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RESUMO

O aumento de infeccdes causadas por bactérias Gram-negativas carreadoras
dos genes de carbapenemases blakpc ou blanpy ou ambos (blakpc+blanpym) € uma
preocupacao mundial e de dificil tratamento. O resgate de antimicrobianos mais
“antigos” e suas combinacbes com outros antibacterianos é uma alternativa
promissora contra essas bactérias. O objetivo desse estudo foi avaliar a atividade
sinérgica entre antimicrobianos contra isolados de Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Morganella morganii, Proteus mirabilis e Providencia stuartii produtores
de carbapenemase. As combinag¢des dos farmacos foram feitas em duplicata pelo
método checkerboard, utilizando as associacées possiveis entre meropenem,
fosfomicina, polimixina B e tigeciclina. As combinag¢des fosfomicina+meropenem e
tigeciclina+polimixina B apresentaram maior atividade sinérgica, com sinergismo em
82% e 64% das amostras, respectivamente. A combinacdo de
meropenem+polimixina B teve o pior desempenho no estudo, com 27% de
sinergismo para as amostras testadas. Nao houve antagonismo entre os
antibacterianos utilizados. Conclui-se que as combinagcbes in vitro de
antimicrobianos contra isolados carreadores dos genes de carbapenemases
apresentaram resultados promissores.

INTRODUCAO

O aumento crescente de infeccbes causadas por bactérias Gram-negativas
multirresistentes é uma grande preocupacédo da saude publica atual. A producéo de
enzimas carbapenemases, como Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC) e
New Delhi Metallo-beta-lactamase (NDM), contribui a resisténcia e disseminagao
bacteriana, principalmente em ambientes hospitalares (THOMAS et al. 2022). A
coproducéao dessas enzimas reduz as opc¢des terapéuticas disponiveis.

Nesse contexto, o uso de antimicrobianos “antigos”, como a polimixina B
(PMB) e fosfomicina (FOS), apresentam potencial terapéutico, principalmente em
combinacao com outros antibiéticos (NANG et al. 2021).
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Assim, analisamos a combinagao sinérgica de farmacos e sua acao contra
isolados bacterianos coprodutores de KPC e NDM, a fim de aumentar a cobertura
antibacteriana, reduzir a selecdo de mutantes resistentes e os efeitos adversos nos
pacientes.

MATERIAIS E METODOS

Foram utilizadas isolados bacterianos de Escherichia coli (Ec), Klebsiella
pneumoniae (Kp), Morganella morganii (Mn), Proteus mirabilis (Pm) e Providencia
stuartii (Prs) e alguns representantes de swab de vigilancia (VIGI) destas espécies
recuperados de pacientes hospitalizados no Hospital Universitario Regional de
Maringa. Estes isolados ou possuiam resisténcia intrinseca a polimixina B e/ou os
genes blakpc € blanpm. Foi realizada polimerase chain reaction PCR do tipo multiplex
para confirmar a presenca dos genes blakpc € blanpm em todos os isolados. Ja para
isolados de Kp também foi realizada a tipagem por Enterobacterial Repetitive
Intergenic Consensus- ERIC-PCR, para diferenciacao genética e selecado de solados
mais distintos.

De todos os isolados foi determinada a Minimal Inhibitory concentracion (MIC)
dos antibacterianos selecionados fosfomicina, meropenem, polimixina B e tigeciclina.
A combinacao dos antimicrobianos foi feita em duplicata pelo método checkerboard
em placas de microdiluicdo de 96 pocos utilizando-se como meio de cultura Mueller
Hinton cations ajustados (MHB-CA), em que nas colunas, a droga A foi diluida e nas
linhas, a droga B foi diluida. A placa foi incubada em agitacao durante cerca de 16 a
18 horas, a 37°C.

Resultados das associacdes dos antibacterianos foram interpretados a partir

da Fractional Inhibitory Concentration Index (FICIl) calculada da seguinte maneira:
Primeiro calculou-se o FIC de cada antibidtico. Para o antibiético A: FICA = MIC de A
em combinacdo/ MIC de A isolado e para o antibiético B: FICB = MIC de B na
combinag¢ao/ MIC de B isolado. Entédo FICI = FICA + FICB onde FICI < 0,5 =

sinergismo; 0,5 < FICI < 4 = indiferente; e FICI > 4 = antagonismo.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Entre os isolados de Kp blakpc+blanom (21 total) selecionou-se cinco com
maior diferenciacdo genotipica pelo ERIC-PCR. A MIC dos antibacterianos foi
determinada por microdiluicdo: (Tabela 1). Posteriormente foi realizado o teste para
avaliacdo do sinergismo checkerboard para todas as possiveis associacoes dos
antimicrobianos. Os resultados obtidos estdo demonstrados na Tabela 2 e
expressos em FICI conforme descrito na metodologia.

Os resultados experimentais demonstraram que a combinacdo in vitro que

obteve maior sinergismo foi a de FOS X MEM, com 82% de atividade sinérgica. Essa
combinagdo farmacol6gica também tem sido descrita, em outros estudos, como
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eficaz contra isolados multirresistentes com as carbapenemases KPC e NDM
(DOBREVA et al. 2022). Em sequéncia, a combinacado mais efetiva foi TGC x PMB,
com 64%. FOS x TGC e FOS x PMB apresentaram relativa taxa de atividade
sinérgica, com 55%, 45%, respectivamente, ja a associacdao de MEM x TGC obteve
35% de sinergismo.

