4 (SE)
alternativa a ser estudada afim de encontrar uma solugao para o problema.
798-3 16 (R) 1(S) 128 4/0.5 (NI) 1/64 (NI)  0.5/64 (NI) 1/0.25/4 (SE)
ObJEtIVO 798-4 16 (R) 1(S) 128 1/1 (NI) 2/64 (NI)  0.5/64 (NI) 1/0.25/4 (SE)
O objetivo deste estudo foi avaliar a acdo de trés antimicrobianos MIC: concentragdo inibitéria minima; MER: meropenem; POL: polimixina B; RIF: rifampicina; R:
(meropenem, polimixina B e rifampicina), separadamente e em conjunto resisténcia; S: susceptibilidade; SE: efeito sinérgico; NI: sem interacdo. MER resistente > 8mg/L e
4 4 4

. ~ . . POL resistente > 4 mg/L de acordo com CLSI. Ndo ha ponto de corte para RIF.
para tratar infeccoes de cepa de E. hormaechei resistente aos J P P

carbapenémicos in vitro e in vivo través do modelo Galleria mellonella. ]
O indculo bacteriano injetado nas larvas foi de 1.0 x 107 UFC/larva, de acordo

com dados aqui nao mostrados, essa € a concentracao otima para a bactéria testada

== 7 matar, aproximadamente, 80% das larvas nas 120 horas de incubacao em que sao

Materiais e MEtOdOS observadas. Todas as regides testadas foram capazes de matar as larvas nesta

1l, l4 concentracao, porém a regiao 798-1 e a regiao 798-4 foram a menos e mais

virulenta, respectivamente. Por isso foram escolhidas para o ensaio in vivo.

Escolhidas as regides, a concentracdao de bactéria e os antimicrobianos em

monoterapia e em combinacao tripla (RIF+POL+MER) foi realizado o ensaio in vivo,

onde larvas do invertebrado Galleria mellonella foram infectadas e tratadas (uma vez
30 min apds infeccao) em um ensaio de sobrevivéncia/tempo.

O isolado clinico (798) de
Enterobacter hormaechei subsp.
oharae produtor de NDM-1 foi obtido
de amostra de urina de hospital de ' .
Porto Alegre - RS. O ensaio de biofilme $
macrocolonia em que as regioes Para a regiao Menos
estudadas foram originadas, Figura 1, ‘ virulenta (30% de sobrevivéncia
foi realizado em trabalho prévio sobre apds 120h de incubacao), 798-1, a
a atividade de biofilme desse isolado. combinacao tripla e a monoterapia
com MER, POL e RIF nao mostraram
A concentracao inibitéria minima g , diferenca significativa em
2T — 3

comparagao com o grupo controle

(MIC) dos antimicrobianos

meropenem, polimixina B e rifampicina
foi dete,rmmada de acordo com o CLSI'. Figura 1. A partir do isolado clinico 798
O metodo de Checkerboard foi  f5am obtidas  diferentes regides

utilizado para testar o sinergismo morfoldgicas apontadas na figura as quais
entre os antimicrobianos selecionados. foram identificadas como 798-1, 798-2,

nao tratado (grafico 1A). Ja para a
regiao mais virulenta (16,7% de
sobrevivéncia), 798-4, a
combinacao tripla e a monoterapia
com MER foram significativamente

Sobrevivéncia (%)

O tratamento in vivo foi feito através ;98‘7; §|6Z'98_tmnnéch'i§a|_ Bf'e+ C(r:if%g“e;;g mais efetivos do que o grupo 0 . . . . .
. acCroc la C I A fi 0 24 48 72 96 120
do . mc;ldelo invertebrado de G. ap6s 5 dias de Incubacio a 37° C. controle (grafico 1B). e
mellonella.
1A 798-1

Resultados e Discussao

a polimixina B (POL), como mostra o tabela 1.
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" Nao Infectado Grafico 1. Curvas de sobrevivéncia

mg/kg. MER: meropenem; POL:

o 807 == H,0 das larvas de Galleria mellonella

i; — RIF infectadas (798-1 e 798-4) e

De acordo com os resultado da MIC, todas as regides foram & 60- — poL ;c;actabdaagséo duraggicentrzaogéoh 32

resistentes ao meropenem (MER) e apresentaram altos_yalores de MIC (,12_8 f"z’ —— MER antimicrobianos tltiliza  REI .

mg/L) para rifampicina (RIF). Entretanto, todas as regides foram suscetiveis ¢ 497 — RIF+POL+MER Mg/kg, POL: 3,0 mg/kg MER: 85
(0p]

Na tabela 1 também estdo os resultados de checkerboard onde foi
possivel verificar que s6 a combinacdao dos trés antimicrobianos foi sinérgica

0 24 48 79 96 120 Sobrevivéncia das larvas infectadas
contra todas as regidoes testadas. Apesar disso, mesmo em combinagdes nao - o com 798-4
. sinergicas, todos os antimicrobianos tiveram suas MICs parciais diminuidas
. qua i em conj : 0..nao apresentando sinergismo. Por .
mm WL foi capaz de Conclusao

diminuir a MIC individual de MER em 16 vezes e a de POL na-metade. Essa
combinacao nao mostrou sinergismo através do calculo da técnica utilizada,
porém ainda pode ser clinicamente relevante pela diminuigcdao na MIC.

A combinacdo de trés antimicrobianos que atuem de diferentes
maneiras para lisar a célula bacteriana foi-a que mostrou maior potencial in
vitro e por.isso foi escolhida para ensaio de tratamento in vivo.
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polimixina B; RIF: rifampicina; H,0:
agua; 1A) Sobrevivéncia das larvas

infectadas com 798-1 e 1B)

Os estudos apresentados mostraram que em um biofilme macrocolonia
dlferentes regides de enterobactérias produtoras de NDM-1 respondem de’maneiras
as as encontradas in vitro quando infectando in vivo G. mellonella e tratadas
com uma inacao dos antimicrobianos rifampicina, polimixina B € meropene
Os resultados lan sobre a possivel utilizacao de terapia .combi para
obter sucesso em infeccoe S.._por irresistentes de
preocupacao mundial e sobre as diferentes respostas a .antimicrobianos que
podemos encontrar nas regides de um biofilme. Mais estudes sao necessarios para
maior compreensao dessa utilizacao na clinica, porém el ostra ser promissora.




