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1. INTRODUÇÃO COMPREENSIVA 

 

1.1 ENTEROBACTERIACEAE 

 

 

A família Enterobacteriaceae é composta por bacilos gram negativos, não esporulados, 

oxidase negativos e anaeróbios facultativos que são amplamente encontrados desde a natureza 

até a microbiota normal do trato gastrointestinal dos seres humanos (LARSEN et al., 2003). 

Espécies como Enterobacter, Escherichia, Klebsiella, Morganella, Proteus, Salmonella, 

Serratia, Shigella fazem parte da família Enterobacteriaceae e são algumas das capazes de 

causar infecções em humanos (PUBLIC HEALTH ENGLAND, 2015). Em 1960, Hormaeche 

e Edwards descreveram o gênero Enterobacter (LARSEN et al., 2003), no qual a espécie de 

maior relevância clínica é o complexo Enterobacter cloacae (MEZZATESTA, M. L.; GONA, 

F.; STEFANI, S., 2012).  

 

1.1.1 Complexo Enterobacter cloacae 

 

O complexo Enterobacter cloacae (CEC) é composto pelas espécies E. cloacae, 

asburiae, hormaechei, kobei, ludwigii e nimipressuralis (PAAUW et al., 2008). Essas 

espécies são classificadas como um complexo pela sua similaridade com E. cloacae que é de 

61% -67%, o que dificulta a diferenciação desses na clínica. (PAAUW et al., 2008). Esse 

complexo é intrinsicamente resistente aos antibióticos ampicilina, amoxicilina, amoxicilina e 

ácido clavulânico, cefalosporinas de primeira geração e cefoxitina devido à produção de 

AmpC (β-lactamase constitutiva). Além disso, possui a habilidade de adquirir outras formas 

de resistência como β-lactamases e carbapenemases, fazendo com que esse complexo seja de 

extrema importância na clínica (MEZZATESTA, M. L.; GONA, F.; STEFANI, S., 2012). 

Bactérias do CEC possuem características como flagelos peritríquios, fermentam a glicose 

produzindo ácido e gás, algumas cepas possuem cápsula, crescem rapidamente nos meios de 

cultura habituais e suas colônias são levemente mucoides (GRIMONT, F.; GRIMONT, P., 

2006). 
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1.1.2 Enterobacter hormaechei 

 

Dentro do CEC, a espécie mais frequentemente isolada na clínica é E. hormaechei. 

Essa espécie tem características como lactose positiva, D-sorbitol positiva, rafinose positiva e 

esculina negativa e foi primeiramente assim nomeada e identificada pelo Centro de Controle e 

Prevenção de Doenças (CDC) (HOFFMANN et al., 2005). E. hormaechei possuis três 

subespécies oharae, hormaechei e steigerwaltii e as diferenças entre espécies e subespécies de 

Enterobacter são muito sutis, por isso, na clínica, geralmente, não são identificadas além do 

gênero, devido a inconfiabilidade dos métodos atuais para distingui-los rapidamente 

(HOFFMANN et al., 2005). 

Os Estados Unidos da América (EUA) relatam E. hormaechei como uma das 

principais causas de doenças nosocomiais em seu território (MEZZATESTA, M. L.; GONA, 

F.; STEFANI, S., 2012). Infecções por essa podem ser exógenas ou endógenas (visto que 

pode colonizar sem patogenicidade o trato gastrointestinal), sendo o maior fator de risco para 

infecção o uso prévio de antibióticos pelo paciente em questão (EUGENE SANDERS; 

SANDERS, 1997). Outros fatores de risco são tempo do paciente em unidade de tratamento 

intensivo (UTI), diabetes, imunossupressão e uso dispositivos médicos. Com o aumento de 

pacientes em UTI e da resistência a antimicrobianos, como citado anteriormente, a frequência 

de isolados de enterobactérias causando infecções em locais como o trato respiratório, trato 

urinário, ferimentos cirúrgicos e sangue vêm aumentando exponencialmente território 

(MEZZATESTA, M. L.; GONA, F.; STEFANI, S., 2012). 

 

1.1.3 Patogenicidade 

 

 Os mecanismos de patogenicidade do gênero Enterobacter são pouco conhecidos e o 

que sabemos não é nada concreto. Visto que na era pré-antibióticos esse gênero não era 

conhecido por causar doenças nosocomiais, ainda não existem trabalhos suficientes sobre o 

assunto para elucidar a sua habilidade patogênica e de adquirir resistência a antimicrobianos. 

O que temos são diversos relatos sobre possíveis mecanismos utilizados por essas bactérias 

como a produção de endotoxinas, o que é esperado por serem bactérias gram-negativas, e 

também enterotoxinas (MEZZATESTA, M. L.; GONA, F.; STEFANI, S., 2012) . Também se 

observou que quando inoculadas em modelo in vivo, esse gênero de bactérias pode produzir 
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alfa-hemolisina e citotoxinas formadoras de poros ativados por tiol (BARNES et al., 1997). 

Estudos apontam, também, que o CEC possui genes do sistema de secreção tipo III, que é um 

importante fator na interação hospedeiro-patógeno. Isso pode contribuir com o estudo que 

mostra a possível indução de apoptose pelas bactérias do CEC (MEZZATESTA, M. L.; 

GONA, F.; STEFANI, S., 2012). Foi elucidado que a formação de biofilme e colonização em 

superfícies pela família Enterobacteriaceae ocorre devido a fímbrias curli, responsáveis pela 

adesão e invasão nas células hospedeiras, sendo também um mecanismo de patogenicidade 

importante. (KIM, S. M. et al., 2012; MEZZATESTA; GONA; STEFANI, 2012; ZOGAJ et 

al., 2003). 

 Como pudemos observar o estudo da patogenicidade do gênero Enterobacter é 

extremamente importante devido ao fato de ser grande causadora de doenças nosocomiais. 

