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RESUMO

Diante do aumento global da resisténcia microbiana, cada vez mais as combinacdes de
antimicrobianos sdo utilizadas na tentativa de obter uma atividade sinérgica eficaz que possa
ser utilizada na prética clinica. O objetivo deste trabalho foi comparar a atividade de
polimixina B isoladamente e em combinacdo com tigeciclina e carbapenémicos (ertapenem e
meropenem), frente a isolados de Enterobacter sp. resistentes aos carbapenémicos. Foram
selecionados quatro isolados de Enterobacter sp. resistentes aos carbapenémicos, sendo trés
isolados produtores de carbapenemases (KPC, NDM, OXA-48-like) e um ndo produtor de
carbapenemases (NPC). A avaliacdo da atividade sinérgica antimicrobiana foi realizada por
ensaio de time-kill com as seguintes concentracdes de cada antimicrobiano: tigeciclina 1mg/L,
meropenem 1mg/L e ertapenem 0,5mg/L, que correspondem aos pontos de corte de
sensibilidade do CLSI (2016). Para polimixina B, foram utilizadas diferentes concentragdes
de acordo com o perfil de susceptibilidade do isolado: para os isolados sensiveis, utilizou-se
0,5x; 1x e 2x a CIM do isolado; para o isolado resistente, foram utilizados 0,5x; 1x e 2x 0
ponto de corte de sensibilidade do CLSI (2 mg/L). Foi considerada sinérgica a combinacédo
com redugdo > 2 logs do inoculo inicial em comparagdo ao antimicrobiano sozinho mais
ativo. As combinagdes de polimixina B em diferentes concentragdes (0,5; 1 e 2mg/L) com
meropenem apresentaram atividade sinérgica para a cepa produtora de NDM (CIM polimixina
B 1 mg/L; CIM meropenem 8 mg/L). As combina¢6es de polimixina B com tigeciclina foram
sinérgicas apenas na concentracdo de polimixina B de 0,125 mg/L para cepa produtora de
OXA-48-like (CIM polimixina B 0,25 mg/L; CIM tigeciclina 2 mg/L) e na concentragéo de 1
mg/L para a cepa produtora de NDM. Para a cepa NPC (CIM polimixina B 0,5 mg/L; CIM
tigeciclina 4 mg/L; CIM meropenem 4 mg/L), apenas a tripla combinacdo com polimixina B
(1 mg/L), tigeciclina e meropenem apresentou atividade sinérgica. A combinacdo de dois
carbapenémicos ndo apresentou atividade sinérgica para nenhum isolado, porém, quando
acrescentado tigeciclina ao esquema, observou-se sinergismo no isolado produtor de OXA-
48-like, 0 que leva ao questionamento da efetividade da terapia “carbapenem suicida”. Para 0
isolado produtor de KPC e com padrdo de resisténcia a polimixina B, nenhuma das
combinacgOes testadas apresentou sinergismo. Esta situacdo é bastante preocupante devido a
alta prevaléncia de infeccGes por bactérias produtoras de KPC nos hospitais brasileiros,

juntamente com as crescentes taxas de resisténcia as polimixinas.



Palavras-chave: Sinergismo; carbapenemases; polimixina B; tigeciclina; combinacdo de

carbapenémicos; Time-kill.



ABSTRACT

Due to the increase in microbial resistance, combinations of antimicrobials are increasingly
being used to improve the therapeutic response. The objective of this study was to compare
the activity of polymyxin B alone and in combination with tigecycline and carbapenem
(ertapenem and meropenem) against to carbapenem-resistant Enterobacter sp isolates. Four
isolates were selected, three were carbapenemase-producing (KPC, NDM, OXA-48-like) and
a non-carbapenemase-producing (NCP). The evaluation of synergistic antimicrobial activity
was performed by time-kill assay with the following concentrations of each antimicrobial:
tigecycline 1mg/L, meropenem 1mg/L and ertapenem 0.5mg/L, which correspond to the
breakpoints of CLSI (2016). For polymyxin B, different concentrations were used according
to the susceptibility profile of the isolate: for susceptible isolates, it was used 0.5x; 1x and 2x
the MIC of the isolate, for the resistant isolates it was used 0.5x; 1x and 2x the breakpoint of
CLSI (2 mg/L). The combination with reduction > 2 logs of the initial inoculum compared to
the most active antimicrobial alone was considered synergies. Combinations of polymyxin B
at different concentrations (0.5; 1 and 2 mg/L) with meropenem showed synergistic activity
for the NDM-producing isolate (MIC polymyxin B 1 mg/L, MIC meropenem 8 mg/L).
Combinations of polymyxin B with tigecycline were synergistic only at the concentration of
polymyxin B of 0.125 mg/L for the OXA-48-like-producing isolate (MIC polymyxin B 0.25
mg/L, MIC tigecycline 2 mg/L) and at the concentration of 1 mg/L for the NDM-producing
isolate. For the NCP isolate (MIC polymyxin B 0.5 mg/L; MIC tigecycline 4 mg/L; MIC
meropenem 4 mg/L), only the triple combination of polymyxin B (1 mg/L) plus tigecycline
and meropenem presented synergistic activity. The combination of two carbapenems was not
synergic for the four isolates; however, when tigecycline was added to the regimen, synergies
for the OXA-48-like-producing isolate were observed. Therefore, the so called, "carbapenem
suicide"” therapy was not effective in vitro against our isolates. For the KPC-producing isolate
that it is polymyxin B resistant, none of the combinations tested showed synergies. This
situation is very worrisome due to high prevalence of infections by KPC-producing in the

Brazilian hospitals, associate with the increasing rates of polymyxins resistance.

Keywords: Synergism; carbapenems; polymyxin; tigecycline; double Carbapenems; time-
Kill.
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1 INTRODUCAO

Infeccdes por enterobactérias resistentes a carbapenémicos sao cada vez mais comuns
no mundo inteiro’. Dentre as enterobactérias, o género Enterobacter sp. destaca-se por
englobar cepas de grande impacto epidemioldgico. Apesar das espécies de Enterobacter ja
possuirem diversos mecanismos de resisténcia intrinsecos, a aquisicdo de resisténcia a
multiplos antimicrobianos tem sido cada vez mais observada®.

A producdo de beta-lactamases é o principal mecanismo de resisténcia aos
antimicrobianos beta-lactimicos em enterobactérias®. As carbapenemases se destacam entre
as beta-lactamases por possufrem capacidade de inativar os antibidticos carbapenémicos®. As
carbapenemases sdo classificadas de acordo com suas propriedades moleculares e funcionais:
classe A, B e D segundo Ambler, sendo as mais prevalentes entre as enterobactérias a
Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC) (classe A), a New Delhi Metalo-betalactamase
(NDM) (classe B) e as Oxacilinases, especialmente a OXA-48 (classe D)°.

Serino-carbapenemases da classe A do tipo KPC foram descritas pela primeira vez na
Carolina do Norte, Estados Unidos, no ano de 1996°, mas disseminaram-se rapidamente pelo
mundo com diversos relatos de sua propagacdo endémica em paises como China, Italia,
Polonia, Grécia, Israel, Brasil, Argentina, Colémbia e Taiwan®’. InfeccBes por cepas
produtoras de KPC ndo estdo associadas a locais, 6rgaos ou tecidos especificos, mas ocorrem
em maior frequéncia em pacientes hospitalizados, com multiplos dispositivos invasivos e/ou
imunocomprometidos. Outros fatores de risco, como uso prévio de antimicrobianos e
internacdes em unidades de terapia intensiva (UTI), também estdo associados a infeccbes por
bactérias produtoras de KPC®. Preocupantemente, um estudo de 2008 ja demostrava uma
maior mortalidade (33% versus 9%) associada a pacientes infectados por Enterobacter sp.
resistentes a imipenem e produtores de KPC comparado a pacientes infectados por cepas
imipenem- sensiveis®.

Decorrente da importante resisténcia conferida pela producdo de KPC,
antimicrobianos como a polimixina B, a colistina, fosfomicina, tigeciclina e, por vezes, até
mesmo aminoglicosideos representam a ultima linha de tratamento para infec¢des graves por
bactérias produtoras desta enzima™. Assim, para maximizar a morte bacteriana e minimizar a
resisténcia bacteriana, a terapia combinada de antimicrobianos tem sido utilizada para
tratamento de infecces por cepas multirresistentes™.

