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RESUMO

Este estudo visou avaliar a eficacia dos antibacterianos polimixina B (PMB) e
meropenem (MEM), isoladamente e em combinacdo, contra cepas resistentes de
Acinetobacter baumannii (CRAB) e Pseudomonas aeruginosa multirresistentes (Pa-
MDR), que sédo conhecidas por dificultar a terapia antimicrobiana e aumentar o0s
custos hospitalares. Quatro cepas de CRAB e duas de Pa-MDR, previamente
classificadas em diferentes grupos moleculares, foram selecionadas. A concentragéo
inibitéria minima (CIM) foi determinada por microdiluicdo em caldo, enquanto a curva
de morte (Time-Kill Curve) avaliou a combinac&o dos antibacterianos PMB a 2 mg/L
e MEM a 4 mg/L. Todas as cepas demonstraram resisténcia a ambos o0s
antibacterianos, especialmente aos carbapenémicos. Entre as quatro cepas de
CRAB testadas, nenhuma mostrou efeito sinérgico na combinacdo dos
antibacterianos em relacdo aos agentes individuais mais eficazes. Em um dos
CRABs, a combinacéo foi antagonista, ja que a PMB isolada foi mais eficaz. Por
outro lado, uma das cepas de Pa-MDR apresentou sinergismo entre PMB e MEM,
em comparacdo com PMB isolada. Notavelmente, o MEM isolado n&o foi eficaz
contra as cepas de Pa-MDR. Com base nesses achados, sugere-se que estudos
futuros considerem diferentes concentragbes dos antibacterianos para elucidar se
existem sinergismos, buscando aperfeicoar as chances de sucesso terapéutico.
Essa investigagao é relevante para determinar se a combinacdo desses importantes
antibacterianos pode ser aplicada na pratica clinica médica, em resposta as
desafiadoras infec¢des causadas por CRAB e Pa-MDR.

INTRODUCAO

Infeccbes causadas por Acinetobacter baumannii resistente aos carbapenemicos
(CRAB) e Pseudomonas aeruginosa multirresistentes (Pa-MDR) representam um
problema de saude publica, dificultando a terapia antimicrobiana e elevando o custo
hospitalar. Entre os novos antibacterianos utilizados no mundo, Cefiderocol é o unico
farmaco ativo contra CRAB, contudo, n&o é utilizado em hospitais publicos do Brasil,
em decorréncia de seu alto custo. Para Pa-MDR associacfes de farmacos com
inibidores de betalactamases tem sido promissoras, porém além do alto custo sao
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ineficazes contra Pa-MDR que possuem enzimas como as metalo-betalactamases
(Tamma et al.,, 2023). Nesse contexto, a associacdo de antimicrobianos tem sido
uma alternativa terapéutica para infec¢bes causadas por tais bactérias. O objetivo
deste estudo foi verificar a atividade in vitro dos antibacterianos polimixina B (PMB) e
meropenem (MEM) puros e combinados contra isolados de CRAB e Pa-MDR.

MATERIAIS E METODOS

Foram selecionados 4 isolados de CRAB e 2 de Pa-MDR recuperados de pacientes
internados no Hospital Universitario Regional de Maringa para a realizacdo dos
testes. Tais isolados foram previamente caracterizados como pertencentes a
diferentes clusters de acordo com os dados obtidos pela tipagem molecular pelo
método de Enterobacterial repetitive intergenic concensus — polymerase chain
reaction-ERIC-PCR pelo Laboratério de Microbiologia Médica. A concentracdo
inibitéria minima (CIM) de todos os isolados foi determinada pelo método de
microdiluicdo em caldo conforme Clinical Laboratory Standards Institute. Para
avaliacdo da combinacéo dos farmacos PMB 2 ug/mL e MEM 4 pg/mL foi utilizada a
metodologia de curva de morte (Time-Kill Curve-TKC) conforme Elipoulos; Moellering,
1991.

Os antimicrobianos puros e combinados foram colocados em tubos contendo inoculo
bacteriano de 10°-10" UFC/mL em caldo Mueller Hinton Broth com cations ajustados.
Aliguotas das suspensdes bacterianas foram retiradas nos tempos zero, 6 horas, 12h
e 24h de exposicdo dos isolados aos diferentes farmacos puros ou em associacao e,
entdo foram diluidas, semeadas em placa e, incubadas a 35-37 °C em ar ambiente
por 24hr. Apos este tempo eram determinadas as contagens de coldnias e realizado o
célculo para e UFC/mL de cada tempo. Os testes foram feitos por duas vezes em
duplicata e as médias dos resultados determinadas e convertidas em logio. Por fim,
os resultados foram plotados no software Excel em gréafico da contagem de UFC/mL
em logio pelo tempo. O sinergismo foi considerado positivo quando houve uma
reducdo de =2log;p de UFC/mL entre o farmaco mais ativo e a associacdo dos
farmacos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A CIM para MEM foi 216 mg/L para todos isolados e para PMB foi de 4, 8, 32 e 264
mg/L para os 4 isolados de CRAB selecionados e, 8 mg/L para os de Pa-MDR.