Dentre os possíveis mecanismos de patogenicidade, a formação de biofilmes vem chamando 

atenção dos pesquisadores por ser extremamente difícil de tratar na clínica, principalmente 

devido ao fato de que essa forma de crescimento aumenta a resistência a antimicrobianos. 
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1.2. MULTIRRESISTÊNCIA 

 

 

A resistência bacteriana não é um acontecimento novo, existem relatos de bactérias de 

ambientes isolados do contato com humanos por muitos anos e que possuem mecanismos de 

resistência a antimicrobianos (BHULLAR et al., 2012; ZOWAWI et al., 2015). Fatores como 

a expansão dos movimentos migratórios e aumento do uso indiscriminado de antimicrobianos 

são os principais pontos para compreendermos a crise quanto a resistência bacteriana que 

enfrentamos atualmente (LUTGRING; LIMBAGO, 2016). Essa emergência de resistência aos 

antimicrobianos atualmente disponíveis no mercado, principalmente quanto a bactérias gram-

negativas, traz a ameaça do retorno da era pré-antibióticos em pleno século 21 (SAITO; 

SADOSHIMA, 2016). 

Bactérias multirresistentes são definidas assim quando são resistentes a um ou mais 

antimicrobianos de três diferentes classes(ZOWAWI et al., 2015). Desde a introdução da 

penicilina a resistência bacteriana aos antimicrobianos que foram lançados aconteceu em 

alguns anos. Ou seja, todo antimicrobiano lançado já tem um “prazo” para que surja 

resistência a esse (CLATWORTHY; PIERSON; HUNG, 2007). Isso mostra a corrida contra o 

tempo que enfrentamos atualmente, pois a descoberta de novos compostos capazes de inibir o 

crescimento ou capazes de matar bactérias é relativamente lento comparado com o 

aparecimento de resistência aos disponíveis. Por exemplo, há mais de 40 anos não são 

desenvolvidas novas classes de antimicrobianos de relevância clínica. Pesquisadores vêm 

explorando novos horizontes de como a patogenicidade de determinadas bactérias acontece 

para que esses mecanismo sejam alvos de novas terapias e não mais o crescimento ou a 

viabilidade da célula em questão (CLATWORTHY; PIERSON; HUNG, 2007). É sabido que 

a pressão seletiva dos antimicrobianos faz com que bactérias mais resistentes sejam 

selecionadas, assim, quando focamos em seu mecanismo patogênico e não em sua viabilidade, 

a célula não necessita mais adquirir mecanismos para manter-se viva, o que é seu objetivo 

primário. Assim podemos, talvez, evadir sua necessidade de criar mecanismos para resistir 

aos antimicrobianos ou novos compostos que tenham como alvo mecanismos da 

patogenicidade dessas, já que sua sobrevivência não está ameaçada (CLATWORTHY; 

PIERSON; HUNG, 2007). Estratégias como a criação de inibidores enzimáticos são as 

maneiras que temos atualmente de contornar a resistência a classes como a dos beta-
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lactâmicos. A associação entre amoxicilina e ácido clavulânico é usada mundialmente para 

aumentar a ação do antibiótico através da inibição das enzimas beta-lactamases pelo 

clavulanato (ZOWAWI et al., 2015). 

 

1.2.1 Enterobacteriaceae multirresistentes 

 

A resistência de bactérias gram-negativas acontece principalmente devido a existência 

de enzimas beta-lactamases responsáveis por ligarem-se e desativarem os antimicrobianos da 

classe dos beta-lactâmicos (MORRILL et al., 2015). A existência de enzimas beta-lactamases 

de espectro estendido (ESBLs) na família Enterobacteriaceae existem desde os anos 80, 

porém os carbapenêmicos, da classe dos beta-lactâmicos, considerados de última escolha para 

tratamento de bactérias gram-negativas, foram efetivos por muitos anos no tratamento de 

cepas de Enterobacteriaceae produtoras de ESBLs (ZOWAWI et al., 2015). Porém, o 

surgimento de enzimas carbapenemases e a aquisição dos genes que codificam essas enzimas 

por cepas da família em questão, criou uma nova problemática envolvendo a multirresistência 

bacteriana.   

A multirresistência na família Enterobacteriaceae vem crescendo exponencialmente e 

é reportada pelo CDC como uma ameaça urgente a saúde pública (MORRILL et al., 2015). O 

aparecimento das carbapenemases nestas bactérias levou a evolução da resistência dessas, 

tornando-as, assim, bactérias de difícil tratamento com os antimicrobianos disponíveis 

atualmente. Enterobacteriaceae resistentes aos carbapenêmicos, mundialmente conhecida 

como ECR, carreiam frequentemente mecanismos de resistência a outras classes de 

antimicrobianos, além dos beta-lactâmicos (MORRILL et al., 2015). As principais 

carbapenemases produzidas por essa família são New Delhi metalo-β-lactamases (NDM), 

Oxacilinase-48 (OXA-48) e Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC) (ZOWAWI et al., 

2015). Essa produção de enzimas ocorre ou por via cromossomal ou por aquisição de 

elementos móveis, como plasmídeos. A aquisição de genes de resistência por elementos 

móveis é de grande preocupação, devido à transferência horizontal responsável pela rápida 

disseminação dessas enzimas para bactérias antes susceptíveis. Ou seja, essa resistência pode 

facilmente se espalhar pela comunidade, aumentando à densidade de bactérias carreadoras de 

genes de resistência através de elementos móveis (LUTGRING; LIMBAGO, 2016). 
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O CDC reporta que, nos EUA, mais de nove mil infecções associadas com cuidados na 

saúde são causadas pelos dois tipos de enterobactérias resistentes aos carbapenemicos (ECR) 

mais comuns, Klebsiella e Escherichia. Essas infecções são extremamente preocupantes, pois 

resultam em altas taxas de mortalidade, variando de 18-48%, dependendo da terapia utilizada 

(MORRILL et al., 2015). O CDC também relata que 50% dos pacientes que desenvolvem 

infecções sanguíneas pelas bactérias do ECR vão morrer devido a essa infecção (ZOWAWI et 

al., 2015). Esses dados alarmantes e as opções limitadas de tratamento para infecções 

causadas pelo CRE fizeram pesquisadores e clínicos a explorar opções mais imediatistas, 

visto que o desenvolvimento de novos antimicrobianos é lento, como a reutilização de 

antimicrobianos como a classe das polimixinas e dos aminoglicosídeos (MORRIL et al., 

2015). 

