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RESUMO

O tratamento de infeccbes por Klebsiella pneumoniae produtoras de Klebsiella
pneumoniae carbapenemase (KPC) é um desafio em hospitais no mundo todo,
principalmente apos a pandemia da COVID-19. Tratamentos eficazes sao limitados,
assim novas alternativas tém sido buscadas. A combinacdo de antibidticos surgiu
como opc¢ao promissora. Métodos como a curva de morte (time-kill curve-TKC)
avaliam a possibilidade de sinergismo entre os antibacterianos, porém metodologias
mais ageis sdo necessarias. Este estudo teve como objetivo propor uma modificacao
no método de curva de morte para avaliar a atividade da polimixina B combinada
com meropenem em isolados de Klebsiella pneumoniae produtores de KPC-2. Cinco
isolados de K. pneumoniae positivos para o gene blakpc.2 foram avaliados pela TKC
e curva de morte modificada (time-kill curve modified-TKCM). O sinergismo foi obtido
para 3 amostras em ambos os testes. Resultados mostraram 100% de concordancia
entre os resultados da TKC e TKCM. Inclusive, observou-se que até mesmo com
12h de incubacéo, detectou-se sinergismo na TKCM, enquanto na TKC o mesmo foi
visto com 24h, sugerindo que as 12 horas podem antecipar um possivel resultado,
dispensando um periodo maior para a deteccao do sinergismo. Conclui-se que o
TKCM € 4&gil e sensivel na deteccdo de sinergismo, podendo ser viavel para
aplicacdo em rotinas laboratoriais na deteccdo de possiveis atividades sinérgicas
entre antimicrobianos para maior seguranca no tratamento de bactérias
multirresistentes.

INTRODUCAO

Infec¢gbes causadas por Klebsiella pneumoniae produtora de Klebsiella pneumoniae
carbapenemase (KPC) sdo um grande problema de saude publica, elevando a
mortalidade dos pacientes e os custos hospitalares (Albieiro, J, et al., 2016). Até
mesmo para ceftazidima-avibactam e meropenem-vaporbactam, novos farmacos
desenvolvidos com espectro de acdo contra bactérias produtoras de KPC, nem
sempre o tratamento € efetivo (Tamma PD et al., 2023). Ainda, existem limitadas
opcOes terapéuticas disponiveis, que muitas vezes sdo baseadas em polimixinas

FUNDACAO

4§pEMEF' QRQcnpqg  _ tewcikn

Tecnolégico




32° Encontro Anual de Iniciagdo Cientfifica
C . . s g 23e24deN bro de 2023
12° Encontro Anual de Iniciagdo Cientifica JUnior

(polimixina B e colistina), para os quais isolados resistentes ja foram registrados
(Albieiro, J, et al., 2016).

Nesse contexto, estudos avaliando novas opc¢des terapéuticas sdo necessarios. A
terapia combinada tem se mostrado uma alternativa eficaz, minimizando o
surgimento de resisténcia (Tamma PD et al., 2023). O método curva de morte (time-
kill curve-TKC) ja foi utilizado para avaliar o sinergismo, contudo, trata-se de uma
metodologia complexa, sendo dificil sua aplicabilidade em rotinas laboratoriais
(Sharma, R., 2017; Ribeiro, ACDS, et al., 2023). Por isso, este estudo propde uma
modificacdo no método de TKC para avaliar a atividade da polimixina B (PMB)
combinada com meropenem (MEM) em isolados de Klebsiella pneumoniae
produtores de KPC-2. O estudo busca alternativas viaveis para a rotina laboratorial.

MATERIAIS E METODOS

Cinco cepas de Klebsiella pneumoniae positivas para o0 gene blakpcz, foram
selecionadas e previamente diferenciadas por meio da técnica de tipagem multilocus
sequence typing (MLST) no laboratério ALERTA da Universidade Federal de Séao
Paulo. A concentragao inibitéria minima (CIM) dos antimicrobianos foi realizada pelo
método de microdiluicdo em caldo, usando caldo Mueller Hinton Broth com cations
ajustados (MHB-CA), seguindo os documentos do Clinical and Laboratory Standards
Institute.

Na metodologia TKC tubos contendo 10 mL de MHB-CA, com os antimicrobianos
PMB e MEM, puros ou combinados, em concentragéo de 12 MIC foram utilizados.
Em todos os tubos foi acrescentado indculo bacteriano com aproximadamente 6 X
10°> UFC/mL, sendo estes incubados a 35°C. Nos intervalos de tempo 0, 6, 12 e 24
horas, aliqguotas de 100 uL foram retiradas dos tubos de teste e, apos diluicdes
seriadas, 25 pyL foram duplicadamente aplicados por meio do método da gota em
meio Mueller-Hinton Agar (MHA). Estas placas foram incubadas a 35°C por 16 a 20
horas, seguidas por contagem das colbnias bacterianas. O critério para atividade
sinérgica foi adotado conforme Pillai et al., 2005.

No método TKCM, foram empregados discos dos antibioticos PMB e MEM (OXOID-
Reino Unido) inseridos em tubos contendo MHB e agitados em vortex para
homogeneizacdo. A concentracdo do antibiético foi determinada pela quantidade
indicada no disco. O numero de discos e as diluicdes foram ajustados de acordo
com cada isolado para alcangar uma concentragéo de 12 MIC.