Metalo-betalactamases séo beta-lactamases da classe B e possuem a peculiaridade de

necessitar de um substrato de zinco ou qualquer outro metal pesado como co-fator essencial
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para sua atividade. Enzimas desta classe conseguem hidrolisar todos os beta-lactamicos,
incluindo os carbapenémicos, com excecdo dos monobactamicos'?. Dentre as metalo-
betalactamases, a New Delhi Metalo-betalactamases (NDM) é uma das enzimas mais
importantes. A NDM foi detectada pela primeira vez em 2008 em cepas de Klebsiella
pneumoniae e E. coli de um paciente da Suécia que retornava de um procedimento médico na
india e, desde entdo, se disseminou pelo mundo®. A producdo de NDM por cepas de
Klebsiella pneumoniae é considerada endémica no subcontinente Indiano, sendo identificada
em 75% dos isolados produtores de carbapenemases™**°. Assim como para cepas produtoras
de KPC, as combinacdes de antimicrobianos séo utilizadas para tratamento de infec¢Ges por
cepas produtoras de NDM. Os principais antibidticos utilizados em combinacdo incluem o
ciprofloxacino, meropenem, daptomicina, rifampicina, tigeciclina, entre outros®®.

A classe D de Ambler inclui as beta-lactamases, denominadas de oxacilinases. J&
foram descritas mais de 400 variantes das oxacilinases, porém somente algumas possuem
atividade de carbapenemase®. A OXA-48 foi detectada pela primeira vez em enterobactérias
na Turquia, em 2003, sendo uma enzima com maior poder de hidrélise para imipenem e uma
das mais prevalentes da classe'’. Desde 2003, paises como Turquia, india, Egito, Tunisia e
Marrocos possuem indices endémicos de cepas de enterobactérias produtoras de OXA-48'%,
No Brasil, apenas uma variante de OXA-48 foi descrita até 0 momento: OXA-370. A enzima
foi identificada pela primeira vez no Sul do Brasil no ano de 2013, em um isolado de

Enterobacter hormaechei proveniente de uma amostra de swab retal'®

. Em uma publicacéo
posterior, um grupo do Rio de Janeiro descreveu a identificacdo de 24 isolados de
enterobactérias com producdo de OXA-370 (22 Klebsiella pneumoniae, 1 Enterobacter
cloacae e 1 Enterobacter aerogenes) provenientes de cinco hospitais do Rio de janeiro entre
0s anos de 2013 e 2014%°.

Cepas produtoras de OXA-48 usualmente apresentam resisténcia aos antimicrobianos
beta-lactamicos, porém, nas cepas ndo produtoras de beta-lactamases de espectro estendido
(ESBL), elas possuem a caracteristica de preservar a sensibilidade as cefalosporinas de amplo
espectro®. Ao contrario das NDMs e KPCs, o tratamento combinado com carbapenémicos
ndo parece ser uma opg¢do viavel para infeccdes por cepas produtoras de OXA-48. Um estudo
demonstrou que a terapia de combinagdo com sulbactam, meropenem e colistina foi mais
eficaz para cepas produtoras de NDM do que para aquelas produtoras de OXA-48, sugerindo
que a identificacdo do tipo de carbapenemase ajuda a determinar a melhor combinacéo para o

tratamento da infeccio?.
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Estudos clinicos demonstram que a terapia antimicrobiana combinada estd associada
com melhores resultados em comparagéo a monoterapia, mesmo com sensibilidade in vitro ao
antimicrobiano individual®®?*®. No entanto, ndo ha estudos suficientes que demonstrem
terapia combinada como mais eficaz. As recomendagdes até 0 momento baseiam-se em
alguns estudos clinicos retrospectivos e em estudos in vitro baseados em métodos time-kill ou
checkerboard. Melhores desfechos tém sido reportados em pacientes tratados com
combinagdes de colistina e carbapenémico, tigeciclina, fosfomicina ou aminoglicosideo®2%%".

Uma vez conhecida a atividade in vitro de alguns antimicrobianos frente a isolados de
Enterobacter sp. produtores e ndo produtores de carbapenemases, este estudo busca definir
possibilidades de associacdo de antimicrobianos que possam ser eficazes na presenca de

diferentes carbapenemases através de ensaio time kill curves (TKC).
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 ESTRATEGIAS PARA LOCALIZAR E SELECIONAR AS INFORMACOES

A estratégia de busca na literatura cientifica sobre o tema desse estudo envolveu as
sequintes bases de dados: PubMed, LILACS, Scielo e sites de organizacOes ligadas a
microbiologia e ao tratamento de doencas infecciosas, sem data inicial de publicacdo até
2016. Foram realizadas buscas através dos termos “time-kill”, “KPC”, “NDM”, “OXA-48”,
“synergism”, “double-carbapenem”, “Enterobacter” e combinagdes, conforme demostrado na
Figura 1. Através da revisdo do titulo e do abstract foram escolhidos aqueles artigos de
revisao contemplando epidemiologia, deteccdo e tratamento de infec¢bes por enterobactérias
resistentes aos carbapenémicos, além de artigos originais que avaliaram atividade bactericida
e sinergismo em enterobactérias.

Estratégias de busca de referéncias que embasam o objetivo deste estudo:

Base da Dados Artigos Encontrados Artigos Selecionados

A-Time-Kill= 62
B-KPC=32
C-NDM=45
D-OXA-48= 29

Time-Kill: 8579 c——

PubMed KPC:1667 G- Erterobacter= 52
LILAGS -c-rmsommmimmmseed ceme NDM:2277 e e
Sites OXA-48: 721 AxC=14
SciELO Synergism:69.118 Axb=T
Double-carbapenem:350 A+F=6
Enterobacter:12.452 Ly
B+£=33
D=9

i:- s' v

Figura 1. Estratégias de busca de referéncias que embasaram este estudo.

Fonte: elaborado pela autora.

2.2 MICROBIOLOGIA DO GENERO ENTEROBACTER

Bactérias do género Enterobacter sdo gram-negativas, anaerdbicas facultativas

pertencentes a familia de Enterobacteriaceae, amplamente encontradas na natureza. Estes
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microrganismos sdo saprofitas no meio ambiente, uma vez que sdo encontrados no solo e na
dgua de esgoto, mas também fazem parte da microbiota entérica comensal do trato
gastrointestinal humano®. O género Enterobacter foi descrito pela primeira vez por
Hormaeche e Edwards, em 1960, e passou por significativas modificacdes taxondmicas ao
longo dos anos®’.

O Complexo Enterobacter cloacae inclui seis espécies: Enterobacter cloacae,
Enterobacter asburiae, Enterobacter hormaechei, Enterobacter kobei, Enterobacter ludwigii
e Enterobacter nimipressuralis, que estdo intimamente relacionadas. O Complexo
Enterobacter cloacae exibe as mesmas caracteristicas fenotipicas do género Enterobacter:
catalase positiva, oxidase e DNAse negativas, fermentadores da glicose e ndo-pigmentados.
No entanto, apenas o E. cloacae e E. asburiae podem ser identificados por métodos
convencionais®. Para identificacdo das demais espécies, métodos bioquimicos e moleculares
— como a utilizacdo da técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) com primers para 0s
genes 16S rDNA, hsp60 e rpoB — sdo necessarios>. A analise do gene 16S rDNA é bastante
utilizada para identificacdo de género, mas ndo consegue diferenciar espécies com estreita
semelhanca genética. O sequenciamento do fragmento hsp60 foi o primeiro método
genotipico utilizado para identificacdo das espécies e é considerado um dos melhores métodos
para diferenciacdo das sub-espécies®.