 

1.2.2 NDM-1 (New Delhi metalo-β-lactamases) 

 

O gene blaNDM pode ser carreado por vários plasmídeos, raramente é integrado ao 

cromossomo, e esses elementos móveis também podem conter vários outros genes de 

resistência (NORDMANN et al., 2011). Já foram descritas 16 variantes da enzima NDM e 

embora a maioria das cepas produtoras de NDM pertença à família Enterobacteriaceae, essa 

carbapenemase já foi relatada em Acinetobacter spp e Pseudomonas aeruginosa causando 

importantes infecções nosocomiais. Isolados de enterobactérias produtoras de NDM-1 podem 

causar diferentes infecções como no trato urinário e pulmonares, bacteremia, peritonite, 

infecções de tecido mole e infecções associadas a dispositivos médicos(NORDMANN et al., 

2011 ). Essa enzima é inibida por EDTA e não é inibida pelo clavulanato (Narayanan et al., 

2016). São inibidas por EDTA, pois esse é um quelante e essa classe de enzimas contém íons 

metálicos de zinco (ZOWAWI et al., 2015). 

A primeira NDM foi identificada em Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli de um 

mesmo paciente, na Suécia em 2008 (YONG et al., 2009). No Brasil o primeiro relato de 

NDM-1 foi em 2013, em uma cepa de Providencia rettgeri, em um hospital do Rio Grande do 

Sul (CARVALHO-ASSEF et al., 2014). Um estudo retrospectivo realizado nesse hospital 

avaliou cepas resistentes aos carbapenêmicos isoladas em 2012 e seis dessas eram de E. 

hormaechei subsp. oharae NDM-1 positivas. Essas cepas foram isoladas de pacientes 
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assintomáticos, por swabs retais, e do ambiente, em uma pia do hospital (CARVALHO-

ASSEF et al., 2014). 

Isolados produtores de NDM-1 foram descritos pelo mundo todo e em muitos casos a 

fonte da contaminação foi identificada na Índia. Enquanto muitos destes pacientes tinham 

história de hospitalização na Índia, Paquistão ou Bangladesh, outros apenas viajaram para esta 

região. Isso sugere a aquisição de bactérias produtoras de NDM pela ingestão de água 

contaminada o que resultou na colonização intestinal (KHAN & NORDMANN, 2012). 
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1.3. BIOFILMES 

 

 

Biofilmes são agregados tridimensionais de microcolônias compostas de micro-

organismos, bactérias e/ou fungos, capazes de produzirem e excretarem uma matriz 

exopolimérica, que garante proteção a esses e adesão a superfícies bióticas e abióticas (KIM, 

S. M. et al., 2012). Esse complexo, quando maduro, é conhecido por configurar uma maior 

tolerância ao estresse exógeno, resposta imune, a antibióticos e biocidas (KIM, S. M. et al., 

2012). As células bacterianas planctônicas (de vida livre) e as células do biofilme diferem 

fisiologicamente e geneticamente. As propriedades físicas dos biofilmes são determinadas 

pela matriz exopolimérica e as propriedades patológicas pelas características das bactérias que 

formam esse biofilme. A população bacteriana que cresce em biofilme é composta por uma 

subpopulação heterogênea de células em diferentes estágios de crescimento (MURUGAN; 

SELVANAYAKI; AL-SOHAIBANI, 2016).  

Além das diferenças na fase de crescimento, as células do biofilme também são 

heterogêneas em relação à disponibilidade de oxigênio e nutrientes. Assim, a maioria das 

células se concentra próxima à fonte de nutrientes e ao oxigênio, enquanto a minoria do 

crescimento acontece no interior do biofilme (STOODLEY, P et al., 2002).  A formação do 

biofilme pode ser dividida em cinco estágios: (1) adesão inicial da bactéria à superfície, que 

configura um processo reversível (se a bactéria estiver aderida a uma célula eucariótica pode 

ocorrer a invasão celular, ou então a via da formação de biofilme), (2) a adesão irreversível 

com produção de matriz exopolimérica, (3) o desenvolvimento inicial da arquitetura do 

biofilme (formação de microcolônias), (4) a formação do biofilme maduro e a (5) dispersão de 

células planctônicas desse biofilme (STOODLEY, P et al., 2002). Esses passos estão 

ilustrados na figura 1.  

 

Figura 1. Exemplo das etapas de formação de biofilme (STOODLEY, P et al., 2002). 
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A adesão, mediada principalmente por fimbrias e/ou curli, pode ser desde superfícies 

bióticas, como nos dentes ou no pulmão de pacientes com fibrose cística, até superfícies 

abióticas, como marca-passos e cateteres urinários (MURUGAN; SELVANAYAKI; AL-

SOHAIBANI, 2016). Infecções relacionadas a dispositivos médicos e associadas a biofilmes 

são as doenças nosocomiais mais frequentes. O CDC estima que, até 2015, só em suas 

instalações americanas, foram detectadas 560.000 infecções do trato urinário associadas a 

cateteres, em que o principal fator de risco para a patogênese é a formação de biofilme no 

cateter (MURUGAN; SELVANAYAKI; AL-SOHAIBANI, 2016). A adesão inicial do 

biofilme é dinâmica e reversível, ou seja, permite que a bactéria abandone a superfície e 

retorne ao estado planctônico. Já a adesão irreversível é caracterizada pela ligação permanente 

a superfícies pela produção da matriz exopolimérica (MURUGAN; SELVANAYAKI; AL-

SOHAIBANI, 2016). 

A matriz exopolimérica, mais conhecida como EPS (extracelular polymeric 

substances), corresponde a aproximadamente de 75-80% do biofilme e é composta 

principalmente de polissacarídeos, além de proteínas, lipídeos e ácidos nucléicos 

(MURUGAN; SELVANAYAKI; AL-SOHAIBANI, 2016). Os EPS têm diferentes funções 

dentro do complexo biofilme, podendo influenciar de maneira física ou comportamental 

nesse, como: adesão, dispersão, força mecânica, resistência a antibióticos, degradação exo-

enzimática, conexão entre células, interação entre microcolônias do biofilme, tolerância e 

troca de material genético. Existe uma forte associação física do EPS com o DNA das 

bactérias nos biofilmes, o que cria uma barreira capaz de interromper a penetração de 

moléculas, como as de antibióticos ou biocidas (MURUGAN; SELVANAYAKI; AL-

SOHAIBANI, 2016; STOODLEY, P et al., 2002).  