Tabela 1. MIC dos antibacterianos frentes aos isolados bacterianos
estudados
Gene de MIC dos antimicrobianos

Isolados resisténcia MEM PMB FOS TGC

Kp 449 blakpc+blanpm 32 (R) 1(S) 256 (R) 1(S)

Kp 508 blakpc+blanpm 32 (R) 2(S) 256 (R) 1(S)

Kp 529 blapc+blanpm 128 (R) 0,5 (S) 32(S) 8 (R)

Kp 719 blanpm 512 (R) 1024 (R) 256 (R) 4 (R)

Kp 844 blagpc 256 (R) 128 (R) 256 (R) 8 (R)

Pm 76 blanom 256 (R) 1024 (R) 128 (1) 8 (R)

Prs 03 blanom 512 (R) 1024 (R) 128 (1) 8 (R)
VIGI 782 - Kp blakpc+blanpm 64 (R) 8 (R) 128 (1) 1(1)
VIGI 934 - Kp blakpc+blanpm 128 (R) 0,5 (S) 64 (S) 4 (R)
VIGI 2177 - Mn blanom 256 (R) 1024 (R) 512 (R) 8 (R)
VIGI 2405 - Ec blakec 256 (R) 64 (R) 64 (S) 0,5 (1)

Minimal Inhibitory concentracion (MIC). S (sensivel); | (Sensivel, aumentado exposi¢éo); R (resistente); MEM: meropenem;
PMB: polimixina B; FOS: fosfomicina; TGC: tigeciclina; Meropenem (S <1,I1=2, R24); Polimixina B (S £2, R 24); Fosfomicina
(S <64,1=128, R 2256); Tigeciclina (S <1, R 22);

Tabela 2. Resultados obtidos pelo método checkerboard de combinacao in vitro de
antimicrobianos dos isolados bacterianos.

Isolados Gene de FICI da combinacao entre antibacterianos (*)
resisténcia MEM+PMB MEM+FOS MEM+TGC PMB+FOS PMB+TGC FOS+TGC
Kp 449  blakpc+blanom 0,75 (1) 0,1875 (S) 0,75 () 0,156 (S) 0,5 (S) 0,156 (S)
Kp 508  blakpc+blanpw 0,375 (S)  0,3125 (S) 0,75 () 0,09 (S) 0,375 (S) 0,75 ()
Kp 529  blakpc+blanpm 1 (1) 0,1562 (S) 0,375 (S) 0,75 () 0,312 (S) 0,265 (S)
Kp 719 blanpm 0,125 (S) 1(I) 0,5156 () 0,1875(S) 0,2519(S) 1,0312(l)
Kp 844 blakpc 2 (I 0,2578 (S) 0,093 (S) 2() 0,1875(S) 0,625 (I)
Pm 75 blanpm 1 (1) 0,5312(l) 0,4106 (S) 10,2578 (S) 1,5 () 0,5078 (S)
Prs 03 blanpm 1(I) 0,0468 (S) 0,5156 (I) 0,375 (S) 2( 0,25 (S)
VIGI 782 blakpc+blanpm 0,1562 (S)  0,3125 (S) 0,75 (1) 0,625 (1) 0,265 (S) 0,312 (S)
VIGI 934 blakpc+blanpm 0,5312 (1)  0,1875 (S) 1(I) 0,625 (1) 0,132 (S) 0,75 (1)
VIGI 2177 blanpm 0,75 (I) 0,0332 (S) 10,5078 (S) 2( 1,5 (1) 0,625 (S)
VIGI 2405 blakpc 0,5625 (l) 0,25 (S) 1,5 (1) 0,625 (1) 1,5 (1) 1,5 (1)

MEM: meropenem; PMB: polimixina B; FOS: fosfomicina; TGC: tigeciclina; FICI (*): indice da fragdo da concentragdo e efeito
produzido; S: sinergismo; I: indiferenga;

A associacao que apresentou menor taxa de atividade sinérgica em nosso
estudo foi PMB x MEM, com sinergismo de 27%. Apesar dessa combinacao ser
amplamente utilizada na pratica clinica em bacilos Gram negativos (GOMEZ-
SIMMONDS et al., 2016), um estudo publicado em 2019 também demonstrou que
essa combinagdo nao apresenta efeito sinérgico, quando utilizada de forma
simultanea (KULENGOWSKI et al., 2019). Recente estudo de 2026 demonstrou que
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esta associacao contra isolados de Acinetobacter baumannii embora fosse sinérgica
in vitro nao atingia eficacia adequada em cepas resistentes com carbapenemases
como sdo nossos isolados (SOEORG et al., 2026)

Considerando as raras opgdes terapéuticas para o tratamento contra
infecgbes por bactérias resistentes a PMB e portadoras dos genes blakpc € blanpw,
nossos resultados se mostram de grande importancia, ja que demonstram atividade
sinérgica em variadas combinagdes entre os antimicrobianos, sem nenhum
antagonismo.

CONCLUSOES

Os dados apresentados sao promissores pois utilizamos neste estudo
bactérias praticamente intratdveis com resisténcia tanto a MEM (genes blakpc,
blanpm ou ambos) quanto a PMB (adquirida ou intrinseca). A melhor atividade
sinérgica ocorreu entre FOS e MEM. Destacamos que FOS tem sido resgatada com
um farmaco essencial na era da resisténcia bacteriana principalmente, com a
perspectiva da formula farmacéutica intravenosa de FOS como ja presente em
outros paises pois atualmente no Brasil temos apenas a formulagéao oral, e assim
possa ser utilizada em combinacdes contra essas bactérias multirresistentes.
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