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RESUMO

Enterobactérias como Klebsiella pneumoniae e Enterobacter spp. estdo entre as
principais causas de infec¢cdes hospitalares e estdo frequentemente associadas a
producdo da enzima Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC). A emergéncia
de isolados produtores desta e de outras carbapenemases é um grave problema de
salde publica uma vez que as opcOes terapéuticas tornam-se extremamente
limitadas. As polimixinas frequentemente constituem uma das poucas opc¢des
disponiveis, porém tém sido associadas a menor eficicia clinica, maior mortalidade
e toxicidade. Além disso, ha descricdo in vitro da emergéncia de subpopulacbes
heterorresistentes de isolados expostos a esta droga. Neste contexto, muitos
estudos tém avaliado a terapia combinada como alternativa e a utilizacdo das
polimixinas com outras classes de antimicrobianos tem mostrado resultados mais
eficazes em comparacdo as monoterapias no tratamento de infec¢bes causadas por
bactérias multirresistentes, como aquelas produtoras KPC. Assim, o objetivo deste
estudo foi avaliar o desempenho de combinacfes entre polimixina B (PMB) com a
tigeciclina (TGC) e com os carbapenémicos imipenem (IPM) e meropenem (MEM)
contra enterobactérias produtoras de KPC-2 pelo método de Time Kill Curves - TKC
(Curva de Tempo-Morte). Os isolados foram previamente caracterizados como
produtores de KPC-2 e incluiram seis clones de trés espécies distintas, sendo dois
isolados de K. pneumoniae (KP), dois de Enterobacter cloacae (EC) e dois de
Serratia marcescens (SM), provenientes de banco de amostras. A PMB foi testada
em concentracbes de 0,5, 1,0 e 2,0 pg/mL, enquanto os carbapenémicos e TGC
foram testados a uma concentracdo fixa de 4,0 e 1,0 ug/mL, respectivamente. Os
tubos contendo o in6culo e antibidticos foram incubados a 35 °C e uma aliquota foi
semeada em placa de &gar sangue nos tempos: 0, 0,25, 1, 2, 4, 8, 12 e 24 horas,
para a contagem das colbnias. Os resultados foram interpretados conforme as
seguintes defini¢cdes: i) atividade bactericida = redugao = 3 logip nha contagem total
de unidades formadoras de colénia (UFC)/mL comparado ao indculo inicial; ii)
atividade bacteriostatica = manutencéo ou reducéao < 3 log;o na contagem total de
UFC/mL comparado ao in6culo original; iii) sinergismo = diminui¢do = 2 logip na
contagem total de UFC/mL entre a combinacdo de antimicrobianos e o agente mais
ativo, apos 24 horas de incubacgédo. De acordo com nossos resultados, IPM, MEM e

TGC ndo apresentaram efeito bacteriostatico ou bactericida quando testados como



Unica droga contra todos os isolados produtores de KPC-2. Todas as combinacgfes
de antibiéticos mostraram sinergismo com atividade bactericida ou, pelo menos, um
efeito bacteriostatico para todos os isolados testados, sendo as combinacées mais
efetivas aquelas onde a de PMB foi usada nas concentracfes de 1,0 e 2,0 ug/mL e
combinada aos carbapenémicos. Embora tenham sido observadas concentragdes
inibitérias minimas elevadas para PMB contra os isolados de SM, para ambas as
cepas houve sinergismo quando a PMB foi combinada a IPM e MEM. Nossos
resultados confirmam a superioridade das combinagdes de antimicrobianos em
comparacdo as monoterapias e sugerem que, a PMB combinada com
carbapenémicos ou TCG pode ser uma opgéao terapéutica eficaz para o tratamento

de infec¢Bes causadas por isolados de enterobactérias produtores de KPC-2.

Palavras-chave: Sinergismo, KPC, enterobactérias, polimixina B, carbapenémicos,
tigeciclina.



ABSTRACT

Enterobacteria such as Klebsiella pneumoniae and Enterobacter spp. are among the
leading causes of nosocomial infections and are often associated with Klebsiella
pneumoniae carbapenemase (KPC) production. The emergence of KPC and other
carbapenemases is a serious public health problem due to the limited therapeutic.
Polymyxins often constitute one of the few options available, but it have been
associated with lower clinical efficacy, toxicity and increased mortality. Moreover,
several studies have demonstrated the emergence of heteroresistant subpopulations
when isolates are exposed to this drug. In this context, some authors have evaluated
the combined therapy as an alternative and the use of polymyxins with other classes
of antibiotics have shown to be more effective compared to the monotherapies for the
treatment of infections caused by multiresistant bacteria. Therefore, the aim of this
study was to evaluate the performance of polymyxin B (PMB) with carbapenems
imipenem (IPM) and meropenem (MEM) and tigecycline (TGC) combinations against
KPC-2 producing Enterobacteriaceae by Time Kill Curves method. Isolates were
previously characterized as KPC-2 producing comprising six distinct clones that
included: two K. pneumoniae (KP), two Enterobacter cloacae (EC) and two Serratia
marcescens (SM). PMB was tested at concentrations 0,5, 1,0 and 2,0 pg/mL,
whereas carbapenems and TGC were tested at a fixed concentration of 4.0 and 1.0
pug/mL, respectively. Tubes with inoculum and antibiotics were incubated at 35 °C
and an aliquot was plated on blood agar plates at times: 0, 0.25, 1, 2, 4, 8, 12 and 24
hours for counting colonies. The results were interpreted according to the following
definitions: i) bactericidal activity = 2 3 logso reduction in total count of colony forming
units (CFU)/mL compared to the initial inoculum; ii) bacteriostatic activity =
maintenance or reduction < 3 logso in total count of CFU/mL compared to the original
inoculum; iii) synergism = = 2 log;o decrease in total count of CFU/ml between the
combination and the most active antimicrobial agent after 24 hours of incubation.
According to our results, IPM, MEM and TGC showed no bacteriostatic or
bactericidal effects when tested as a single drug against all KPC-2-producing
isolates. All combinations of antibiotics showed synergism with bactericidal activity or
at least, a bacteriostatic effect for all the six isolates. The more effective combinations
were those that PMB was used at 1,0 and 2,0 ug/mL, combined with carbapenems.

Although high minimum inhibitory concentrations were observed for PMB against



isolates of SM, for both strains, synergism was observed when PMB was combined
with IPM and MEM. Our results confirm the superiority of antimicrobial combinations
compared to monotherapies and suggest that PMB combined with carbapenem or
TCG can be an effective therapeutic option for the treatment of infections caused by

KPC-2-producing Enterobacteriaceae.