Essas moléculas também são capazes de atuar como uma resina de troca iônica, 

causando mudança na carga de agentes que não conseguirão penetrar no biofilme. Dessa 

maneira, podemos perceber porque as chances de sobrevivência das células mais embebidas 

dentro da matriz de EPS são maiores do que as mais expostas (MURUGAN; 

SELVANAYAKI; AL-SOHAIBANI, 2016). Condições ambientais influenciam na produção 

de EPS e na formação de biofilme, porém o que é mais comumente disseminado na literatura 

é que o tipo de bactéria que compõem o biofilme é o que mais influencia nessas duas 

características. Por exemplo, P. aeruginosa é uma bactéria que forma biofilmes de maneira 

excelente, produz uma EPS constituída alginato, lactobacilos, glucanos e frutanos 

(MURUGAN; SELVANAYAKI; AL-SOHAIBANI, 2016). 
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A expansão destas microcolônias no biofilme depende de mecanismos de sinalização 

celular que monitoram a densidade populacional, como o quórum sensing (HALL-

STOODLEY; STOODLEY, P et al., 2002). Através desse mecanismo ocorre a comunicação 

pela qual as bactérias regulam a expressão de genes especializados em resposta à densidade 

populacional. O quórum sensing depende da síntese de pequenas moléculas denominadas de 

auto indutores, cuja produção aumenta de acordo com o aumento da densidade populacional. 

Esse mecanismo regula diversos processos fisiológicos incluindo “swarming”, biossíntese de 

antibióticos, transferência de plasmídeos conjugais e produção de fatores de virulência 

(HARDMAN; STEWART; WILLIAMS, 1998). 

No biofilme maduro a comunidade formada troca e compartilha produtos que 

desempenham uma função essencial na manutenção da arquitetura do biofilme e 

proporcionam um ambiente favorável para as bactérias que o habitam. Nessa fase, a maioria 

das células apresenta crescimento lento ou até ausência de crescimento, isso ocorre pela 

liberação de fatores em resposta ao estresse (HALL-STOODLEY; STOODLEY, Paul, 2002). 

Assim, observamos, novamente, que células dentro de um biofilme são diferentes 

fisiologicamente. Quando o biofilme é capaz de se diferenciar começa a dispersão de células 

planctônicas. As bactérias da comunidade conseguem perceber mudanças ambientais, como 

disponibilidade de nutrientes, aumento de produtos tóxicos, oscilações de oxigênio, e avaliam 

se é mais benéfico ficar no biofilme ou retornar à forma livre (STOODLEY et al., 2002).  

Como dito anteriormente, biofilmes podem estar associados com infecções em 

superfícies abióticas como dispositivos médicos. O interesse nessas infecções pode ser 

explicado pelo grande impacto que as infecções associadas a biofilme têm na saúde publica. 

De acordo com o CDC, somente nos EUA o número anual de infecções hospitalares 

adquiridas envolvendo micro-organismos em biofilme é estimado em 1,7 milhões resultando 

em um aumento de U$ 11 bilhões nos custos hospitalares (RÖMLING et al., 2014). O custo 

anual envolvendo infecções associadas a biofilme nos EUA é estimado em U$ 94 bilhões 

resultando em mais de 500 mil mortes (RÖMLING et al., 2014) . O diagnóstico e tratamento 

clínico das infecções associadas a biofilme são difíceis pela falta de procedimentos padrões. 

Os métodos de cultura e avaliação de suscetibilidade utilizados não avaliam o 

biofilme, mas sim apenas células individuais. Como citado anteriormente, células 

planctônicas são fisiologicamente diferentes das células aderidas e é devido a isso a grande 

chance de falha terapêutica no tratamento de infecções associadas a biofilme. A medida mais 
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adotada em infecções relacionadas a dispositivos médicos e biofilmes geralmente é a remoção 

do dispositivo. Vimos que biofilmes são mais resistentes aos antimicrobianos do que células 

livres pela produção da matriz exopolimérica, transmissão de genes de resistência, inativação 

por alta concentração de iônica, baixo pH e presença de células metabolicamente inativas que 

sobrevivem ao tratamento. A fim de contornar a problemática da resistência aos 

antimicrobianos e das doenças nosocomiais associadas a biofilmes é necessário o 

desenvolvimento de terapias capazes de inibir ou bloquear fatores de virulência. Essa forma 

de pensamento, sem matar a bactéria e nem inibir seu crescimento, ganha destaque nos 

últimos anos, porque evita a pressão seletiva dos antibióticos e, assim, pretende-se reduzir a 

resistência bacteriana (JUMA; FORSYTHE, 2015). 
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1.4 TIPOS DE BIOFILME 

 

 

Biofilmes podem formar-se em diferentes ambientes, exigindo que existam distintas 

formas de avaliar seu complexo processo de formação. Características como a superfície em 

que está inserido, a distribuição de nutrientes, o oxigênio e a água influenciam na sua maneira 

de formação e organização, existindo, então, diferentes tipos de biofilme (SERRA; HENGGE, 

2014). A forma mais conhecida de formação de biofilmes é a de submersão.  Em laboratório, 

essa forma é feita em placa 96 poços, crescendo na superfície sólida da placa, embebido em 

meio de cultura nutriente. Esse sistema mimetiza, na prática, o crescimento em superfícies de 

dispositivos médicos e de ambientes líquidos. O biofilme de crescimento em película é 

utilizado para avaliação da formação em ecossistemas aquáticos, em laboratório é feito 

através do desenvolvimento na interface entre líquido e ar. Biofilmes subaéreos crescem em 

superfícies sólidas, como rochas e prédios na presença de micronutrientes. Já o biofilme em 

macrocolônias cresce em matérias orgânicas em decomposição, como solos ou alimentos. Em 

laboratório, sua avaliação é feita através de crescimento em placas de ágar semissólido 

(SERRA; HENGGE, 2014) (Figura 2.). 

 

Figura 2. Ilustração dos quatro diferentes tipos de biofilme encontrados na natureza, indústria e área 

médica. Adaptado de Serra & Hengge, 2014. 
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1.4.1 Biofilmes em macrocolônias 

 

Biofilmes bacterianos são comunidades multicelulares estruturadas cuja adesão 

envolve flagelos e componentes da matriz extracelular como fímbrias, fimbrias tipo curli e 

exopolissacarídeos. Também é sabido que biofilmes contêm zonas morfologicamente e 

fisiologicamente distintas. Já em 1987 havia relatos de diferentes padrões na formação de 

macrocolônias por E. coli e células de diferentes tamanhos em distintas partes dessas 

macrocolônias (SHAPIRO, 1987). Como dito anteriormente, diferentes bactérias têm 

diferentes capacidades de formação de biofilme e uma característica que é envolvida nisso é a 

produção de matriz extracelular para adesão bacteriana.  