Apesar da grande importancia clinica como agente causador de infec¢cGes nosocomiais,
0s mecanismos de viruléncia associados ao Enterobacter cloacae ainda ndo sdo bem
conhecidos. Sabe-se que a sua capacidade de formar biofilmes e secretar uma diversidade de
citotoxinas (enterotoxinas, hemolisinas, toxinas de formacdo de poros) estd fortemente

envolvida com a sua patogenicidade™.
2.3 RESISTENCIA AOS ANTIMICROBIANOS

As espécies de Enterobacter s&o intrinsicamente resistentes a aminopenicilinas,
amoxicilina/acido clavulénico e as cefalosporinas de primeira geracdo, devido a expressao
cromossémica da beta-lactamase AmpC. Algumas cepas variantes podem sofrer mutagdo
espontanea, ocasionando presenca de superexpressao das beta-lactamases do tipo AmpC-. Tal
fato torna as cefalosporinas de terceira geracdo instaveis a estas enzimas, ou seja, tornam-se
mais suscetiveis a hidrélise. O resultado é uma falha terapéutica que pode variar de 20-30%

em infecgdes de corrente sanguinea causadas por Enterobacter tratadas com cefalosporinas de
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terceira geracdo. No entanto, as cefalosporinas de terceira geragdo séo fracas indutoras da sua
sintese?.

Em espécies de Enterobacter, 0 mecanismo atual mais importante de resisténcia é a
expressao de beta-lactamases de espectro estendido (ESBLS). Estas enzimas tornaram-se o
segundo maior mecanismo de resisténcia mediado por plasmideos e ganharam uma
preocupacdo mundial importante, uma vez que hidrolisam, além das cefalosporinas de terceira
geracéo, as cefalosporinas de quarta geracio®”,

Com a importante disseminacdo das ESBLs no mundo, observado em 2000 apds surto
de CTX-M na Argentina, os carbapenémicos ganharam espacgo na terapia dirigida, ou muitas
vezes empirica, de infec¢bes por enterobactérias, uma vez que se comportavam de maneira
estavel frente s ESBLs e enzimas AmpC*.

Os carbapenémicos tiveram sua atividade preservada durante aproximadamente 20
anos apds a introducdo do imipenem em 1985, mas a resisténcia a estes farmacos aumentou
significativamente nos Gltimos anos, sendo que se tornou um grande problema atual®.

A resisténcia a carbapenémicos pode acontecer por perda de porina, reducdo de
permeabilidade de membrana em cepas com alta producdo de AmpC ou ESBLs. Contudo,
sem duvida, 0 mecanismo mais preocupante se da pela producdo de enzimas carbapenemases,
que sdo bioquimicamente diversificadas e incluem membros de trés das quatro classes de
Ambler: A, B e D%,

Em 2001, foi publicado o primeiro caso de uma nova beta-lactamase, denominada
Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC), na Carolina do Norte (Estados Unidos),
enzima cujo perfil de hidrélise inclui os carbapenémicos, encontrada principalmente em
enterobactérias®. Atualmente, amostras produtoras de KPC se disseminaram em varias regites
do mundo e se tornaram muito prevalentes em infeccdes principalmente de pacientes
hospitalizados. O nivel de resisténcia aos carbapenémicos encontrado em amostras produtoras
de KPC é variado, sendo o ertapenem o carbapenémico com menor atividade frente a enzima.
Produtores de KPC sdo, na maioria das vezes, resistentes a maltiplos antibioticos, tornando
cada vez mais limitadas as alternativas terapéuticas para infeccbes por estes patégenos®’.

Kumarasamy et al., em um estudo publicado na revista The Lancet Infectious
Diseases, em 2010, relatou que enterobactérias isoladas em dois centros da india
apresentaram perfil de resisténcia a todos antimicrobianos, com excec¢do de tigeciclina e
colistina. Grande parte dos isolados apresentava, em seu plasmideo, um novo gene de
resisténcia, que foi denominado New Delhi Metalo-Betalactamase (NDM)®. Embora

bactérias produtoras de NDM tenham sido identificadas originalmente na india, varios relatos
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de enterobactérias produtoras de NDM tém sido descritos em varias outras regides do mundo.
Inicialmente, os casos de NDM descritos fora da india tinham alguma ligacéo epidemioldgica
com o continente Indiano, mas, atualmente, ja existem varios relatos de
infeccdes/colonizacbes por amostras NDM positivas em pacientes de diversos paises sem
alguma correlacdo com a india. Amostras produtoras de NDM tendem a ser resistentes aos
carbapenémicos e a vérios outros antibi6ticos™**4*.

Além das carbapenemases das classes A (KPC) e B (NDM) de Ambler, as
carbapenemases da classe D, especialmente OXA-48 e suas variantes, sdo cada vez mais
descritas em enterobactérias®. Embora a enzima OXA-48 seja descrita como menos
hidrolitica que KPC e NDM, a mesma pode apresentar atividade significativa de degradacdo
de carbapenémicos. As consequéncias clinicas relacionadas a disseminacdo de produtores de
OXA-48 e suas variantes podem ser bastante significativas®’. Recentemente, estudos
demonstraram que o0 imipenem pode ser usado como tratamento para bacteremias por
amostras produtoras de OXA-48 que sejam sensiveis ao imipenem. No entanto, a eficacia do
tratamento com carbapenémicos para produtores de carbapenemases com baixos niveis de
resisténcia ou susceptibilidade a varios carbapenémicos ainda € discutida, uma vez que héa

relatos de falha no tratamento com imipenem para vérias outras infeccdes ** 4,

2.3.1 Resisténcia a Polimixina B

As polimixinas sdo antimicrobianos polipeptidicos que agem nas membranas
celulares, promovendo a diminui¢do da integridade da parede celular ao interagir com seus
fosfolipidios e consequente morte celular bacteriana. O espectro de acdo das polimixinas
inclui grande parte das bactérias gram-negativas, exceto Proteus sp. e Providéncia sp., que
apresentam resisténcia intrinseca a este antimicrobiano®’. Um estudo do SENTRY
Antimicrobial Surveillance Program demostrou que a polimixina B ainda parece ter boa
atividade bactericida frente a isolados gram-negativos, mesmo estes apresentando resisténcia
aos carbapenémicos. Porém, nesse mesmo estudo, foi observada uma tendéncia ao aumento
da resisténcia as polimixinas B entre isolados de Klebsiella pneumoniae de hospitais
localizados na América Latina*.

Tao preocupante quanto o crescente aumento da resisténcia a carbapenémicos em
enterobactérias € o surgimento da resisténcia, mediada por plasmideo, as polimixinas nessas
espécies. Historicamente, a resisténcia a polimixina em Enterobacteriaceae ou era intrinseca

ou adquirida através de mutagcdo cromossomica.
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A regulagdo génica do desenvolvimento de resisténcia as polimixinas mais conhecida
até o momento envolve o sistema de dois componentes, PhoPQ e PmrAB. Tais sistemas sdo
utilizados por diversas espécies bacterianas para regulacdo de expressao de diferentes fatores
de resisténcia e viruléncia. Fatores ambientais como presenca de ferro, concentracdes
elevadas de célcio ou baixas de magnésio e também alteracbes no pH do meio podem
influenciar esses sistemas. O sistema de dois componentes é constituido por uma proteina
sensor de histidina quinase que percebe estimulos ambientais, sofrendo uma reacdo de
autofosforilacdo, ativando uma segunda proteina citoplasmatica. Esta, por sua vez, promove a
ativacéo ou repressdo dos genes alvos, desencadeando a resisténcia as polimixinas*. Alguns
trabalhos com espécies de Klebsiella demonstraram a participacdo dos sistemas PhoPQ e
PmrAB em diferentes condi¢cBes ambientais para o desenvolvimento de resisténcia as
polimixinas através da modificacéo do lipidio A*>*. No Reino Unido e na Irlanda, dados ja
demostram uma resisténcia de 7 e 14% a colistina em isolados de Enterobacter sp. no sangue
e trato respirat6rio®®. Da mesma forma, em 2008 15% dos isolados de Enterobacter sp. ja
eram resistentes a colistina no Canada™.