Entre as 4 amostras de CRAB testadas na TKC, em nenhuma verificou-se efeito
sinérgico quando comparado a combinac¢ao antimicrobiana (de 2mg/L-PMB + 4mg/L-
MEM) aos antibacterianos puros mais efetivos. Na combinacdo dos farmacos
verificou-se apenas um atraso no crescimento em relagdo ao MEM puro (Figura 1.b,
l.c, 1.9).

Entre as amostras de Pa-MDR, foi observado que MEM puro ndo apresentou
efetividade em nenhuma das amostras de Pa-MDR testadas, o que permitiu
crescimento continuo das bactérias. A amostra Pa 871 com PMB puro no periodo de
12h apresentou decaimento, voltando a crescer com 24h de incubacéo (Figura 1.b).
Para a amostra Pa 890 a PMB puro apresentou mais efetividade em relagdo ao MEM
puro nos tempos 6hr e 12hr (Figura 1.a). Em contrapartida, para a amostra Pa 871 o
inverso foi observado, com maior crescimento em PMB do que em MEM. A
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combinacdo dos antimicrobianos MEM e PMB na amostra Pa 890 no periodo de 6
horas apresentou decaimento de 22logio de UFC/mL, ou seja, sinergismo, em relacao
ao antibiético mais efetivo (PMB). Nas horas seguintes, 12h e 24h a Pa 890
apresentou crescimento significativo na combinacdo, porém mantendo o decaimento
>2log;0 de UFC/mL, j& que a combinacgédo tinha log; e o puro loge. Para Pa 871 nédo
houve efeito sinérgico da combinacdo de antimicrobianos, ja que ap6s 24h a
combinacdo obteve o0 mesmo resultado que o antibiético puro mais efetivo (MEM),

portanto, indiferente (Figura 1.a).
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Figura 1 - Time-Kill Curve dos isolados bacterianos de Acinetobacter baumannii e Pseudomonas
aeruginosa

Atualmente, a incidéncia de CRAB e Pa-MDR multirresistentes, associados a graves
infeccOes e altas taxas de mobimortalidade, tem aumentado no mundo todo, levando
a necessidade de desenvolvimento de novos esquemas terapéuticos e
antibacterianos (Tamma PD et al., 2023). Por isso, maiores estudos de sinergismo
envolvendo diferentes doses de farmacos, sdo necessarios para obter maior chance
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de sucesso terapéutico. Nesse contexto, estudos avaliando a possibilidade de
sinergismo entre antimicrobianos contra bactérias multiressitentes tém sido relatados
(Ribeiro et al., 2023). Exemplo, a avaliacdo da efetividade da combinacdo de
polimixina-carbapenemicos contra isolados de CRAB realizada por Soudeiha et al.,
sendo a polimixina E (colistina) avaliada pelo grupo. Diferentemente de nossos
resultados, o estudo registrou efeito aditivo da combinacdo de colistina-meropenem
para os isolados testados (Soudeiha et al, 2017).

Nossos isolados possuiam resisténcia a ambos antimicrobianos e com CIM elevadas
principalmente para os carbapenémicos. Em doses terapéuticas a concentragdo de
MEM administrados 2g ao dia pode atingir picos de 40mg/L e nos testamos 4mg/L o
gue seria o vale sérico; da mesma forma as concentracdes terapéuticas de PMB pode
atingir 20mg/L e foi testado apenas 2ml/L. Acreditamos que doses mais elevadas
deverao ser testadas para que possamos comprovar se realmente néo existe efeito
sinérgico entre estes farmacos e assim buscar otimizar as chances de sucesso
terapéutico.

CONCLUSOES

Com base nessas informacdes, é prudente conduzir estudos adicionais, abrangendo
diversas concentracfes desses farmacos. Essa abordagem é essencial para
estabelecer de maneira conclusiva a existéncia de possiveis sinergismos entre
esses dois agentes farmacologicos significativos, com potencial aplicacdo no campo
da pratica clinica médica.
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