Bactérias entéricas, como as enterobactérias, expressam diferentes moléculas de 

adesão em sua matriz extracelular. Por exemplo, em Salmonella typhimurium e E. coli o 

principal componente proteico da matriz extracelular é a proteína curlina seguida pela 

celulose (BARNHART; CHAPMAN, 2006). Esses morfotipos podem ser visualizados em 

macrocolônias em ágar contendo corante Congo Red (CR) (ZOGAJ et al., 2003). 

 

Figura 3. Macrocolônias de S. typhimurium crescidas em placas contendo Congo Red 26 °C por 48 h 

(BARNHART; CHAPMAN, 2006).  

No estudo de macrocolônias de Serra et al. 2013, é apontado que a morfologia das 

células bacterianas varia de acordo com a distribuição de nutrientes no biofilme, formando 

diferentes zonas conforme a fonte de nutrientes. Nas camadas inferiores e nas bordas do 

biofilme em macrocolônia, zonas próximas ao ágar, a morfologia das células indicou 

fisiologia de crescimento pós-exponencial (células alongadas com flagelos). Na parte mais 

interna e nas camadas superiores, onde os nutrientes eram limitados, as células bacterianas 

exibiram características morfológicas da fase estacionária (células ovoides produzindo curli). 

Por fim, a camada intermediária apresentou heterogeneidade, formando uma zona de 
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transição, na qual foram encontradas células ovoides produzindo curli e células sem flagelos e 

nem curli (essas, provavelmente, estão na fase de transição entre a perda do flagelo e o início 

da produção de curli) (SERRA et al., 2013). 

Esses achados evidenciam a importância da utilização do modelo de macrocolônias 

para a avaliação das diferentes regiões morfológicas dentro do biofilme, características que as 

demais formas de avaliação não oferecem. É extremamente difícil avaliar a arquitetura 

desenvolvida pelo biofilme, as diferentes condições ambientais em que células que nele 

habitam estão expostas e as diferentes possíveis morfologias dessas células. Todas essas 

características podem ser avaliadas no modelo de macrocolônia, ajudando a elucidar 

diferentes questionamentos que não são possíveis no modelo mais utilizado de crescimento de 

biofilmes, o submerso (SERRA; HENGGE, 2014). 
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1.5. TERAPIA COMBINADA 

 

 

Um dos maiores problemas enfrentados na clínica é o tratamento de bactérias gram-

negativas multirresistentes (ELEMAM; RAHIMIAN; DOYMAZ, 2010). Como a produção de 

novos agentes antimicrobianos, principalmente almejando bactérias gram-negativas, tem 

diminuído, existe a emergência de novas terapias que possam combater a multirresistência aos 

antibióticos disponíveis no mercado. É nesse contexto que a utilização da terapia combinada 

de antimicrobianos representa uma alternativa promissora.  

Um exemplo de terapia combinada protocolada e utilizada mundialmente é a do 

tratamento da tuberculose. Causada pela espécie Mycobacterium tuberculosis, essa doença é 

disseminada mundialmente e a Organização Mundial da Saúde (OMS) relata que, devido ao 

uso da terapia combinada em seu tratamento 43 milhões de vidas foram salvas no período de 

2000 a 2014. Os antibióticos usados na terapia combinada padronizada são isoniazida, 

rifampicina, pirazinamida e etambutol. A OMS também relata que existem cepas resistentes a 

essa terapia de primeira instância e que antimicrobianos de segunda linha são uma opção, mas 

que essa não tem a mesma chance de efeito positivo. Em 2014, 480 mil pessoas adquiriram M. 

tuberculosis multirresistente no mundo. Esses dados levaram pesquisadores voltarem a testar 

diferentes combinações de terapias a fim de conseguir um melhor desfecho para pacientes 

infectados com esse micro-organismo multirresistente (ZHAO et al., 2016). 

 Uma das bactérias mais estudadas em pesquisas de terapias combinadas é 

Acinetobacter baumannii multirresistentes (BAE et al., 2016; BREMMER et al., 2016; LI, J. 

et al., 2006; WANG, Y. et al., 2014). Essa bactéria gram-negativa, quando causando doenças 

nosocomiais é de morbidade e mortalidade significativa (BREMMER et al., 2016).  A terapia 

combinada também é extensamente utilizada para achar uma terapêutica que combata 

Staphylococcus aureus resistentes a meticilina, visto que sua patogenicidade é alta. Nos EUA 

ele é um dos principais causadores de doenças nosocomiais, além de estar intimamente 

relacionado a infecções adquiridas através de dispositivos médicos, sendo também capaz de 

ser adquirido na comunidade. Dentro da família Enterobacteriaceae, existem pesquisas na 

literatura principalmente quanto à espécie K. pneumoniae (BRATU et al., 2005; ELEMAM; 

RAHIMIAN; DOYMAZ, 2010; KU et al., 2015; LEE, C. R. et al., 2016; TÄNGDÉN et al., 

2014; WANG, X. et al., 2015). Desde que surgiram cepas produtoras de KPC houve a 
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necessidade de que também fossem avaliadas outras estratégias para combate dessa espécie 

multirresistente.  

 

1.5.1 Re-emergência das polimixinas 

 

 Nesse contexto, de diferentes bactérias multirresistentes aos antimicrobianos 

disponíveis no mercado e da falta de novos compostos capazes de matar essas bactérias, 

pesquisadores vêm estudando o uso novamente das polimixinas. Esse antimicrobiano foi 

usado na década de 50 e teve seu uso suspenso após alguns anos devido a observação da alta 

toxicidade, principalmente nefro e neurotoxicidade, desse composto (LI, J. et al., 2006). 

Como seu uso foi suspenso durante muito tempo, acredita-se que as bactérias multirresistentes 

sejam susceptíveis a esse antibiótico ou, pelo menos, não possuam mecanismos para inibir sua 

ação, fazendo desse um potencial agente para ser usado em combinação de terapias (LI, J. et 

al., 2006).  