O paradigma da resisténcia as polimixinas foi recentemente alterado com a descoberta
de um gene de resisténcia, o mcr-1, codificado no plasmideo de uma cepa de E. coli na China.
Durante um projeto de vigilancia epidemioldgica que avaliava resisténcia microbiana em
cepas de E. coli oriundas de alimentos e de animais, foi observado um aumento no nivel de
resisténcia a colistina. Em analise mais aprofundada, os pesquisadores depararam-se com
mecanismo que era transmissivel para outras cepas, chegando ao gene mcr-1 plasmidial. O
mcr-1 codifica uma fosfoetamolamina-transferase, resultando na adicdo de fosfoetanolamina

no lipidio A*" 84,

2.4 EPIDEMIOLOGIA DAS INFECCOES POR ENTEROBACTER SP.

Espécies de Enterobacter tém sido frequentemente relacionadas com a ocorréncia de
surtos, principalmente em UTIs. Além disso, € grande a preocupacdo com 0 aumento das
infeccbes por estes patdgenos em unidades de internacdo clinica, uma vez que ocorreu um
importante aumento do consumo de cefalosporinas de amplo espectro e carbapenémicos na
terapia antimicrobiana, ndo sendo, atualmente, o uso de terapia antimicrobiana prévia fator de
risco para desenvolvimento de resisténcia, diretamente relacionado a pacientes de unidades

criticas®>®,
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Embora o E. aerogenes seja descrito como principal causador de choque séptico e,
consequentemente, taxas maiores de mortalidade, o E.cloacae é atualmente a espécie do
género Enterobacter mais prevalente em amostras clinicas™. O E cloacae é responsavel por
infeccbes nosocomiais importantes, como: endocardites, osteomielites, artrites sépticas, entre
outros™.

De acordo com relato do National Healthcare Safety Network (NHSN) do Centers for
Diseases Control and Prevention (CDC), referente as infeccdes em hospitais norte-
americanos no ano de 2009-2010, o género Enterobacter sp. aparece como oitavo
microrganismo mais frequente, sendo responsavel por 4,7% das infec¢des notificadas. O
percentual de resisténcia aos carbapenémicos entre os isolados variou entre 1,1 e 6,2%°. Em
comparacdo, os dados do SENTRY de 2012 (Antimicrobial Surveillance Program) em
hospitais latino-americanos demostram o género Enterobacter como quinto mais frequente
causador de infeccBes nosocomiais, sendo o Brasil o pais com o maior nimero de isolados.
Nesse estudo, foi constatada que taxas de resisténcia de Enterobacter sp. a carbapenémicos
variam em torno de 8%. Os dados do SENTRY mostraram um crescente aumento nas taxas de
resisténcia aos carbapenémicos também entre espécies de Klebsiella sp.: de 0,5% no periodo
de 1990-1997 para 8,6% nos anos entre 2008-2010, demostrando o importante papel
epidemiolégico que as enterobactérias resistentes aos carbapenémicos vém ocupando no
cenario hospitalar®®. A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) reportou o
Enterobacter sp. como o oitavo microrganismo mais frequente em infeccGes de corrente
sanguinea associadas a cateter nos hospitais brasileiros em 2014. Comparado aos anos de
2012 e 2013, que, respectivamente, apontaram uma resisténcia de 11,4 e 17,2% de espécies de
Enterobacter a cefalosporinas de quarta geragdo e carbapenémicos, os dados de 2014
demonstraram aumento deste percentual, que foi para 21% no ano>’. Além do crescente papel
do género em infeccdes graves, a resisténcia a carbapenémicos em espécies de Enterobacter
também tem sido fator preocupante nos hospitais brasileiros.

Além de importantes fatores de patogenicidade e do impacto clinico de uma infeccao
por cepas do género, a producdo de enzimas ESBL pelas espécies de Enterobacter cloacae,
associado ao fator transporte intestinal enddgeno, caracterizam altos niveis de colonizagéo
intestinal por essas bactérias em pacientes hospitalizados, especialmente aqueles com uso
prévio de cefalosporinas.

2.4.1 Surtos por Enterobacter sp.
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Frequentemente, espécies de Enterobacter tém sido associadas a importantes surtos no
mundo todo.

Rocidio et al. reportaram, no periodo de 2013 a 2014, 21 casos de infeccdo em
pacientes de unidades criticas associado a Enterobacter cloacae produtor de OXA-48 e CTX-
M15. Este surto estava associado a dois clones distintos e foi o primeiro relato de surto
associado & Enterobacter com producéo de OXA-48 na Europa™.

No Nepal, Crook et al., em 2015, avaliaram dois surtos de infeccdes de corrente
sanguinea por espécies de Enterobacter em unidade de cuidados a neonatos. Um total de 23
isolados de Enterobacter sp. produtores de NDM-1 foram recuperados de hemoculturas de 16
neonatos. Os surtos foram relacionados & contaminacao em dispensadores de sabonete®®.

Em Singapura, um surto de Enterobacter sp. produtor de NDM foi identificado em
uma enfermaria de cuidados agudos. A investigacdo detectou transmissdo cruzada
possivelmente associada aos cuidados em saude como fator determinante para disseminacdo
monoclonal. Fatores como uso prévio de mais de trés antimicrobianos e Escore de Charlson
>4 estavam presentes em mais 75% dos casos®.

Na Italia, um estudo recente caracterizou a transmissao interespécie de plasmideos
mediadores de enzimas KPC-3. O paciente previamente colonizado por Klebsiella
pneumoniae produtora de KPC, identificada em varios espécimes clinicos, também
apresentou em secrecao de abcesso cepas de Enterobacter aerogenes, que, ap6s identificacdo
molecular, foi caracterizado como portador do mesmo plasmideo. Isso reforca o alto poder de
disseminacéo das carbapenemases, também interespécies®’.

Entre 2010 e 2011, o Departamento de Salde do Norte de Dakota (USA) identificou
um surto monoclonal com 20 casos de Enterobacter sp. (19 E. cloacae e 1 E.aerogenes) em
um hospital de 583 leitos na cidade de Fargo. Todos os isolados eram produtores de KPC®.

Na Venezuela, foi publicado agora em 2016, o primeiro surto de infeccdo de corrente
sanguinea em UTI neonatal associado & Enterobacter ludwigii. Foram trés casos no total, e 0s
isolados apresentavam coproducéo de enzimas de resisténcia aos antimicrobianos®.

No Brasil, um surto relacionado a Enterobacter gergoviae resistente a carbapenémicos
foi reportado recentemente apds a realizacdo de culturas de vigilancia em pacientes
transplantados renais do Hospital de Clinicas de Sdo Paulo. No total, foram identificados 26
pacientes com isolados de Enterobacter gergoviae, todos produtores de metalo-
betalactamases do tipo IMP®.

Espécies de Enterobacter sdo bastante associados a infecgdes nosocomiais uma vez

que podem sobreviver na pele, em superficies secas bem como em fluidos contaminados,
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ocasionando surtos relacionados a contaminacdo de dietas enterais, humidificadores e
equipamentos de terapia respiratdria entre outros. No entanto, vale ressaltar que a transmissao
paciente-paciente ocorre devido a praticas inadequadas em controle de infec¢do, como por

exemplo, a baixa adeséo a higiene de méaos.

25 ALTERNATIVAS DE TRATAMENTO FRENTE A RESISTENCIA
MICROBIANA

A crescente prevaléncia de infeccdes por bacilos gram-negativos multirresistentes no
mundo, somado a falta de novos antimicrobianos disponiveis no mercado com atividade
frente a estes microrganismos, levaram a retomada do uso de antimicrobianos como as
polimixinas como opgdes de Gltima linha para tratamento destas infeccdes® ®°.

A grande preocupagdo no uso de polimixinas em monoterapia para infecgdes por
enterobactérias resistentes aos carbapenémicos € o desenvolvimento de resisténcia. Além
disso, 0 uso de polimixinas em monoterapia tem sido associado a maiores taxas de falha no
tratamento em comparacdo a terapias combinadas®’. Um artigo publicado por Lee et al., em
2009, avaliou 12 pacientes que apresentaram Klebsiella pneumoniae produtora de KPC em
hemocultura, mesmo apds trés dias de tratamento com polimixina B isoladamente ou em
combinacdo com tigeciclina. Curiosamente, trés dos 12 pacientes que receberam polimixina B
em monoterapia tiveram aumento significativo nos valores das concentrac@es inibitorias
minimas (CIM). O mesmo ndo foi observado nos pacientes que receberam terapia em
combinagdo. Os autores sugeriram que a terapia combinada teria evitado o desenvolvimento
de resisténcia a polimixina B®%,

Os beneficios da terapia combinada incluem: reducdo da terapia empirica inadequada,
potenciais efeitos sinérgicos e a reducdo da emergéncia de resisténcia. Na maior revisdo até o
momento, que inclui dados de 889 pacientes com infeccBes por enterobactérias resistentes aos
carbapenémicos, a terapia de combinacdo com dois ou mais agentes ativos in vitro foi
associada com menor mortalidade comparado ao tratamento com um Unico agente
antimicrobiano ativo in vitro (27% versus 38% p<0,001)%°.