Key words: Synergism, KPC, enterobacteria, polymixin B, carbapenems, tigecycline.
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1 INTRODUCAO

Enterobactérias como Klebsiella pneumoniae, Enterobacter spp. e Serratia
spp. sao importantes patogenos comunitarios e hospitalares e podem ser isoladas
de diversos sitios anatdmicos. Sao causadoras de cerca de 30 a 35% dos casos de
sepse e mais de 70% das infec¢cbes das vias urindrias e intestinais, podendo
também causar pneumonias e meningites, constituindo assim importantes agentes
causadores de infec¢des hospitalares (1).

A resisténcia a antimicrobianos na familia Enterobacteriaceae tem se tornado
um problema de saude publica com o aparecimento cada vez mais frequente de
espécies multirresistentes, cujas opcles terapéuticas tornam-se extremamente
limitadas (2,3). A enzima Klebsiella pneumoniae Carbapenemase (KPC) tem sido
descrita como o principal mecanismo de resisténcia aos [B-lactimicos na familia
Enterobacteriaceae. A KPC €& uma carbapenemase de classe A que confere
resisténcia a todos os antibiéticos B-lactamicos, incluindo penicilinas, cefalosporinas,
monobactams e carbapénemicos constituindo, portanto, uma das carbapenemases
de maior importancia clinica e epidemiolégica na atualidade (4—6). A KPC ja foi
identificada em todos os continentes e tem sido responsavel por surtos hospitalares
em diversos paises (7-9), inclusive no Brasil (10-12). Considerando as poucas
opcOes para o tratamento de infecgBes causadas por isolados produtores de KPC, a
polimixina B (PMB) e a tigeciclina (TGC) constituem o0s principais arsenais
terapéuticos disponiveis para o tratamento (6,13,14).

Portanto, este estudo teve como objetivo avaliar o sinergismo entre a PMB e
TGC, imipenem ou meropenem contra seis isolados de enterobactérias produtoras
de KPC (EKPC), pelo método de Curvas de Tempo-Morte bacteriana (Time Kill
Curves - TKC), onde a PMB foi combinada em concentracfes subinibitérias,
escolhidas considerando os niveis de droga nado ligada alcancados no soro em

regimes de administracdo de altas doses de antimicrobiano.



15

2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 ESTRATEGIAS PARA LOCALIZAR E SELECIONAR AS INFORMACOES

Este trabalho esta focado na avaliagdo da presenca de atividade sinérgica,
bactericida e bacteriostatica entre as combinacdes de PMB com TGC, IPM e MEM
em enterobactérias produtoras de KPC. A estratégia de busca envolveu as seguintes
bases de dados: PubMed, LILACS, SciELO, livros de microbiologia e sites de
organizacbes ligadas a microbiologia, sem data inicial de publicacdo até 2014.
Foram realizadas buscas atravées dos termos “synergism/synergy”, “KPC”,

“‘Enterobacteriaceae”, “polymyxin B”, “tigecycline”, “imipenem”, “meropenem, “time

kill” e suas variagcdes em portugués, conforme demonstrado na Figura 1.



PALAVRAS-CHAVE
1- Synergism/synergy
2- KPC

3- Enterobacteriaceae
4- Polymyxin B

5- Tigecycline

6- Carbapenems

7- Imipenem

8- Meropenem

9- Time Kill

—
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Figura 1 - Estratégia de busca de referéncias bibliogréficas
sobre as bases que fundamentam os objetivos deste estudo

<PUBMED>

14 artigos 2645 artigos 6005 artigos 14 artigos
|_Oartigo i 2 artgos —{2 artlgos ]
[55 artigos ic

3a ;gos — Sartgos|

10 artigos 4080 art 0s 1163 art 0S 10 artl 0s

0 artigos 5 artigos 2 artigos |——»{ 2 artigos |
11 artigos 1142 artigos 888 artigos 11 artigos

0 artigos 23 artigos lartigo +H—| 1 artigo |

64 artigos 30860 artigos 463 artigos 62 artigos
2 artigos

0 artigos 10 artigos 2 artigos

52 artigos 7766 artigos 2141 artigos 50 artigos
1 artigo 15 artigos 2 artigos —»| 2 artigos

49 artigos 3522 artigos 1114 artigos 47 artigos
1 artigo 8 artigos 2 artgos —{2 artngg]

51 artigos
2 artigos

302 artigos 171 artigos 49 artigos
2 artigos 2 artigos  —{ 2 artigos |
ig 12 artigos —{11 artigos]

Fonte: Elaborado pela Autora (2014)
As caixas externas indicam os artigos que foram incluidos na revisao de
acordo com os critérios de inclusé@o, tendo sinergismo e polimixina B
como fator de estudo e time kill, KPC e carbapenémicos como desfechos.
Este é o resultado da busca da combinacao das palavras-chave.
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2.2 FAMILIA ENTEROBACTERIACEAE — CARACTERIZACAO E EPIDEMIOLOGIA

As enterobactérias sdo bacilos gram-negativos fermentadores da glicose que
se caracterizam por serem anaerébios facultativos, catalase positiva e oxidase
negativa, e por ndo possuirem exigéncias nutricionais complexas, podendo ser
cultivadas em diversos meios de cultura. Habitam tanto solo, vegetacdo, agua e a
regido do trato gastrointestinal de varios animais, inclusive o homem, no entanto
algumas espécies sdo patdégenos obrigatorios. Mesmo possuindo caracteristicas
gerais a todas as espécies, a familia Enterobacteriaceae é extremamente diversa,
abrangendo géneros e espécies que se diferenciam pela capacidade de
fermentacdo de uma série de outros carboidratos, pela producédo de toxinas ou por
suas caracteristicas antigénicas (1,15).

As espécies de maior importancia clinica compreendem Escherichia coli,
Klebsiella spp., Enterobacter spp., S. marcescens, Proteus spp., Morganella spp.,
Providencia spp., Shigella spp. e Salmonella spp., dos quais alguns estao entre os
principais microrganismos associados a infec¢cdes hospitalares. Alguns estudos
confirmam que E. coli, Klebsiella spp. e Enterobacter spp., estdo entre os
microrganismos mais frequentemente isolados em infec¢Bes de corrente sanguinea,
urinarias, pneumonia associada a ventilacdo mecanica e infec¢des de sitio cirargico,
entre outras (1,16,17).

Embora com menor prevaléncia, espécies como S. marcescens, Proteus spp.
e Morganella spp. também séo frequentemente isoladas e podem estar relacionadas
a quadros infecciosos graves. Uma vez que possuem perfis caracteristicos de
sensibilidade aos antimicrobianos, sua inclusdo em estudos investigativos é de suma
importancia (16—19).