 Com o foco novamente nessa classe de antimicrobianos, foram conduzidos estudos 

farmacocinéticos e farmacodinâmicos que constataram que a toxicidade desses compostos 

está relacionada com a dosagem (LI, J. et al., 2006). Esses compostos, em monoterapia, 

geralmente não atingem concentrações plasmáticas suficientes para que possam inibir o 

crescimento das bactérias e isso desenvolveria uma rápida resistência dessas bactérias que não 

foram eliminadas por esse antimicrobiano. A combinação dessa classe com outros 

antimicrobianos pode beneficiar a farmacodinâmica desse e causar um efeito sinérgico nessa 

combinação (LI, J. et al., 2006). A sinergia entre compostos pode acontecer de duas maneiras: 

um composto mata a subpopulação que resistiu a ação do outro composto em questão ou pelo 

aumento da eficiência dos dois compostos em questão, atuando em diferentes locais na 

bactéria um composto aumenta ou estende a chance do outro de erradicar a bactéria 

(LANDERSDORFER et al., 2013). Outra consideração a ser feita é que como as polimixinas 

atuam na membrana das bactérias, esse composto pode diminuir o efeito de mecanismos de 

resistência de bactérias amplamente conhecidos, como as bombas de efluxo (BERGEN et al., 

2015). 

 A classe das polimixinas tem propriedades detergentes catiônicas e seu mecanismo de 

ação é através da alteração da membrana celular externa das bactérias. Dito isso, essa classe é, 
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principalmente, utilizadas em bactérias gram-negativas. Não existem valores definidos de 

resistência ou susceptibilidade universalmente aceitos para essa classe quanto a bactérias da 

família Enterobacteriaceae. Portanto, para avaliação do seu uso aplicado a infecções causadas 

por essa família, clínicos e pesquisadores tem de definir seus próprios valores de resistência e 

susceptibilidade. Alguns estudos usam os valores de outras bactérias como P. aeruginosa, 

sendo 2 mg/L susceptível, para avaliações de bactérias sem valores definidos (ELEMAM; 

RAHIMIAN; DOYMAZ, 2010). Existem duas polimixinas disponíveis no mercado, colistina 

e polimixina B (LI, J. et al., 2006). Estudos variam quanto à escolha entre elas para 

tratamentos e avaliação de terapias combinadas, porém no Brasil prevalece o uso da 

polimixina B na clínica (RIGATTO et al., 2016). 

 A utilização das polimixinas na terapia combinada vem sido estudada, geralmente, 

junto com os antimicrobianos rifampicina, carbapenêmicos, aminoglicosídeos e 

glicopeptídeos (BERGEN et al., 2015). A terapia combinada entre esses antibióticos já foi 

avaliada para diferentes gêneros multirresistentes citados anteriormente (A. baumannii, P. 

aeruginosa, K. pneumoniae) e para outros (BERÇOT et al., 2011; LIN et al., 2010). O 

sinergismo dos antimicrobianos pode ser avaliado por diferentes metodologias. 
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1.6. ESTUDOS IN VITRO COM COMBINAÇÕES DE COMPOSTOS 

 

 

Para uma melhor abordagem no tratamento de infecções relacionadas com biofilmes, a 

avaliação em conjunto de resultados da clínica e da pesquisa é necessária (CLATWORTHY; 

PIERSON; HUNG, 2007; PRODUCING, 2016). As condições in vitro utilizadas nos 

laboratórios para avaliação de inibição e erradicação de biofilmes estão conectadas com os 

resultados obtidos, ou seja, diferentes métodos utilizados trazem diferentes resultados 

dependendo das condições utilizadas (CHEN, L.; WEN, 2011; PARSEK; SINGH, 2003). Isso 

mostra a dificuldade eminente de padronização da metodologia para pesquisa, além disso, os 

resultados obtidos in vitro não consideram todas as condições em que as bactérias serão 

expostas no hospedeiro.  

O consenso entre a prática clínica e a pesquisa é que a detecção da infecção associada 

ao biofilme deve ser identificada da forma mais rápida possível (CHEN, L.; WEN, 2011). 

Assim como não existem métodos padronizados para erradicação e inibição de um biofilme, 

também não existem para identificação de uma possível infecção por essa forma de 

crescimento bacteriano. Parsek & Singh protocolaram quatro critérios, que são adotados por 

alguns microbiologistas clínicos ao redor do mundo, para a detecção de biofilmes na clínica: a 

bactéria deve estar associada a superfícies ou aderida a um substrato, o exame bacteriológico 

deve revelar aglomerados bacterianos embebidos em uma matriz ou constituintes celulares do 

hospedeiro, a infecção deve ser localizada e a infecção deve ser resistente ao tratamento 

mesmo com a susceptibilidade de células sésseis (PARSEK; SINGH, 2003). Esses critérios 

são básicos no conhecimento da formação e da patogenicidade de biofilmes e como é difícil 

conseguir amostras íntegras do biofilme na coleta clínica, alguns desses critérios são difíceis 

de atender, estendendo o tempo de identificação da infecção por biofilme. Além disso, o 

critério de infecção localizada, às vezes, pode não ser identificado devido à capacidade do 

biofilme de causar inflamação nos tecidos adjacentes (CHEN, L.; WEN, 2011).  

Essa habilidade do biofilme de causar inflamações prejudica além da área 

propriamente dita da infecção e, ainda, é responsável pelas características da infecção crônica 

causada por biofilmes (CHEN, L.; WEN, 2011). Um estudo com 80 pessoas, utilizando 

cateter para diálise peritoneal, mostrou que mesmo que haja formação de biofilme nesse 

dispositivo, células planctônicas foram as responsáveis por causar peritonite aguda, 
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inflamação no abdome (CHEN, L.; WEN, 2011). Isso mostra o porquê se pensa em uma 

combinação de diferentes componentes para tratamentos de biofilmes, como ocorre no 

tratamento da tuberculose, em que se considere a inflamação e infecção tanto das células do 

biofilme quanto das planctônicas. 

Um artigo de W. Edmund Farrar Jr. e Jane K., de 1973 mostra uma das terapêuticas 

que ainda é a mais estudada para a tentativa de erradicação de bacilos gram-negativos 

multirresistentes, a avaliação de sinergismo entre antibióticos. A combinação de diferentes 

compostos, por exemplo, antibióticos da classe dos beta-lactâmicos e compostos que inibem a 

ação de beta-lactamases, como ácido clavulânico, vem sendo uma estratégia para combater a 

crescente resistência das bactérias aos antibióticos disponíveis no mercado (FARRAR; 

NEWSOME, 1973). Existem diferentes técnicas para a avaliação de possível sinergismo entre 

compostos contra bactérias, mas as principais e mais utilizadas são o método time-kill, 

checkerboard e E-test. Diversos estudos comparam as três metodologias e mostram que existe 

discordância entre elas, mas que cada uma dessas tem suas vantagens e desvantagens, sendo 

difícil escolher uma dessas como o padrão a ser utilizado (BREMMER et al., 2016; WHITE, 

R L et al., 1996; ZUSMAN et al., 2013). Diferentes bactérias responderão de forma distinta 

às combinações de compostos, não sendo, portanto, uma definição estática o resultado dos 

métodos de combinação de compostos. Ou seja, se determinada combinação funciona para 

uma cepa de Enterobactérias produtoras de KPC, não significa que essa combinação também 

funcionará para Enterobactérias produtoras de NDM-1.  