O coeficiente de correlagdo de Pearson foi utilizado para mediar a relacado linear
entre escalas logaritmicas nas contagens de 6, 12 e 24 horas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Todas as amostras de K. pneumoniae selecionadas pertenciam a ST diferentes, de
acordo com a diferenciacdo realizada pelo método MLST. Os isolados foram
recuperados de Jodo Pessoa, Sdo Paulo, Recife e Campo Grande. Entre as cinco
amostras de K. pneumoniae, a CIM para MEM foi 1 pg/mL (sensivel) para duas
amostras, embora todas fossem produtoras de carbapenemase KPC-2, enquanto
para as outras trés foi de 16, 256 e 32 ug/mL, sendo todas resistentes ao farmaco.
Para PMB, apenas uma amostra apresentou resisténcia com CIM 32 pug/mL, sendo a
CIM das demais amostras 1 pg/mL. A CIM de 32 pg/mL para PMB e MEM foi
observada na mesma amostra (Tabela 1).
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No método TKC, das 5 amostras, todas carreadoras do gene blakpc-2, foi detectado
sinergismo na combinacdo de PMB+MEM em 3 amostras no tempo de 24h (Tabela
2). O método de TKCM corroborou com os resultados da TKC, mostrando 100% de
concordancia (Tabela 2) e uma taxa de atividade sinérgica de 75% (3/4) em
PMB+MEM (Tabela 2). Uma amostra (Kp-40) nao foi testada pelo método de TKCM,
embora tenha sido testada por TKC. Para uma outra amostra (Kp-28) cujo resultado
foi indiferente no tempo 24h pela TKC, na TKCM desde 12h foi observado
sinergismo (Tabela 2).

Tabela 1. Caracterizacdo de isolados de  Klebsiella pneumoniae produror es de
carbapenemase KPC-2 incluidas no estudo

Isolados ST b(|3ene MIC (ug/mL) Cent_ros médicos de
Akpc-2 isolamento
PMB MEM

Kp-5 437 + 1 1 Joéo Pessoa

Kp-9 133 + 1 16 S&o Paulo

Kp-28 617 + 1 1 S&o Paulo

Kp-40 11 + 1 256 Recife

Kp-46 17 + 32 32 Campo Grande

ST: multilocus sequence typing; CIM: concentracao inibitéria minima; PMB: polimixina B; MEM: meropenem

Tabela 2. Resultados amostras de  Klebsiella pneumoniae produtora de KPC-2 pelos
métodos de Time Kill Curve e Time Kill Curve modified

TKC

Isolados PMB+MEM TKCM PMB+MEM
Variagao de Variagdo Variagdo Variacéo
Log de Log de Log de Log Coeficiente de
UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL Pearson
24hr 6hr 12hr 24hr
Kp-5 0,6 (1) -0,4 (1) 0,2 (I) -0,2 () 6/12h  12/24h
Kp-9 7,6 (S) 0,0 (I) 4,9 (S) 4,9 (S) 0,88 0,95
Kp-28 -0,3 () 1,3 () 7,6 (S) 8,4 (S)
Kp-40 2,4 (S) NT NT NT
Kp-46 58 (S) -0,2 () 4,7 (S) 6,2 (S

MEM - meropenem; PMB- polimixina B; TKC —Curva de morte; TKCM —Curva de morte modificada; (I) —
Indiferente; (S) — Sinergismo; NT - N&o testada; UFC: Unidades formadoras de colénia

Pesquisas avaliando sinergismo de droga, pela metodologia de TKC, para
tratamento de infecgcbes por K. pneumoniae produtora de carbapenemase tém sido
realizadas no mundo (Sharma, R., 2017; Ribeiro, ACDS, et al., 2023). Exemplo € o
estudo de Ribeiro et al. que recentemente sugeriu as combinagcbes de
fosfomicina+tMEM e fosfomicina+tPMB como alternativa de tratamento (Ribeiro,
ACDS, et al., 2023).

No estudo semelhante ao nosso, de Sharma e colaboradores, também foi registrado
sinergismo entre as drogas MEM+PMB. Para eles, o sinergismo foi detectado em
todas as concentragdes desses antimicrobianos, nos isolados sensiveis a PMB e
com CIM <16 (ug/mL) para MEM. Até mesmo para isolados com CIMs mais
elevadas de MEM ou PMB. Na maioria dos nossos isolados, o sinergismo foi
observado a partir de 12h de experimento, apesar de terem apresentado CIMs mais
baixas para os antimicrobianos. Até mesmo para o isolado com CIM mais elevada
(Kp-46) o sinergismo foi visto com 12h, inclusive nas duas metodologias. 1Sso nos

aéUEM%’-F Qcneq "'3




32° Encontro Anual de Iniciagdo Cientfifica
C . . s g 23e24deN bro de 2023
12° Encontro Anual de Iniciagdo Cientifica JUnior

mostra que para uma alternativa para o tratamento de infec¢cbes causadas por
Klebsiella pneumoniae produtora de KPC-2, a combinacdo de MEM+PMB é uma
alternativa efetiva.

Ao interpretar o sinergismo no teste TKCM, notou-se que para combinacao
PMB+MEM os resultados obtidos em 12 horas eram idénticos aos obtidos em 24
horas. Assim, o método TKCM exibiu uma maior sensibilidade em detectar
sinergismo quando a combinac&o de antimicrobianos era sinérgica no método TKC.

CONCLUSOES

O método TKCM se mostrou sensivel e rapido na detec¢do do sinergismo, sendo
uma alternativa pratica para laboratorios de rotina, pelo uso de materiais facilmente
encontrados em laboratorios de microbiologia. Observou-se uma relacao linear entre
as escalas logaritmicas nas contagens de 12 e 24 horas, sugerindo que as 12 horas
podem antecipar um possivel resultado, dispensando um periodo maior para a
deteccédo do sinergismo.
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