A emergéncia de cepas pan-resistentes de Klebsiella spp. tem sido relatada
mundialmente e a presenca de carbapenemases ja foi descrita em praticamente
todos os membros da Familia Enterobacteriaceae (20). Desta forma, tornam-se
extremamente importantes os estudos com novos antibiéticos e também com a

combinacgéo de antibioticos ja utilizados na clinica.
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2.3 CARBAPENEMICOS NO TRATAMENTO DE INFECCOES CAUSADAS POR
ENTEROBACTERIAS

A partir do final da década de 80, os antibidticos B-lactamicos da classe dos
carbapenémicos, foram instituidos como alternativas terapéuticas de primeira
escolha para tratamento de infec¢cBes graves provocadas por bactérias gram-
negativas multirresistentes produtoras de beta-lactamases de amplo espectro
(ESBL) e com hiperexpressdao de AmpC, por serem resistentes a degradacéo destas
enzimas (21,22). Os carbapenémicos sdo antimicrobianos caracterizados pelo seu
amplo espectro de acdo contra bactérias gram-negativas e gram-positivas e atuam
inibindo a sintese da parede celular através da ligacdo e inativacdo das proteinas
ligadoras de penicilinas (PBPs). Ao longo das Ultimas décadas, diversos
carbapenémicos foram descobertos (23—-28), além de outros tantos que ainda estao
em desenvolvimento, como o Tebipenem-pivoxil (29). No entanto, atualmente quatro
sdo os antibidticos desta classe que tém o seu uso aprovado pelo Food and Drug
Administration (FDA): imipenem (IPM), meropenem (MEM), ertapenem (ERT) e
doripenem (DORI) (30).

A dependéncia da utilizagdo dos carbapenémicos tornou-se crescente devido
ao aumento expressivo de bactérias gram negativas produtoras de ESBL ou
hiperprodutoras de AmpC, pois estas enzimas hidrolisam penicilinas, cefalosporinas
e aztreonam (31).

Guzek et al. (32) analisaram as Concentracdes Inibitérias Minimas (CIM) de
99 isolados de Enterobacteriaceae frente ao ertapenem, imipenem e meropenem.
Os isolados incluiam 51 E. coli (51.52%), 14 E. cloacae (14.14%), 12 K. pneumoniae
(12.12%), 7 M. morganii (7.07%), 4 C. freundii (4.04%), 5 K. oxytoca (5.05%) e dois
(2.02%) C. braakii, Proteus spp e S. marcescens. Todos os isolados foram
suscetiveis ao meropenem, uma M. morganii foi resistente ao imipenem e um E.
cloacae e uma K. pneumoniae foram resistentes ao ertapenem. O mecanismo de
resisténcia ESBL foi encontrado em 58,7% das K. pneumoniae, 25% dos C. freundii,
7,14% dos E. cloacae e 1,06% das E. coli. Todos os isolados ESBL+ foram
sensiveis aos carbapenémicos em concentracdes subinibitorias, inclusive quando os
mesmos foram testados em valores de CIM50 e CIM90, indicando que os
carbapémicos ainda sdo boas opgfes terapéuticas para o tratamento de bactérias
produtoras de ESBL.
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Chen et al. (33) testaram a eficacia de géis com baixa concentracdo de
imipenem (2-10pg/mL) e altas concentragbes de imipenem (200-1000 pg/mL) de
reduzirem a produgéo de biofilmes de K. pneumoniae in vitro (por crescimento em
garrafas de cultura) e in vivo com implante da bactéria no musculo esquelético de
ratos. O gel de alta concentracdo foi capaz de reduzir a formacéo de biofilme em
todos os experimentos, mostrando que o imipenem pode ser usado para o controle
de feridas infectadas por K. pneumoniae produtora de biofilmes.

Trivedi et al. comparou o tratamento com carbapenémicos versus nao-
carbapenémicos em pacientes portadores de diversos tipos de infecgOes causadas
por enterobactérias produtoras de ESBL. O estudo demonstrou que os antibiéticos
nao-carbapenémicos obtiveram eficacia de 79,6%, enquanto os carbapenémicos
obtiveram eficacia clinica de 85,7%, demonstrando a superioridade dos
carbapenémicos no tratamento de infeccbes causadas por bactérias produtoras de
ESBL (34).

Concordando com estes estudos Maherault et al. (35) reportaram o caso de
uma senhora admitida em unidade de terapia intensiva por choque séptico e
pancreatite aguda tratada empiricamente com ertapenem. No 12° dia de internacao
foi coletado um swab retal onde foi identificada uma K. pneumoniae multirresistente
e aos 24 dias de internacdo a paciente apresentou febre com hemocultura de cateter
positiva para 0 mesmo microorganismo. A cepa foi identificada como produtora da
carbapenemase OXA-48, com resisténcia a ertapenem (CIM de 4mg/L), mas
sensivel a imipenem (CIM de 0.38mg/L). O tratamento foi modificado para imipenem
e ap6s 12 dias todas as hemoculturas deram resultado negativo. Apesar de esta
situacdo ser amplamente discutida na area clinica, este estudo mostra que uma
bactéria produtora de carbapenemase, talvez possa ser tratada com
carbapenémicos se apresentar sensibilidade in vitro para algum destes antibioticos.

Apesar de os carbapenémicos serem 6timas opcbes para o tratamento de
infeccbes causadas por bactérias produtoras de ESBL e hiperprodutoras de AmpC,
a frequéncia cada vez maior de enterobactérias resistentes a estes antibibticos
constitui um dos principais desafios aos laboratorios clinicos e as equipes médicas

atualmente.
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2.3.1 Resisténcia aos carbapenémicos em Enterobacteriaceae

Como resultado da presséo seletiva, nas Ultimas décadas a resisténcia aos
carbapenémicos tem sido relacionada a surtos de infeccdes hospitalares por todo o
mundo (36—38). Segundo dados do SENTRY, no Brasil, o género Klebsiella spp. é o
que apresenta menor sensibilidade ao IPM e MEM (88,7% e 88,9%
respectivamente), quando comparado aos demais paises latino-americanos
avaliados, cujos percentuais variaram entre 92% e 99% (17).

Diversos mecanismos podem estar envolvidos na resisténcia aos
carbapenémicos, desde alteracoes dos alvos de ligagdo das PBP'’s, hiperexpresséo
de bombas de efluxo, diminuicdo da permeabilidade da membrana externa, até a
producdo de enzimas capazes de promover a hidrélise dos carbapenémicos (39,40).
Dentre estes mecanismos, as alteracdes de permeabilidade da membrana, bem
como a producdo de carbapenemases constituem o0s dois principais e mais
frequentes mecanismos de resisténcia aos carbapenémicos na familia
Enterobacteriaceae (41,42).

Dentre as carbapenemases, a KPC esta entre as mais importantes
clinicamente na familia Enterobacteriaceae, devido a sua distribuicdo global e
aumentada taxa de hidrolise dos carbapenémicos (3). As KPCs conferem resisténcia
a todos os antibidticos B-lactamicos, incluindo penicilinas, cefalosporinas,
monobactams e carbapenémicos e, na sua grande maioria, sdo enzimas codificadas
por plasmideos modveis, o que facilita a transferéncia do gene interespécie e,
consequentemente, acentua o0 seu potencial de disseminacdo (43,44). Estas
enzimas ja foram identificadas em praticamente todos os membros de importancia
clinica da familia Enterobacteriaceae e, inclusive, em espécies de néao-
fermentadores, como a Pseudomonas aeruginosa e o Acinetobacter baumannii (45—
49).