Alguns estudos sugerem que o método time-kill é o mais preciso entre os disponíveis, 

porém ele é demasiado demorado e exige um extenso trabalho braçal, o que faria dele 

irreprodutível na clínica (WHITE, R L et al., 1996). Isso mostra a vantagem do método de 

checkerboard, onde são aferidas as combinações de compostos em placa de 96 poços e 

avaliação da sobrevivência ou morte das bactérias após 18-21 h (HSIEH et al., 1993; RAND 

et al., 1993). A utilização de fitas E-test também é um teste de rápido resultado, visto que as 

fitas são pré-prontas com diferentes concentrações de antibióticos nessas, e o sinergismo, ou a 

falta dele, é observada apenas por se a bactéria cresceu ou não no ágar em que as fitas foram 

postas (WHITE, R L et al., 1996). Esse método exibe a desvantagem de as fitas apresentarem 

um maior custo, comparado com a diluição de antibióticos utilizada nos outros dois métodos 

apresentados. 
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1.6.1 Método time-kill 

 

O método time-kill testa os compostos em combinado e sozinhos em concentrações 

que variam, por exemplo, de ¼ a 2 x a MIC (concentração inibitória mínima) desses. Isso 

resulta em diferentes combinações a serem testadas para o micro-organismo em questão. O 

inóculo é definido e seu volume também, para que posteriormente possam ser considerados na 

diluição e na distribuição desses em placa de ágar Mueller-Hinton (MHA). Os 

antimicrobianos são adicionados, sozinhos e o combinados, ao inóculo e incubados sob 

agitação, geralmente a 35 ºC por 24h. São coletadas amostras em diferentes tempos, sendo no 

mínimo coletadas nos tempos 0 e 24h, diluídas 10 x, pipetadas em placas MHA e incubadas 

para posterior contagem de unidades formadoras de colônia (UFC) e definição do sinergismo. 

Assim, podemos ver o extenso trabalho que esse método exige e como ele torna-se inviável 

em diferentes níveis na prática clínica (WHITE, R L et al., 1996). 

 

1.6.2 Método checkerboard 

 

O método checkerboard pode utilizar concentrações de, por exemplo, 1/32 a 4 x a MIC 

dos compostos a serem avaliados. Os compostos são pipetados de maneira decrescente na 

placa de 96 poços e, após isso, adiciona-se o inóculo. Após um determinado tempo, que pode 

variar de 18-21 h, as placas são verificadas visualmente ou pela leitura da densidade ótica, 

para determinação do poço em que houve sinergismo entre duas concentrações dos diferentes 

antimicrobianos. Ou seja, apenas um poço determinará o sinergismo, o que traz a tona uma 

das desvantagens desse método, pois a relevância estatística de considerar apenas um poço, de 

96 para determinação de sinergismo, torna-se baixa. Outra desvantagem desse método é que 

ele permite diferentes interpretações, como qual o poço que realmente é sinérgico e impede o 

crescimento das bactérias, gerando controvérsias entre estudos sobre esse método (HSIEH et 

al., 1993; WHITE, R L et al., 1996). 
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Figura 4. Exemplo do método de avaliação de sinergismo checkerboard. Adaptado de 

http://www.ibg.kit.edu/nmr/247.php Acesso em: 05 de outubro de 2016. 

 

1.6.3 Método utilizando fitas E-teste 

 

O método de E-teste é o mais simples de todos. As fitas são postas em cruz em placa 

de ágar MH, formando um ângulo de 90º na interseção das MICs dos dois compostos em 

questão. As placas são incubadas de 18-21 h e o sinergismo é definido como a zona de 

inibição onde é observado a MIC do combinado, como mostra a figura 5 (WHITE, R L et al., 

1996). Como citado anteriormente, esse método exibe a desvantagem de as fitas apresentarem 

um custo elevado. 

http://www.ibg.kit.edu/nmr/247.php
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Figura 5. Exemplo do método de avaliação de sinergismo com fitas E-teste. Figura adaptada de White et 

al. 1996. 

A forma como são operados cada um dos três métodos muda um pouco conforme os 

diferentes estudos apresentados na literatura, mas em resumo o que acontece em suas 

realizações é o que foi citado acima. Assim, observamos que cada um tem suas 

particularidades, vantagens e desvantagens. Para escolher entre esses métodos para avaliação 

de sinergismo entre compostos é preciso considerar pontos como para o que ele será realizado 

(clínica ou pesquisa), que micro-organismo está sendo avaliado (pelo tempo de crescimento 

de cada um e particularidades genéticas, principalmente), mão de obra a ser utilizada, tempo a 

ser despendido, custo benefício entre outros (WHITE, R L et al., 1996). 

 

1.6.4 Avaliação do sinergismo 

 

Ao final do teste checkerboard e E-test é realizado um cálculo chamado FIC index. 

Esse cálculo avalia a concentração inibitória fracional (FIC) dos antimicrobianos utilizados e, 

posteriormente, soma o FIC desses resultando no FIC index. O FIC é calculado da seguinte 

forma para os métodos checkerboard e E-test: MIC do composto sozinho / MIC do composto 

na combinação. Existem diferentes formas de interpretar se há ou não sinergismo, alguns 

autores utilizam um FIC index de < 1 para sinergismo e outros <= 0.5. Indiferença é 

considerado do FIC index final de sinergismo (sendo 1 ou 0.5) até 4, FIC index maior que 4 

mostra antagonismo entre os compostos avaliados (HSIEH et al., 1993). 
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Para o método time-kill, geralmente é considerado sinergismo quando há diminuição 

de 2 log na contagem de colônias, submetidas à combinação de compostos depois de 24h, 

comparadas com a contagem de colônias submetidas apenas ao composto que se mostrou 

mais ativo. Também é considerado que há sinergismo quando essa diminuição de 2 log existe 

comparada com a contagem de colônias formadas pelo inóculo inicial sem ação de 

compostos. Indiferença é definida como uma diminuição menor que um log na comparação 

entre colônias submetidas à ação dos compostos após 24 h com a contagem das colônias nas 

quais o inóculo foi submetido pelo agente mais ativo. Antagonismo é definido como um 

aumento de 2 log na contagem comparada, feita como citado anteriormente 

(LANDERSDORFER et al., 2013; LIN et al., 2010; TÄNGDÉN et al., 2014). 
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1.7. MODELO IN VIVO 