Um estudo retrospectivo que avaliou 55 casos de infeccdes por Klebsiella pneumoniae
resistente aos carbapenémicos e produtora de KPC observou que 0 sucesso terapéutico da
polimixina B era maior quando associado a um segundo antimicrobiano, no caso tigeciclina,

se comparado a monoterapia (73% versus 14%)%.
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Tuon et al. conduziram um estudo em ratos com avaliagéo in vitro, com objetivo de
determinar eficicia de meropenem, tigeciclina e polimixina B num modelo de infeccdo por
Klebsiella pneumoniae produtoras de KPC. O ensaio in vivo e in vitro demonstrou que
regimes combinados, exceto meropenem com tigeciclina, foram mais eficazes que a
monoterapia para as cepas testadas’®.

Cars et al., em um estudo in vitro utilizando quatro isolados de Klebsiella pneumoniae
produtores de metalo-betalactamases (2 VIM e 2 NDM), observaram sinergismo na maior
parte das combinacdes com colistina para a cepa produtora de VIM. A cepa produtora de
NDM apresentou sinergismo apenas as combinagdes: fosfomicina com colistina; fosfomicina
com meropenem e com colistina; e rifampicina com meropenem e com colistina®.

Arslan et al. avaliaram a atividade sinérgica in vitro de fosfomicina, meropenem,
imipenem, colistina e tigeciclina frente a 12 cepas de Klebsiella pneumoniae produtoras de
OXA-48. Curiosamente, a combinagdo fosfomicina com colistina mostrou-se antagdnica, o
que nao foi observado para outras combinagdes’™.

Wen-Liang Yuc et al. avaliaram sinergismo entre imipenem e colistina por método
TKC de um isolado de Enterobacter cloacae recuperado de material respiratorio. No ensaio,
imipenem, isoladamente ou em combinagdo com colistina, se mostrou ativo, porém somente
quando utilizado a concentragdo quatros vezes maior que a CIM de imipenem. O mesmo néo
aconteceu com a colistina: mesmo utilizando concentragbes maiores, o antimicrobiano
apresentou apenas efeito bacteriostatico’.

Apesar dos estudos in vitro sugerirem combinacdes que consideram, na maior parte
das vezes, colistina/polimixina B e tigeciclina, ha uma grande preocupacgdo na pratica clinica
referente a toxicidade e a baixa difusdo no trato urinario destes farmacos. Além disso, para
infeccdes respiratorias esta contraindicado tratamento com tigeciclina, considerando o risco
de falha terapéutica. Paralelamente a algumas limitacbes farmacocinéticas e
farmacodindmicas, estd a importante selecdo de resisténcia associada ao uso de
colistina/polimixina B. Diante deste cenario de limitagcdes terapéuticas importantes, alguns
estudos tém proposto o uso de combinagcbes de dois carbapenémicos no tratamento de
infeccBes por enterobactérias resistentes aos carbapenémicos” . O racional da combinagéo
de dois carbapenémicos (em especial ertapenem associado a outro carbapenémico) seria a
possibilidade do ertapenem ligar-se ao sitio ativo da enzima com maior afinidade, evitando a
hidrolise do segundo carbapenémico, sendo presumidamente mais efetivo. No entanto, a
terapéutica baseada na teoria do “carbepenem suicida” ainda ¢ bastante limitada, uma vez que

ndo se tem estudos clinicos avaliando a efetividade da associagéo.
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No que se refere a Enterobacter sp., as limitagdes sdo ainda maiores. Poucos s&o 0s
estudos que avaliaram combinacbes de antimicrobianos para cepas resistentes aos
carbapenémicos. Em relacdo a terapia com dois carbapenémicos, atualmente ndo existe

nenhum estudo avaliando a combinacao para o género.
2.6 ATIVIDADE BACTERICIDA E SINERGISMO

N&o existe técnica padronizada para avaliar sinergismo entre antimicrobianos.
Entretanto, trés testes tém sido utilizados: Ensaios de Curvas Tempo-Morte Bacteriana ou
Time-Kill Curves (TKC), Método de avaliagdo de sinergismo com fitas de Etest e Método de
Checkerboard ®"". O Método de TKC e o0 Método de Checkerboard s&o os mais utilizados
em testes de sinergismo. O Método de Checkerboard é um teste de microdiluicdo, onde €
avaliada a CIM dos farmacos isoladamente e em combinacdo. Os célculos para avaliar
sinergismo sdo realizados a partir do indice de fragdo inibitéria’®’""®. Para realizacdo de
ensaios TKC, sdo seguidas recomendacbes do Clinical Laboratory Standards Institute
(CLSI). O método avalia o sinergismo de dois ou mais antimicrobianos que visam inibir o
crescimento bacteriano’. A concentragdo do antimicrobiano e a morte da bactéria s&o
avaliadas em distintos intervalos de tempo. A contagem média das coldnias (UFC/mL)
recuperadas com antimicrobiano, isoladamente e combinado, é comparada com o controle
sem antimicrobiano’®. O resultado final é expresso em log de UFC/mL. Define-se como
“sinergismo” a diferenga de > 2 log na contagem de coldnias, em 24 horas, da combinacao
testada frente ao agente isoladamente mais ativo’®®. A vantagem desta técnica é o
fornecimento de dados sobre atividade bactericida da associagdo de antimicrobianos (definida
como reducdo > 3 log na contagem de col6nias comparado ao inoculo inicial) e também a
possibilidade de analisar dinamicamente a acdo antimicrobiana e o tempo de interacéo,
diferente do Checkerboard, que fornece dados apenas da concentracdo inibitoria minima da
associagao de antimicrobianos, e a analise de crescimento é examinada apenas uma vez, entre
16 a 24 horas.

Pournarasa et al. conseguiram demonstrar atividade sinérgica in vitro usando
combinagdo de tigeciclina e colistina frente a cepas de enterobactérias produtoras de
carbapenemases pelo método TKC, o que nédo foi observado com a combinacdo meropenem e
colistina®. Em comparagédo, Pankey et al. em um ensaio de sinergismo com polimixina B,
colistina e meropenem para isolados produtores de carbapenemases avaliaram a concordancia

entre 0os métodos de TKC e Etest. Este estudo avaliou 31 isolados de espécies de Klebsiella,
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sendo o sinergismo para combinacéo de polimixina B e meropenem observado em 71% das
cepas por TKC e 55% das cepas por Etest (concordancia de 80.6%)%.
A combinacdo polimixina B e rifampicina também tem sido proposta por alguns

autores®>%4

, porém a divergéncia de resultados entre os métodos testados pode ser observada
em um estudo americano de Nova Orleans, que encontrou 100% de sinergismo para
rifampicina e polimixina B no ensaio de TKC e 21% de sinergismo pelo método com fitas de
Etest em isolados de enterobactérias produtoras de carbapenemases®.

Nordmann et al. avaliaram a combinacdo de carbapenémicos para 20 cepas de
Klebsiella pneumoniae resistente aos carbapenémicos produtoras de diferentes tipos de
carbapenemases. A avaliagdo de sinergismo foi realizada por Checkerboard e TKC, sendo as
combinagbes com imipenem mais outro carbapenémico aquelas com maior sinergismo.
Entretanto, a combinacdo meropenem + ertapenem ndo foi sinérgica para nenhuma cepa
testada™.