Até o momento, ja foram descritas 21 variantes desta enzima (KPC-2 a KPC-
22) (50), ja que em 2008 evidenciou-se gue as enzimas KPC-1 e KPC-2 possuiam a
mesma sequéncia. Atualmente, a KPC-2 € uma das enzimas de maior prevaléncia
mundial, presente em todos 0s continentes e associada a surtos hospitalares em
diversos paises (3,7,45,51).

No Brasil, os primeiros relatos surgiram apenas em 2009 (10,11,52), embora

existam evidéncias de que o surgimento da enzima tenha ocorrido j& em 2005
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quando Zavascki et. al. descreveram o caso de uma K. pneumoniae produtora de
KPC isolada em Florianépolis, Santa Catarina (53). Diversos estudos tém mostrado
a disseminacao de cepas produtoras de KPC por todo o territorio brasileiro, pois a

mesma ja foi identificada nas cinco regides geograficas do pais (8,9,53,54).

2.3.2 Alternativas no tratamento de isolados produtores de KPC

Considerando as poucas opcOes clinicas para o tratamento de infeccdes
causadas por EKPC, a PMB e a TGC constituem os principais arsenais terapéuticos
disponiveis para o tratamento (55-57). As polimixinas surgiram na década de 40 e
seu uso foi abandonado devido a sua neurotoxicidade e nefrotoxicidade (58). O
tratamento com polimixinas é associado a maior mortalidade quando comparado a
outros antimicrobianos (59), além de possibilitar o recrescimento dos isolados in
vitro, segundo alguns estudos que avaliaram sua atividade bactericida e
bacteriostatica (56,60—62). Entretanto, devido a emergéncia de bactérias resistentes
a maioria dos antibiéticos, as polimixinas tem se tornado uma boa opcéo terapéutica.

Sao duas as polimixinas mais utilizadas, a PMB e a Colistina (polimixina E).
O espectro de acdo da PMB abrange somente germes gram-negativos, onde liga-se
a componentes do envelope celular como fosfolipideos e lipopolisacarideos (LPS) e
desloca competitivamente os ions Ca™ e Mg"" que agem como estabilizadores da
membrana, provocando ruptura da mesma e ocasionando a morte da bactéria (63).
Combinadas com outros antibiéticos, as polimixinas podem atuar aumentando a
permeabilidade da membrana externa da parede celular bacteriana permitindo a
passagem da outra droga para o interior da célula, exercendo um efeito
antimicrobiano combinado e potencializado (56,64).

A TGC, uma dlicilglicina derivada da minociclina, € um produto
semissintético analogo as tetraciclinas e tem se mostrado ativa contra isolados
resistentes as tetraciclinas e a outras classes de antibidticos (65,66). Seu
mecanismo de agéo é a inibicdo da fracdo 30S do ribossomo e, consequentemente,
alteracbes na producdo de proteinas pelas bactérias, levando a um efeito
bacteriostatico (67). Sua atividade ndo € alterada pelos mecanismos de resisténcia
das beta-lactamases e, por esse motivo, tem constituido, juntamente com as
polimixinas, uma das poucas opg¢les terapéuticas viaveis para o tratamento de

bactérias produtoras de KPC e outras carbapenemases (68,69).
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Diversos estudos tém avaliado o potencial sinérgico de polimixinas, TGC e
carbapenémicos combinados entre si e/ou com outros antimicrobianos, a maior parte
deles contra bacilos gram-negativos nao fermentadores como A. baumanni (70-74).

Kadar e colaboradores (75), testaram o sinergismo de PMB e colistina com
diversos antimicrobianos frente dois isolados de K. pneumoniae produtores de KPC,
sendo que um deles era resistente a colistina. A maioria das combinagbes de
antibioticos demonstrou sinergismo, confirmando a superioridade da terapia
combinada, mesmo em isolados com alto grau de resisténcia.

Outro estudo comparou a atividade de TGC isoladamente e combinada com
colistina e MEM, frente isolados de EKPC. A grande maioria dos antibibticos
isoladamente exerceu atividade bactericida nas primeiras horas, no entanto, apés 8-
16 horas houve significativo recrescimento. Por outro lado, a combinacédo de TGC +
colistina exerceu atividade bactericida contra todos os isolados e sinérgica contra
todos os isolados. A combinacdo de TGC + MEM néao exerceu qualquer atividade
sinérgica, e atividade bactericida foi demonstrada apenas contra alguns isolados
(62).

Uma revisao de casos publicados sobre o tratamento de infecgdes causadas
por EKPC, também demonstrou que as polimixinas combinadas obtém menores
taxas de falha no tratamento quando comparadas com a monoterapia. Dentre os
casos tratados com combinacdo a base de polimixina, 71% obtiveram sucesso no
tratamento, sendo que o0s regimes mais utilizados foram: TGC + colistina,
carbapenémicos + PMB e aminoglicosideos + PMB. Semelhante a estes resultados,
0s casos tratados com carbapenémicos em monoterapia obtiveram menor taxa de
sucesso terapéutico quando comparados a terapia combinada (26% versus 60%),
dos casos tratados com combinacdo a base de carbapenémicos, 74% obtiveram
sucesso terapéutico e os regimes mais utilizados foram: PMB + carbapenémicos,
aminoglicosideos + carbapenémicos e beta-lactdmicos com inibidor de beta-
lactamase + carbapenémicos (56).

Outro estudo comparando a combinagcdo de PMB com rifampicina e IPM
frente isolados de K. penumoniae produtores de KPC, demonstrou que a
combinacdo de PMB + rifampicina apresentou atividade sinérgica em 15 dos 16
isolados, enquanto a combinagdo PMB + IPM foi sinérgica em 10 dos 16 isolados
(76). Corroborando com estes achados, muitos estudos tém comparado a eficacia

dos tratamentos com o0s antimicrobianos citados acima em monoterapia e sua
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associagdo com outros antimicrobianos e, em sua grande maioria, a terapia
combinada mostrou-se mais eficaz para o tratamento de infec¢cbes causadas por
EKPC, demonstrando a importancia de cada vez mais estudos utilizando a terapia
combinada (14,56,62,75,77).

2.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DAS COMBINACOES DE
ANTIBIOTICOS - TESTE DE SINERGISMO

Até o momento ndo existe ensaio padronizado para a avaliacado de sinergismo
entre antimicrobianos in vitro, no entanto existem trés testes que sdo recomendados
e utilizados por 6rgdos internacionais e em estudos ja publicados. Sdo estes: 0s
ensaios de E-test, Método de Checkerboard (CB) e Time-Kill Curves — TKC ( Curvas
de Tempo-Morte bacteriana) (62,64,78). O ensaio de TKC e o CB s&o os métodos
mais utilizados para avaliar sinergismo, embora sejam mais trabalhosos e
demorados. O método de E-test € o mais simples e rapido de ser realizado. Consiste
em uma fita plastica impregnada com uma concentracao fixa ou gradiente de dois ou
mais antibioticos de um lado e uma escala de leitura do outro. A fita é colocada
sobre a superficie de uma placa de &gar inoculada com a bactéria e incubada
durante a noite. Quando ha sensibilidade se forma uma zona eliptica de inibicdo do
crescimento em torno da fita (78). Apesar da simplicidade e rapidez da técnica, o E-
test pode subestimar os resultados (79).

O CB é um teste de microdiluicdo realizado em microplacas de plastico de 96
pocos, que avalia a CIM de drogas sozinhas e combinadas. A partir do indice de
fracdo inibitéria, sdo realizados os célculos para avaliar se houve sinergismo,
antagonismo ou indiferenca (78).

O ensaio de TKC avalia a concentracdo do antimicrobiano e a morte da
bactéria em diferentes intervalos de tempo do ensaio. O nimero médio de coldnias
(UFC/mL) obtidas com antimicrobiano isoladamente e combinado apds 24 horas de
crescimento € comparado com o inéculo inicial. Os resultados séo expressos em log
de UFC/mL. O sinergismo € definido como uma diminuigdo = 2logip ha contagem
total de colénias em 24 horas comparando a combinacdo de antibidticos com o
agente mais ativo isoladamente. A atividade bactericida € definida como uma

reducao = 3log;p na contagem total de UFC/mL do inGculo original e a atividade
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bacteriostatica é definida como manutencao ou reducgéo < 3logip ha contagem total
de UFC/mL do in6culo original (80,81).

A avaliacdo de sinergismo torna-se uma ferramenta util devido ao aumento
expressivo de bactérias multirresistentes e ao escasso numero de antibioticos
disponiveis para seu manejo. Neste contexto, a terapia combinada pode consistir
em uma alternativa para o tratamento destas infec¢des. Entretanto, como ainda néo
estdo disponiveis estudos com grande numero amostral, onde se poderia extrapolar
0s resultados para a clinica, indicando o regime de terapia combinada ideal para o
tratamento de infeccbes causadas por estes microorganismos, as cepas de
interesse devem ser submetidas aos testes de sinergismo e o0s resultados
interpretados caso a caso (77).

Tangdén e colaboradores (82) avaliaram o sinergismo de dupla e tripla
combinacgéo de antibibticos contra quatro isolados de K. pneumoniae produtoras de
carbapenemase pelo método de TKC. Vérias combinagfes apresentaram efeito
sinérgico, apesar da alta resisténcia ao aztreonam, MEM e fosfomicina de alguns
isolados. Por outro lado, nenhum antibiotico foi efetivo quando testado isoladamente.

Lee e Burgess (56) realizaram TKC para DORI, colistina e PMB e suas
combinagdes, contra quatro K. pneumoniae produtoras de KPC-3. Todos os isolados
eram resistentes a DORI e sensiveis a colistina e PMB. Todas as drogas sozinhas
demonstraram rapida atividade bactericida, porém com significativo recrescimento
apos quatro a oito horas de incubacdo. Todas as combinacfes foram bactericidas e
sinérgicas contra todos os isolados. Além disso, a combinagéo colistina + DORI
manteve a atividade bactericida ap6s 48 horas em dois isolados, enquanto a
combinacdo PMB + DORI obteve este mesmo efeito em trés dos quatro isolados,
indicando que o efeito sinérgico pode se sobressair ao recrescimento encontrado
guando os agentes foram testados isoladamente.

Le e colaboradores (83) avaliaram o sinergismo de carbapenémicos e
amicacina em quatro isolados de K. pneumoniae produtores de carbapenemases.
Todos os isolados eram resistentes a IPM, MEM, ERT e amicacina. As combinagdes
MEM + amicacina e IPM + amicacina demonstraram atividade bactericida e
sinergismo contra todos os isolados, enquanto as combinacbes com ERT néo
apresentaram qualquer atividade bactericida ou sinérgica e ainda permitiram um
recrescimento bacteriano apds oitos horas de experimento. Todos os antibiéticos

sozinhos apresentaram atividade bactericida nas primeiras horas de experimento,
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com reducao de crescimento bacteriano de aproximadamente 90%, no entanto, apds
oito horas os isolados voltaram a crescer, o0 que pode ser indicativo da presenca de
colbnias heteroresistentes.

Pournaras e colaboradores (62) realizaram TKC de TGC combinada com
MEM e colistina em oito isolados de EKPC. Todos os isolados eram resistentes a
MEM e sensiveis a TGC e colistina. A combinagcdo de TGC + colistina exerceu
atividade bactericida e sinérgica na maioria dos tempos e concentracfes testadas
contra todos os isolados, no entanto houve um moderado recrescimento de algumas
cepas apoés 16-24 horas. Por outro lado, a combinacdo de TGC + MEM néo exerceu
atividade bactericida ou sinérgica nas quatro cepas de K. pneumoniae avaliadas.
Quanto aos antibioticos sozinhos, 0 meropenem exerceu atividade bactericida contra
trés dos oito isolados apds 24 horas. No entanto, estudos mostram que o desfecho
positivo em infec¢des causadas por bactérias produtoras de KPC e sensiveis in vitro
aos carbapenémicos, quando tratadas com estes antibiéticos em monoterapia é de
apenas 40% (61,84). Os demais agentes quando testados isoladamente,
demonstraram alguma atividade bactericida ou bacteriostatica nas primeiras horas e
recrescimento significativo em todos os isolados.

Diversos estudos tem encontrado uma discrepancia entre os resultados da
técnica de CB e da TKC, ja que os dois métodos medem fendmenos diferentes. A
técnica de CB baseia-se nas CIMs e reflete a inibicdo do crescimento das bactérias,
enquanto que a metodologia de TKC mede a extensédo da morte das bactérias. Em

geral, o sinergismo é detectado com maior frequéncia pelo método TKC (78).
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3 MARCO TEORICO

Figura 2 - Esquema marco tedrico
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4 JUSTIFICATIVA

Considerando a crescente disseminacao da enzima KPC em enterobactérias
causadores de infeccbes nosocomiais; que as drogas mais amplamente utilizadas
para o tratamento dessas infec¢des séo as polimixinas (polimixina B, no Brasil), que
a resposta terapéutica a essa classe de drogas tem sido considerada sub-6tima, e
gue essas drogas continuardo a ser usadas por amplo periodo de tempo, pois hao
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, como TGC e
carbapenémicos, frente a enterobactérias com altos niveis de resisténcia aos
carbapenémicos e susceptibilidade diminuida ou resisténcia a PMB e/ou TGC, é de
grande relevancia na tentativa de aperfeicoar o tratamento de infec¢bes causadas

por esses microrganismos.
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5 OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a presencga de sinergismo entre a polimixina B e tigeciclina, imipenem

e meropenem contra isolados de enterobactérias produtoras de KPC.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a presenca de atividade bactericida e bacteriostatica em polimixina B,

tigeciclina e carbapenémicos frente enterobactérias produtoras de KPC.