Entre as técnicas in vitro propostas até 0 momento, destaca-se a hollow-fiber infection
model (HFIM), ao qual tem sido utilizada para validacédo de resultados em testes de atividade
bactericida e sinergismo. As técnicas com HFIM imitam as alteracGes de concentracdo de
farmacos, chegando a resultados mais fidedignos de comportamento farmacocinético e
farmacodinamico®’.

O TKC é um método demorado e trabalhoso, porém ainda é considerado o método in
vitro com os melhores resultados para orientacdo de alternativas terapéuticas, uma vez que
serve como ponto de partida para ensaios clinicos in vivo. E essencial que as concentracdes
dos antimicrobianos testados sejam definidas a fim de representar as concentracfes séricas

necessarias para inibir o crescimento do microrganismo no sitio da infeccéo.
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3 MARCO TEORICO

[ Uso de antimicrobianos ] [ Melhores desfechos ]

clinicos

v A

50 seleti N Terapias de associagéo in
Pressao seletiva v vivo
| A
v v A

Infeccdes por i~ N Avaliacéo de
bactérias gram- ; sinergismo entre
negativas antimicrobianos in
vitro
LimitacOes ] T
> Terapéuticas J

Figura 2. Explicagdo do Marco-Tedrico.

Fonte: elaborado pela autora.
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4  JUSTIFICATIVA

O crescente aumento da resisténcia bacteriana ja é descrito hoje pela Organizacao
Mundial da Saiude (OMS) como uma das trés maiores ameacas a salde humana. A
preocupacao € ainda maior quando se trata de bacilos gram-negativos multirresistentes, ja que
desde os anos 90 houve um acentuado declinio na pesquisa e desenvolvimentos de novos
antimicrobianos contra estas bactérias.

Na tentativa de suprir a necessidade de novos farmacos, combinacGes de
antimicrobianos tém sido cada vez mais propostas. Além disso, para algumas infeccdes
especificas, a terapia combinada parece apresentar melhores desfechos clinicos.

Assim, um estudo que avalie possibilidade de sinergismo entre farmacos ativos contra
Enterobacter sp. com resisténcia mediada ou ndo por carbapenemases € de grande relevancia
na tentativa de otimizar o tratamento frente a infeccOes graves causadas por esses

microrganismos.
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5 OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade de polimixina B isoladamente e em combinagdo com
carbapenémicos e tigeciclina, contra isolados de Enterobacter sp. resistente aos

carbapenémicos.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Determinar a CIM para polimixina B, tigeciclina e meropenem para amostras do
estudo;

b) Validar o método de curva de tempo-morte para polimixina B isoladamente e em
combinagdo com tigeciclina, meropenem e ertapenem;

c) Avaliar atividade de polimixina B em combinacdo com meropenem contra
diferentes isolados de Enterobacter sp. produtores de KPC, NDM e OXA-48-like e
ndo produtor de carbapenemase;

d) Avaliar a atividade de polimixina B em combinagdo com tigeciclina contra
diferentes isolados de Enterobacter sp. produtores de KPC, NDM e OXA-48-like e
ndo produtor de carbapenemase;

e) Avaliar a atividade de meropenem e ertapenem contra isolados de diferentes clones
de Enterobacter sp. produtores de KPC, NDM e OXA-48-like e ndo produtor de

carbapenemase.
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ABSTRACT

Due to the increase in microbial resistance, antimicrobial combinations are being increasingly
used to improve the therapeutic response. The objective of this study was to compare the
activity of polymyxin B alone and combined with tigecycline and meropenem against to
carbapenem-resistant Enterobacter sp. isolates. Four isolates were selected, which three were
carbapenemase-producing (KPC, NDM, OXA-48-like) and a non-carbapenemase-producing
(NCP). The evaluation of synergistic antimicrobial activity was performed by time-kill assay
with the following concentrations of each antimicrobial: tigecycline 1mg/L and meropenem
Img/L, that it is CLSI breakpoint. For polymyxin B, different concentrations were used
according to the susceptibility profile of the isolate: for the sensitive isolates, it was used 0.5x;
1x and 2x the MIC of the isolate; for the resistant isolate, it was used 0.5x; 1x and 2x the
CLSI breakpoint (2 mg/L). The combination with reduction > 2 logs of the inoculum in 24
hours compared to the most active alone antimicrobial was considered synergistic.
Combinations of polymyxin B at different concentrations (0.5; 1 and 2 mg/L) with
meropenem showed synergistic activity for the NDM-producing isolate (MIC polymyxin B 1
mg/L, MIC meropenem 8 mg/L). Combinations of polymyxin B with tigecycline were
synergistic only at the concentration of polymyxin B of 0.125 mg/L for the OXA-48-like-
producing isolate (MIC polymyxin B 0.25 mg/L, MIC tigecycline 2 mg/L) and at the
concentration of 1 mg/L for the NDM-producing isolate. For the NCP isolate (MIC
polymyxin B 0.5 mg/L; MIC tigecycline 4 mg/L; MIC meropenem 4 mg/L), only the triple
combination with polymyxin B (1 mg/L), tigecycline and meropenem showed synergistic
activity. For the KPC-producing isolate that it is polymyxin B resistant, none of the
combinations tested showed synergies. This situation is very worrisome due to high
prevalence of infections by KPC producers in the Brazilian hospitals, associate with the

increasing rates of polymyxins resistance.

Keywords: Synergism; carbapenems; polymyxin; tigecycline; Time-Kill.

1 INTRODUCTION

The increasing prevalence of infections due to enterobacteriaceae resistant to

carbapenems (CRE) in addition to the lack of new antimicrobials with activity against these
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microorganisms led to the increased use of last resort antimicrobials such as polymyxins
[1,2].

The major concern related to the use of polymyxins in monotherapy for infections due
to CRE is the development of resistance. Moreover, due to the pharmacokinetic and
pharmacodynamics limitations of the polymyxins, it is believed that these drugs would be
more effective against serious infections by CRE, as part of a combined therapy. The benefits
of combined therapy include: reduction of inadequate empiric therapy, potential synergistic
effects and reduction of the emergence of resistance [3].

Considering the fact that carbapenemases present different profiles of hydrolysis to
carbapenem, in this study we have compared the polymyxin B activity alone and combined

with tigecycline and meropenem against carbapenem-resistant Enterobacter cloacae isolates.

2 METHODS

2.1 Isolates

Four isolates of Enterobacter cloacae (from 3 different hospitals) were selected
according to their susceptibility profile and resistance mechanism: all were ertapenem-
resistant, one was a NDM-producing, one was an OXA-48-like-producing, one was a KPC-
producing (which will be referred as KPC-R) and one was a non-carbapenemase-producing
(NCP). The isolates were characterized using standard or automated biochemical methods and

multiplex high resolution melting (HRM), real-time PCR to detect the carbapenemase genes

[4].

2.2 Minimum Inhibitory Concentration

The minimum inhibitory concentrations (MIC) of polymyxin B, meropenem and
tigecycline were determined by the microdilution broth method [5]. Breakpoints for
polymyxin B (susceptible < 2mg/L and resistant > 4 mg/L), tigecycline (susceptible < 1mg/L
and resistant > 4 mg/L) and meropenem (susceptible < 1mg/L and resistant > 4 mg/L) have

followed the recommendations of the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) [5].

2.3 Time Kill Curves (TKC)
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The antimicrobial polymyxin B alone and combined (polymyxin B + meropenem,
polymyxin B + tigecycline and polymyxin B + meropenem + tigecycline) were used at a
concentrations of 0.5x, 1x and 2x MIC for the isolates that were susceptible to the
antimicrobial; the breakpoint concentration established by the CLSI (2mg/L) was used for the
resistant isolates. The other antimicrobials were used at concentrations according to CLSI
breakpoints as follows: tigecycline 1mg/L and meropenem 1mg/L.

A concentration 10° CFU/mL was used as initial inoculum for TKC assay, the isolates
were inoculated in 10 mL of Mueller-Hinton cation adjusted broth. Aliquots were removed at
times 0, 2, 4, 6, 8, 12 and 24 hours after the addition of the antimicrobials, serially diluted and
plated on blood agar for colony count.