e Avaliar a presenca de recrescimento das enterobactérias quando tratadas

com polimixina B.

e Avaliar a atividade da polimixina B sozinha e em combinagdo com
carbapenémicos frente isolados de S. marcescens, bactérias intrinsicamente

resistentes a este antibiotico.
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ABSTRACT

The combination therapy has shown more effective results compared to
monotherapies against KPC-producing bacteria due to the unfavorable profile of
sensitivity of these organisms. Polymyxins are usually the cornerstone agents used
in combination with carbapenems or tigecycline (TGC) for treatment of these
infections due to KPC-producing isolates. The aim of this study was to evaluate the in
vitro activity of polymyxin B (PMB) in combination with imipenem (IPM), meropenem
(MEM), and TGC against three distinct species of KPC-2-producing
Enterobacteriaceae isolates by the time-kill assay. Carbapenems and TGC were
tested at fixed concentration of 4 and 1 pg/mL, respectively, and PMB was tested at
concentrations of 0.5, 1 and 2 pg/mL. When tested as single drugs, the better result
was observed with PMB that achieved a bacteriostatic effect against two isolates.
IPM, MEM and TGC did not present bacteriostatic or bactericidal effect. The
combinations of PMB with carbapenems presented bactericidal effect against one E.
cloacae and one K. pneumoniae, whereas for S. marcescens only a bacteriostatic
effect was observed when MEM was used. Although combinations with carbapenems
were superior, considering a higher reduction in the colony count, PMB plus TGC
also showed a bactericidal effect among E. cloacae and K. pneumoniae. Synergism
was detected for all isolates studied, at least, when the higher concentration of PMB
was used in combination schemes. In summary, our results showed promising results
when PMB was combined to carbapenems against highly resistant KPC-2-producing
isolates.

Keywords: multiresistance, polymyxin B, carbapenems, Enterobacteriaceae, S.

marcescens.
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INTRODUCTION

Carbapenem-resistant KPC-2-producing Enterobaceriaceae isolates have
emerged as a major cause of hospital-acquired infections worldwide and have
severely challenged the antimicrobial therapy (Andrade et al., 2011; Babouee et al.,
2011). Some preclinical data and clinical studies have demonstrated that
combination therapy may be superior to monotherapy, particularly with polymyxins,
which are usually the cornerstone agents in combination schemes for treatment of
these infections (Zavascki et al., 2013).Owing to its in vitro susceptibility profile,
tigecycline (TGC) has been one of the most common antimicrobial used in
combination with polymyxins (Betts et al., 2014). Additionally, even carbapenems
have been used in combination schemes, some studies suggesting that they might
be the drug of choice for combination, notably if isolates presents low-level
resistance to these agents (Clancy et al., 2014). However, their role in combination
schemes when high-level resistance is observed warrants further evaluation.

Notably, the major therapeutic challenges occur when at least one of the
following conditions are observed in KPC-2-producing isolates: high-level resistance
to carbapenems and decreased susceptibility or resistance to polymyxins and/or
TGC. Thus, in order to provide some additional support to therapeutic decisions, this
study aimed to evaluate the in vitro activity of polymyxin B (PMB) in combination with
meropenem (MEM), imipenem (IPM) and TGC against three distinct species of KPC-
2-producing Enterobacteriaceae isolates showing at least one of the unfavorable

characteristics mentioned above.
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METHODS

Bacterial isolates

Isolates comprised six KPC-2-producing clinical strains, including two
Klebsiella pneumoniae, two Enterobacter cloacae, and two Serratia marcescens.
These isolates have been fully characterized as KPC-2-producing by gene
sequencing and each isolate from distinct species belonging to unrelated clones by
PFGE analysis (Ribeiro et al., 2013). MICs for carbapenems, PMB and TGC were
performed by broth microdilution. The cutoff for carbapenems (R > 4 for both) were
interpreted according to CLSI (CLSI, 2013) and cutoff for PMB and TGC (R >2 for

both) were interpreted according to EUCAST (EUCAST, 2013) (Table 1).

Time—kill assay (TKA)

TKA was performed by inoculating 5x10° colony-forming units (CFU)/mL of the
organisms into 10mL of fresh cation-adjusted Mueller—Hinton broth (Oxoid). PMB at
concentrations of 0.5, 1 and 2ug/mL was used in combination at a fixed
concentration of 4ug/mL for IPM, MEM and 1pg/mL for TGC. These concentrations
were chosen considering free drug levels achieved in serum administering high dose
regimes (Zavascki et al., 2013). Aliquots were removed at 0; 0.25; 1; 2; 4; 8; 12 and
24 hours after inoculation and incubation at 35°C, and plated on blood agar
(Biomerieux) for colony count.

Time Kkill curves (TKC) were constructed by plotting the colony counts in

CFU/mL versus time. The results were interpreted as follow: bactericidal activity
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means a 23 log;o reduction in the total count CFU/mL from the original inoculum;
bacteriostatic activity means the maintenance of or <3 log;o reduction in the total
count CFU/mL from the original inoculum; and synergism means as 22 logio
decrease in the number of CFU/mL between the combination and the most active

agent after 24 hours of incubation.

RESULTS

The logip CFU/mL changes from the initial bacterial concentrations with the
antibiotics tested as single agents and in combinations during the TKA are presented
in Table 2. All TKC are presented in supplementary material.

PMB alone showed a distinct profile according to the isolate: a bactericidal
effect (reduction =3log;o CFU/mL) was observed only from the first to fourth hour
after incubation for K. pneumoniae and E. cloacae isolates, with further regrowth.
After 24 hours, only two isolates (118HC and 144PROQO) presented a bacteriostatic
effect at the three concentrations tested of PMB. On the other hand, for S.
marcescens isolates, regardless the concentration, PMB alone was not able to
reduce the bacterial growth (Table 2). IPM, MEM and TGC did not present
bacteriostatic or bactericidal effect when tested as single drug against all KPC-2-
producing isolates (Table 2).

The combinations of PMB with carbapenems IPM and MEM presented
bactericidal effect against all E. cloacae and K. pneumoniae isolates. For S.
marcescens, a bacteriostatic effect was demonstrated against the 79PRO strain.
(Table 2). On the other hand, the combinations PMB/IPM and PMB/MEM achieved a

synergistic activity for all KPC-2-producing isolates (Table 2).
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For combinations of PMB and TGC, a bactericidal effect was observed among

E. cloacae and K. pneumoniae (except to 5HC strain). None bactericidal or
bacteriostatic effect was demonstrated against the two isolates of S. marcescens.
Synergism was detected in all strains studied, at least, when the higher concentration

of PMB was used (Table 2).