Synergy was defined as the reduction of > 2 logip of CFU/mL by the combination of
antimicrobials when compared to the most active antimicrobial alone at 24h. Antagonism was
defined as an increase in colony counts of >2 logso by the combination compared to the most
active agent alone at 24h. Bactericidal activity was defined as > 3 logjo reductions from the

total CFU/mL related to the original inoculum [5].

3 RESULTS

The MICs indicated a low level of resistance of isolates to meropenem and tigecycline.
One isolate (KPC-producing Enterobacter cloacae) was resistant to polymyxin B (MIC 16
mg/L) and the others were susceptible (Table 1).

Polymyxin B presented bactericidal activity for the NDM-producing isolate only at
concentrations of 1x and 2x MIC. Meropenem and tigecycline presented no bactericidal
activity for the isolates.

The combination of polymyxin B plus tigecycline was synergic for the NDM-
producing and the OXA-48-producing isolates at 1x and 0.5x MIC at concentrations of
polymyxin B, respectively. However, only the NDM-producing isolate presented non-
detectable growth in 24 hours (at a concentration of 1x MIC of polymyxin B plus tigecycline).
This combination has a synergic effect also at the concentration of 0.5 x MIC of polymyxin to
the OXA-48-like-producing isolate. It has to be considered, that at the concentration of 1x
MIC polymyxin B we observed a synergic effect in 12 hours of incubation, but not at 24
hours (data not shown).

The combination of polymyxin B (at any concentration) plus meropenem was synergic

for the NDM-producing isolate. Moreover, the combination of 2x MIC of polymyxin B plus
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meropenem reduced the inoculum to a no detectable growth in 2h which remained up to 24h
of incubation (Figure 1).

None of the combinations evaluated in this study presented synergies against the KPC-
producing isolate which was the only E. cloacae isolate resistant to polymyxin alone.

For the NCP isolate only the triple combination: polymyxin B (1x MIC) plus
tigecycline plus meropenem was synergic, despite the fact that this combination was not able

to reduce the bacterial inoculum to undetectable levels.

4 DISCUSSION

Infections due to carbapenem-resistant enterobacteriaceae (CRE) and, more recently,
the polymyxin B resistant, are cause of great concern due to the reduced therapeutic options.
Moreover, some studies have reported the fast development of hetero-resistance when
polymyxin B is used in monotherapy to treat infections due to gram-negative rods [6-7]. In
fact, there are reports of significant increase in minimum inhibitory concentrations (0.75 mg/L
to 1,024 mg/L) after only 5 days of treatment with polymyxin B in monotherapy for a
bloodstream infection due to CRE [8]. According to our results, polymyxin B alone presented
low bactericidal activity even at concentrations above the breakpoint of susceptibility (2
mg/L). In fact, polymyxin B alone presented bactericidal effect against only 1 of 3 isolates
susceptible to polymyxin B. Noteworthy, polymyxin B alone was able to reduce considerably
the initial inoculum of the OXA-48-producing isolate (susceptible to polymyxin B) at
increased concentrations (1x and 2x MIC) despite the fact that it did not reach bactericidal
effect. This finding could be explained by the PK/PD antimicrobial of polymyxin B (f
AUC/MIC) [9] which indicates that increased doses of polymyxin B is related to best clinical
outcomes as reported by Falagas et al., 2006 [7] and Elias et al., 2010 [10].

Noteworthy, the NCP and KPC-producing isolates displayed very similar time kill
curves regardless the fact that these isolates presented considerable different MIC for
polymyxin B. This low polymyxin B activity against the NCP isolate seem to be related to
hetero-resistant subpopulation once there was inoculum reduction in 2h but the isolate
presented exponential growth along 24 hours. Such resistance profiles are of great concern as
these resistant mutants seem to have a stable phenotype which does not revert to the
susceptible phenotype in the absence of antimicrobial exposition [11]. One could speculate
that this may also occurs in vivo and impair the treatment of infections due to polymyxin

susceptible isolates.
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Meropenem plus polymyxin B was the most promising combination: it presented
bactericidal activity for the OXA-48-like-producing isolate and was synergic even in sub-
inhibitory concentration of polymyxin B to the NDM-producing isolate. Additionally, the
meropenem plus 2x MIC of polymyxin B combination, when compared to the monotherapy,
was able to reduce the inoculum to a no detectable growth (from 2h to 24h) which indicates
that this combination would avoid regrowth. Similar results were observed by Yang et al.
[12] using the combination of imipenem plus colistin against Enterobacter cloacae in a time
Kill assay. These results reinforce the fact that it is more difficult for the isolate to select
resistant population when it is exposed to the combination of antibiotics.

The results of combinations with tigecycline were quite diverse. The NCP and KPC-R
isolates did not respond to combinations of polymyxin B plus meropenem. In contrast, the
polymyxin B plus tigecycline combination showed synergistic activity for the OXA-48 isolate
only in polymyxin B sub-MIC concentration (0.25 mg/L). This fact may be associated to high
bacterial growth after exposure to polymyxin B sub-MIC concentration alone in relation to the
growth of the combination of antimicrobials which facilitate the characterization of
synergism.

Another important point regarding in vitro assays of tigecycline combinations is
related to the antimicrobial concentrations used in the tests. Many studies used, in the time
kill assays, antimicrobial concentrations much higher those used in clinical practice. For
instance, Cai et al [13] have found synergies for the association of polymyxin B plus
tigecycline against Enterobacter species with reduced susceptibility to tigecycline but the
study used tigecycline and polymyxin B at concentrations 16 times higher than our study.

The triple combination (polymyxin B plus tigecycline plus meropenem) was not
effective against the carbapenemase producing isolates and presented synergy only for the
NCP isolate. However, it is possible to speculate that the synergy of the triple combination for
the NCP isolate was independent of polymyxin B as the combination of polymyxin B plus
meropenem and polymyxin B plus tigecycline did not present synergy. Therefore, we could
conclude that the association of tigecycline with meropenem could be responsible for the
synergies of the triple combination (data not evaluated in our study).

Some important points can be highlighted as limitation of work: (a) the small number
of isolates evaluated, (b) the lack of full characterization of the carbapenem-resistance
mechanism of the NCP isolate and (c) our work has not assessed the MIC after the regrowth

phenomenon.
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Studies which assess the in vitro synergy are important since they represent the basis
for further in vivo studies. To our knowledge, this is the first study to assess antimicrobial
combinations to Enterobacter KPC, NDM and OXA-48-like-producing isolates. Moreover,
our findings point out to the importance of identifying the carbapenemases type to choose the
therapeutic combination to CRE infections. In our work there was a diversity of results
(synergism and bactericidal activity) for different isolates which could be related to the
carbapenemase type. However, it has to be considered that the inefficacy of combined
therapies may also be related to high levels of polymyxin B resistance.

In our study we found some antimicrobial combinations which were very effective in
vitro against particular isolates using antibiotics in concentrations which could be reached
using usual dose regimes. Further in vivo studies are warranted to validate to clinical use of

these combinations.
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Table 1. Evaluation of bactericidal activity in 24h and synergism by Time Kill assay of

carbapenemase producing and non-producing Enterobacter sp. Isolates

Antimicrobial/Combination E. cloacae KPC- E. cloacae E. cloacae E. cloacae
R NDM® OXA-48-like NCP®

Polymyxin B — MIC (mg/L) 16 1 0.25 05

Mean Change (log;o CFU/mL)

0,5x MIC +3.4 -0.8 -0.3 +3.7

Ix MIC +1.7 -6,0* -2.6 +0.7

2x MIC +1.7 -6,0* -2.4 +0.7

Tigecycline — MIC (mg/L) 4 8 2 4

Mean Change (log;o CFU/mL)

Concentration 1mg/L (breakpoint) -0.3 +3,3 +2.7 +0.7

Polymyxin B + Tigecycline

Mean Change (log;o CFU/mL)

0,5x MIC -1.0 -1,1 -2.5 0

1x MIC -1.7 -9,3* +0.2 -1.3

2x MIC -1.0 +3,7 +1.4 -0.5

Meropenem — MIC (mg/L) 4 8 8 4

Mean Change (log;o CFU/mL)

Concentration 1mg/L (breakpoint) +2.8 +3.7 +2.7 +0.7

Polymyxin B + Meropenem

Mean Change (log;o CFU/mL)

0,5x MIC -0.4 -3.1* -0.9 0

1x MIC 0 -9.3* +0.1 0

2x MIC 0 -9.3* -1.8* 0

Polymyxin B + Tigecyline + Meropenem

Mean Change (log;o CFU/mL)

Ix MIC -1.7 +6.7 +1.7 -4.0*

*hactericidal effect

Synergism is represented by gray color.