DISCUSSION

In this study we evaluated nine antibiotic combinations with PMB against six KPC-2-
producing-Enterobacteriaceae with “unfavorable” antibiotic susceptible profile, i.e.
decreased susceptibility or resistance to PMB and/or TGC and high-level resistance
to IPM and MEM (MIC > 8 pg/ml).

PMB apparently presented a higher activity compared to the other drugs when
tested alone. However, the bactericidal effect observed for most of isolates in the first
hours of incubation (mainly up to eight hours), was latter replaced by a considerable
regrowth. This characteristic is consistent with previous static pharmacodynamics
studies (Hagihara et al., 2014; Lee & Burgess, 2013; Hirsch & Tam, 2010). Only for
strains 118HC and 144PRO the PMB was not able to reduce > 3 log;o CFU/mL count
from the original inoculum, resulting in a bacteriostatic effect.

IPM and MEM as single agents did not inhibit the growth of any KPC-2-
producing Enterobacteriaceae, as expected due to the high MICs. Tzouvelekis et al.
(2012) reported the occurrence of therapeutic failure when carbapenems are used as
monotherapy to treat infections caused by KPC producers. Although 67% of isolates
were susceptible to TGC, neither a bactericidal nor a bacteriostatic effect was

observed against the isolates tested when TGC was used alone. Similar results were
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found against VIM-producing and carbapenem-resistant Acinetobacter baumannii
isolates (Hagihara et al., 2014; Tangdén et al., 2014). Due to this variable pattern,
double or triple antibiotic combinations have been proposed by many authors in order
to avoid therapeutic failure (Karaoglan et al., 2013; Michail et al., 2013; Netto et al.,
2013).

The combinations of PMB with carbapenems were the most effective regimen
for KPC-2-producing E. cloacae and K. pneumoniae isolates, revealing a bactericidal
effect with a null colony count in five of the six combinations tested for these species.
Although combinations with TGC also showed a bactericidal effect, the reduction on
colony count was not so extend when compared to carbapenems use. A low
inhibitory activity was observed against to S. marcescens strains, possibly due to the
high carbapenems MICs and PMB intrinsically resistance. A bacteriostatic action
achieved for 79PRO isolate in all PMB/ MEM combinations. An equivalent result
observed for combination with IPM just when PMB used at the higher concentration
(2pug/mL). Combinations with TGC were the less effective, although a synergic result
achieved for both strains.

The combinations of PMB with carbapenems and TGC, in general, have also
shown a beneficial association. in vitro efficacy of these combinations had already
been reported in several studies (Lee & Burgess, 2013; Pankey & Ashcraft, 2011,
Bratu et al., 2005). On the other hand, a low efficacy of combinations with TGC
against multiresistant Enterobacteriaceae has also been reported (Betts et al., 2014).

In summary, our results showed promising results when PMB was combined
mainly to carbapenems against E. cloacae and K. pneumoniae isolates. It was also
demonstrated a potential benefic effect in combining these antibiotics against highly

resistant KPC-2-producing S. marcescens isolates.
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Table 1.Minimum inhibitory concentrations of KPC-2 producing isolates

Minimum Inhibitory concentration (MIC) (ug/mL)

Isolates IPM? MEM?* TGC" PMB*®
EC 5HC 64 128 1 2
EC 118HC 64 32 1 2
KP 134PRO 32 32 4 2
KP 144PRO 8 32 1 2
SM 79PRO 128 32 1 64
SM 151PRO 256 64 4 >64

EC, E. cloacae; KP, K. pneumoniae; SM, S. marcescens; IPM, imipenem,;
MEM, meropenem; PMB, polymyxin B; TGC, tigecycline.

Interpreted according CLSI breakpoints (2013)
b Interpreted according to EUCAST breakpoints (2013).



Table 2. killing activity of IPM, MEM, TGC and PMB alone and Log A of combinations after 24

hours of incubation.

Antimicrobialagent/ EC EC KP KP SM SM
combination 5HC 118HC 134PRO 144PRO 79PRO 151PRO
Killing activity®
PMB
0.5 4,90 -2,45 3,89 -1,99 3,90 6,07
1 3,44 -291 3,81 - 2,09 3,84 6,04
2 2,92 -2,15 2,50 - 2,49 3,47 6,01
IPM 4 4,54 5,39 3,33 5,39 6,40 8,84
MEM 4 4,79 4,80 4,92 4,58 6,53 8,35
TGC1 2,67 2,72 3,33 3,10 2,46 3,53
PMB + IPM Log A°
0.5 - 6,47 -4,74 -5,24 -4,70 -2,88 -2,51
1 - 9,80 - 5,64 -9,17 - 4,60 - 3,26 - 2,62
2 -9,62 -4,54 -7,81 -4,20 -3,39 - 2,65
PMB + MEM
0.5 - 11,60 -4,24 - 3,47 - 5,17 - 4,98 - 3,55
1 - 10,14 -3,78 - 8,38 - 5,08 -5,78 - 3,58
2 - 3,07 - 5,62 -8,14 - 4,87 -7,93 - 3,77
PMB + TGC
0.5 - 1,20 -0,94 -5,78 - 4,69 -2,90 -1,04
1 -1,32 - 2,20 -6,48 - 4,60 - 2,97 -1,18
2 -2,71 -4,54 - 6,57 - 4,20 - 3,07 -2,51

EC, E. cloacae; KP, K. pneumoniae; SM, S. marcescens; PMB, polymyxin B;
IPM, imipenem; MEM, meropenem; TGC, tigecycline; CFU, colony-forming units.

& Killing activity was defined as the difference between the log,, concentration of isolates

after 24 h of incubation with drug(s) and the log10 of initial inoculum (approximately

5 x 10° UFC/mL).Positive numbers denote growth of strains compared with initial inoculum.

b Log A (Final inoculum of the combined drugs — Final inoculum of the most active drug in
combination [log;o CFU/mL]). Synergy highlighted in bold was defined as a 22 log,, decrease
in colony count after 24 h by the combination compared with the most active single agent.

Bactericidal activity was defined as a =3 logy, decrease in colony count after 24.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

As enterobactérias constituem os patégenos mais importantes envolvidos em
infeccbes nosocomiais, € 0 aumento da resisténcia a maioria dos antimicrobianos,
incluindo os carbapenémicos, tem se tornado um problema de saude publica global
(1). Considerando que a KPC atualmente representa um dos maiores desafios frente
a escolha dos antimicrobianos, a terapia combinada tem sido considerada uma
opcéao a fim de melhorar a eficacia no tratamento de infec¢cdes causadas por EKPC
(77).

IPM, MEM e TGC nao apresentaram efeito bacteriostatico ou bactericida
guando testados como Unica droga contra todos os isolados (Anexo A, pag. 51). Por
outro lado, todas as combinacdes de antibiGticos mostraram sinergismo com
atividade bactericida ou, pelo menos, um efeito bacteriostatico para todos os
isolados testados, sendo as combina¢des mais efetivas aquelas com PMB 1,0 e 2,0
pg/mL combinada aos carbapenémicos. Apesar de os isolados de SM terem
apresentado CIMs elevadas para PMB, para ambas as cepas houve sinergismo
quando a PMB foi combinada a IPM e MEM. Embora a associagdo de PMB com
TGC tenha sido menos eficaz, ainda assim foi demonstrada atividade sinérgica,
bactericida e/ou bacteriostatica, pelo menos quando usada a maior concentracao de
PMB (Anexo B, pag. 54). Nossos resultados confirmam a superioridade das
combinac¢des de antimicrobianos em comparacao as monoterapias e sugerem que, a
PMB combinada com carbapenémicos ou TCG pode ser uma opcéo terapéutica
eficaz para o tratamento de infeccbes causadas por isolados produtores de KPC.

Embora nosso estudo tenha a limitacdo de ter sido realizado apenas contra
seis isolados, sendo dois de cada espécie, 0 mesmo pode vir a contribuir no manejo
de infeccBes causadas por EKPC. E importante que tanto estudos tanto clinicos
guanto in vitro sejam realizados a fim de se ter mais dados sobre a eficacia da

combinac¢éo destes antimicrobianos em infec¢des bacterianas.
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9 PERSPECTIVAS FUTURAS

Como perspectiva futura, pretende-se avaliar a combinacdo de PMB com
outras classes de antibidticos como aminoglicosideos e cefalosporinas, além de
aumentar o niumero de cepas testadas, a fim de se obter um painel de drogas com
maior eficicia para uso na terapia combinada no tratamento de infec¢bes causadas
por EKPC.
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10 ANEXOS
ANEXO A - TKC dos antibidticos sozinhos
TKC de PMB 0,5 pg/mL nos seis isolados testados
Polymyxin B 0.5pg/mL
10E+13
1,0E412
1,0E+11
1,0‘E+1ﬂ' —_— Ec SHE
o 1,0E+09
£ Joeios —=—EC 118HC
% 1,06407 —a+—KP 134PRO
< 1,0E406 % KP 144PRO
S 106405 .
1,0E404 . = —— §M 79PRO
1,0E+03 ® —a—5M151PRO
1,0E+02 —Bactericidal level
1,0E+01
0 025 1h 2h 4h 8h  12h  24h
Hours
TKC de PMB 1,0 ug/mL nos seis isolados testados
Polymyxin B 1pg/mL
10E+13
1,0E+12
1,0E411
1,0E+10 —+—ECSHC
= 1,0E+09
£ Loewos —8—EC 118HC
& 106407 —a+—KP 134PRO
= 1,0E+06 % KP 144PRO
S 1.0E+05 .
1,0E404 % —x— M 79PRO
1,0E403 ® —eo—5M151PRO
1,0E402 — Bactericidal level
1,0E+01 -
0 025 1h Zh 4h 8h  12h  24h
Hours




TKC de PMB 2,0 pg/mL nos seis isolados testados
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Polymyxin B 2pg/mL

Hours

1,0E+13

1,0E+12

1,0E+11

1,06+10 —4— EC SHC
2 LOE+09
£ Lorios —m—EC 118HC
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1,0E+03 e —e—SM151PRO

1,0E+02 — Bactericidal level
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0 025 1h 2h 4h  Bh  12h  24h
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TKC de IPM 4,0 ug/mL nos seis isolados testados
Imipenem 4pg/mL
1,0E+15
1,0E+13
—#—EC SHC

= 1,0E+11 -
£ —8— EC 118HC
=1
5 1OE+09 —+—KP 134PRO
=
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1,0E+05 —#—5M 79PRO

LOE+03 —o—5M151PRO

—Bactericidal level
1,0E+01 . : : :
0 025 1h 2h 4h  Bh  12h  24h




53

TKC de MEM 4,0 pg/mL nos seis isolados testados

Meropenem 4ug/mL
1,0E+15
1,0E+13
—#—EC SHC
= 1,0E+11
E —=—EC 118HC
=2
= 1,0E+09 —a— KP 134PRO
E.E 1,0E407 ®— KP 144PRO
1,0E+05 —i—SM JOPROD
1.0E+03 —8—5SM151PRO
— Bactericidal level
1,0E+01
0 025 1h 2h 4h 8h  12h  24h
Hours
TKC de TGC 1,0 pg/mL nos seis isolados testados
Tigecycline 1ug/mL
1,0E+11
1,0E+10 -
1,0E+09 |
1,0E+08 - ——EC 5HC
-
.55,_ 1,0E+07 - ~#-EC 118HC
& 1,0E4+06 - ——KP 134PRO
5§1,0E+05 ] % KP 144PRO
- 1,0E+04 - #-SM 79PRO
1 OE+03 —+—SM 151PRO
1,06402 - —Bactericidal level
1,0E+01 T T T T
0 0.25 2h 4h 8h 12h 24h
Hours

EC, E. cloacae; KP, K. pneumoniae; SM, S. marcescens; PMB, polimixina B; IPM, imipenem; MEM,
meropenem; TGC, tigeciclina; CFU, unidades formadoras de colbnia.

As alteracdes médias no crescimento bacteriano apds 24 horas de incubacédo, em comparagao com o
crescimento inicial foram medidos em log,o UFC/mL.



ANEXO B — TKC das combinac¢des de antibioticos

TKC de PMB 0,5ug/mL + IPM 4ug/mL nos seis isolados testados
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Polymyxin B 0.5pg/mL + Imipenem 4pug/mL
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TKC de PMB 2,0pg/mL + IPM 4pg/mL nos seis isolados testados
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Polymyxin B 0.5ug/mL + Meropenem 4pg/mL
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TKC de PMB 1,0pg/mL + MEM 4pg/mL nos seis isolados testados
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Polymyxin B 1mg/L + Meropenem 4pg/mL
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TKC de PMB 0,5pg/mL + TGC 1pg/mL nos seis isolados testados
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Polymyxin B 2pug/mL + Meropenem 4ug/mL
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TKC de PMB 2,0pg/mL + TGC 1pg/mL nos seis isolados testados
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EC, E. cloacae; KP, K. pneumoniae; SM, S. marcescens; PMB, polimixina B; IPM, imipenem; MEM,

Polymyxin B 2pug/mL + Tigecycline 1pg/mL
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meropenem; TGC, tigeciclina; CFU, unidade formadora de colbnia.
As alteracdes médias no crescimento bacteriano apés 24 horas de incubagdo, em comparagdao com o
crescimento inicial foram medidos em log,o UFC/mL.
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