Polymyxin B resistance isolate, it was used concentration according to the CLSI
breakpoint: (1x) 2mg/L, (0.5x) 1 mg/L e (2x) 4 mg/L

Polymyxin B sensitive isolate, it was used concentration according to the minimum
inhibitory concentration: (1x) 1 mg/L, (0.5x) 0.5 mg/L e (2x) 2 mg/L

Polymyxin B sensitive isolate, it was used concentration according to the minimum
inhibitory concentration: (1x) 0.5 mg/L, (0.5x) 0.25 mg/L e (2x) 1 mg/L

Polymyxin B sensitive isolate, it was used concentration according to the minimum
inhibitory concentration: (1x) 0.25 mg/L, (0.5x) 0.125 mg/L e (2x) 0.5 mg/L
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Figure 1: Time-Kkill performed in cation-adjusted Mueller-Hinton broth at 0.5x, 1x and 2x MIC of polymyxin B

to Enterobacter cloacae NDM-producing. The antibiotic concentrations of tigecycline and meropenem were

Img/L.
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Data of the last SENTRY Antimicrobial Surveillance Program in Latin American
hospitals placed the genus Enterobacter sp. as the fifth most common cause of nosocomial
infections and Brazil is the country with the highest number of Enterobacter sp isolates. The
rates of resistance to carbapenems in this genus are around 8% according to the study’.
Besides the resistance to carbapenems in enterobacteriaceae, the emergency of resistance to
polymyxins (colistin and polymyxin B) has been a great concern in health institutions, since
these antimicrobials are used as the last resort for treatment of infections of carbapenem-
resistant enterobacteriaceae (CRE)® In this scenario, some experimental studies have
suggested the use of combination of two carbapenems to treat infections due to
carbapenemase-producer isolates. The rational of the combination of two carbapenems
(specially ertapenem associated to another carbapenem) would be the possibility of the
ertapenem (“suicidal carbapenem”™) to bind to the active site of the carbapenemase with high
affinity, allowing the second carbapenem to be more effective **.

Here, we evaluated the synergistic effect by time kill curves assay of the combination
of meropenem plus ertapenem against three carbapenem-resistant isolates: KPC-producing,
NDM-producing, OXA-48-producing Enterobacter sp. and one non-carbapenemase-
producing (NCP). We also tested polymyxin B or tigecycline with the carbapenems in triple
combinations.

For the time kill assay it was used initial inoculum of 10® CFU/mL and antimicrobial
concentrations related to the breakpoint of the Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI)> (meropenem 1mg/L , ertapenem 0.5 mg/L and tigecycline 1 mg/L). Combinations
with polymyxin B used concentrations of 1x MIC for susceptible isolates (NDM, OXA-48-
like and NCP) and 2 mg/L (breakpoint) for resistant isolates (KPC). Aliquots were removed at
times 0, 2, 4, 6, 8, 12 and 24 hours in serial dilutions and plated on to blood agar to count the
colonies.

The combination of meropenem plus ertapenem presented no synergism for the
isolates tested (Table 1). The association of polymyxin B with the double-carbapenems (triple
combination) also did not present synergism. However, the association of tigecylcine with the
double-carbapenems was synergic against OXA-48-like producing isolate.

Poirel et al.° have recently reported an in vitro evaluation of the association of two
carbapenems against KPC, NDM and OXA-48-producing Klebsiella pneumoniae and found
no synergism for the combination of meropenem plus ertapenem for the isolates tested. The
authors have found synergism of the other combinations, particulary those in which imipenem

was present and for KPC and OXA-48-producing isolates. None of the combinations
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presented synergy for the NDM-producing isolates. Conversely, Pina-Vaz et al.” found that
the combination of ertapenem plus imipenem showed synergic activity against KPC, VIM and
OXA-48-producing Klebsiella pneumoniae and Enterobacter cloacae.

In conclusion, as Poirel et al.”, we did not find synergy of the combination of
meropenem plus ertapenem. Therefore it is possible to consider that the “suicidal ertapenem”
therapy is not effective against all bacteria but it is dependent of the isolate (and species). In
fact, among the carbapenems, combinations with imipenem seem to present the best activity
against carbapenemase-producing isolates, especially for the genus Enterobacter. The therapy
based on the theory of “suicidal carbapenem” has to be considered with caution and only after

an in vitro evaluation of the carbapenem combination.
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Table 1: Evaluation of bactericidal activity in 24h and synergism by Time Kill assay of
carbapenemase producing and non-producing Enterobacter sp. isolates

Antimicrobial/ Combination E.cloacae E.cloacae E.cloacae E.cloacae

KPC NDM OXA-48- NCP
like
Mean change (log;o CFU/mL)

Meropenem+Ertapenem +0.04 1.38 1.00 0
Polymyxin + 1.00 +1.70 +1.98 0
Meropenem+Ertapenem
Tigecycline + +0.11 0.03 3.75 0.48
Meropenem+Ertapenem

Synergism is represented by gray color.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

A descoberta dos antimicrobianos foi um marco na medicina moderna, revolucionando
a assisténcia médica do diagnostico ao tratamento. No entanto, paralelamente ao imenso
beneficio do uso adequado dos antimicrobianos, estdo os maleficios do uso inadequado, onde
diferentemente de outras classes de medicamentos, as consequéncias do uso inadequado
atingem n3o s6 os expostos, mas também os ndo expostos e eles®®. O mau uso dos
antimicrobianos tem contribuido para o crescente aumento da resisténcia bacteriana, que ja se
tornou hoje uma das ameacas mais graves para a satde publica. De acordo com o Centers for
Diseases Control and Prevent a estimativa € que mais de dois milhdes de pessoas estejam
infectados com bactérias resistentes a antimicrobianos, resultando em 23.000 mortes por
ano®.

Diante deste cenario desesperador e da falta de novos antimicrobianos para tratamento
de infecgBes graves por bactérias multirresistentes, as terapias de combinacdo vem sendo
propostas com resultados promissores quando comparados a monoterapia®®.

No entanto, os desafios do tratamento ndo se limitam ao perfil de sensibilidade da
bactéria ao antimicrobiano, e neste contexto emerge a importancia das técnicas de
identificacdo molecular como aliada a escolha da melhor antibioticoterapia.

Ao avaliar combinagGes de antimicrobianos a isolados com mesmo perfil de
resisténcia, mas com diferentes mecanismos, n6s observamos distintas respostas de inibicéo
bacteriana, sugerindo que a identificacdo do mecanismo de resisténcia deve ser levada em
consideracdo no momento da escolha da terapia antimicrobiana. Paralelamente, torna-se
evidente a necessidade de terapias cada vez mais individualizadas, onde testes in vitro de
sinergismo também poderiam ser apoio na escolha terapéutica aplicados de maneira
individual, considerando as particularidades de cada isolado.

A combinagdo polimixina B associada a meropenem foi a combinacdo mais
promissora, apresentando sinergismo nas trés concentracdes de polimixina B testadas para o
isolado produtor de NDM, podendo ser 0 mecanismo provavel preditor de sinergismo.

O numero pequeno de amostras testadas limita a validade externa dos resultados aqui
encontrados, no entanto estudos in vitro como este, sdo de extrema relevancia cientifica uma

vez que servem como base para futuros estudos in vivo.
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ANEXO A: Ensaio time kill curves para cepa de Enterobacter sp. produtora de KPC
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ANEXO B: Ensaio time kill curves para cepa de Enterobacter sp. produtora de NDM
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ANEXO C: Ensaio time kill curves para cepa de Enterobacter sp. produtora de

OXA-48
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ANEXO D: Ensaio time kill curves para cepa de Enterobacter sp. ndo produtora de

carbapenemase (NPC)
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