 

Por razões éticas é proibido conduzir testes experimentais primários em humanos, 

como identificação de virulência de bactérias, avaliação de resposta imune à infecção, 

avaliação da toxicidade e efetividade de compostos antimicrobianos. Por isso, o estudo de 

doenças infecciosas requer modelos animais como hospedeiros. O modelo murino Mus 

musculus é o favorito para estudos in vivo, devido a sua anatomia, imunologia e da 

suscetibilidade semelhante a patógenos que murinos e humanos compartilham. A principal 

desvantagem desse modelo está relacionada com problemas éticos de experimentação em 

mamíferos. Outros problemas como o longo período de reprodução, a extensa mão de obra 

para manutenção, e seu alto custo, e o número de ratos necessários para a realização de 

experimentos (GLAVIS-BLOOM, MUHAMMED, MYLONAKIS, 2011). 

 

1.7.1 Modelos invertebrados 

 

Humanos e invertebrados possuem características evolutivas análogas possibilitando o 

uso desses como modelo de hospedeiro para estudos in vivo. O emprego de espécies como 

Caenorhabditis elegans, Drosophila melanogaster e Galleria mellonella confere diversas 

vantagens em relação aos modelos de mamíferos, razão pela qual, com o passar dos anos e 

com o aumento das barreiras éticas, seu emprego ter aumentado (KAVANAGH; 

KAVANAGH; REEVES, 2016). As principais vantagens que esses três modelos 

compartilham são o baixo custo desses invertebrados, sua fácil manutenção, o seu tamanho 

reduzido comparado com mamíferos e o seu curto ciclo de vida(GLAVIS-BLOOM, 

MUHAMMED, MYLONAKIS, 2011) . Quando comparamos o sistema imunológico de 

insetos, como o de Galleria mellonella, com o de nematódeos, como o de Caenorhabditis 

elegans, constatamos que esse é mais complexo. O sistema imune inato, principal combatente 

na resposta a patógenos em mamíferos, possui grande homologia funcional e estrutural com o 

de insetos. As células da hemolinfa de insetos são capazes de fagocitar micro-organismos e a 

reposta humoral desses inclui lisozimas e peptídeos antimicrobianos (KAVANAGH; 

KAVANAGH; REEVES, 2016; RAMARAO; NIELSEN-LEROUX; LERECLUS, 2012). 

Além das características do sistema imune, existem semelhanças entre células epiteliais do 

intestino médio de larvas de insetos e células intestinais dos mamíferos. Além disso, 
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componentes essenciais como adesão celular, resistência a peptídeos antimicrobianos, 

degradação do tecido e adaptação ao estresse oxidativo parecem ser de extrema importância 

no processo de infecção em insetos tanto quanto são em humanos (RAMARAO; NIELSEN-

LEROUX; LERECLUS, 2012).  

 

1.7.2 Galleria mellonella 

 

Estudos têm utilizado larvas de G. mellonella como modelo in vivo para avaliação de 

virulência e testes de novos compostos antimicrobianos para bactérias gram negativas 

multirresistentes como P. aeruginosa, A. baumannii e K. pneumoniae (BENTHALL et al., 

2015; KREZDORN; ADAMS; COOTE, 2014) 

O modelo invertebrado de G. mellonella vive em colmeias e ninhos de abelhas se 

alimentando de pólen e cera. Por esse motivo, esse invertebrado é considerado uma peste que 

acomete abelhas. O seu ciclo de vida dura aproximadamente 7 a 8 semanas em temperaturas 

de 25-28°C. Quando a larva sai do ovo, passa por seis estágios, durante 5-6 semanas. Após 

isso, a pré-pupa e pupa são formadas, durando 2 semanas, até que se transformem em 

mariposa adulta. O modelo de G. mellonella apresenta vantagens que a destacam como 

modelo invertebrado para avaliação da ação de patógenos, sendo a mais importante a sua 

capacidade de sobreviver a 37°C, possibilitando, assim, mimetizar a temperatura do corpo 

humano (WOJDA, 2016). 

 

Figura 6. Estágios do inseto G. mellonella (RAMARAO; NIELSEN-LEROUX; LERECLUS, 2012). 
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A infecção desse invertebrado é feita quando as larvas atingem medidas de 2 cm e 

peso de 250 mg. Isso ocorre através da inoculação com seringa hipodérmica de uma 

quantidade precisa de patógeno ou do composto a ser estudado, geralmente, na última proleg 

do invertebrado. Além disso, estudos mostraram que esse modelo é suscetível a diferentes 

patógenos, o que o faz um modelo de hospedeiro ideal para a avaliação dos mecanismos de 

virulência e de potenciais compostos antibacterianos (GLAVIS-BLOOM, MUHAMMED, 

MYLONAKIS, 2011). A maior limitação desse modelo é que seu genoma ainda não foi 

totalmente sequenciado e não foram desenvolvidos métodos que gerem mutantes, portanto 

não é possível, ainda, saber o que envolvendo a genética desse modelo pode influenciar nos 

resultados obtidos (GLAVIS-BLOOM, MUHAMMED, MYLONAKIS, 2011; WODJA, 

2016).  
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1.8. JUSTIFICATIVA 

 

O presente trabalho orbita sobre a questão alarmante do aumento mundial de cepas 

bacterianas multirresistentes, principalmente enterobactérias produtoras de carbapenemases, 

limitando as opções terapêuticas disponíveis no mercado. Frente a isso, avaliamos a utilização 

da combinação de antimicrobianos já disponíveis que, quando utilizados em conjunto, podem 

promover uma melhora terapêutica ao paciente infectado por esses micro-organismos 

resistentes. Além disso, avaliamos alguns aspectos sobre o que ocorre dentro de um biofilme 

macrocolônia. Ao utilizar macrocolônias primária e secundárias pretendíamos apontar que 

existem diferenças fenotípicas nas bactérias que compõem um biofilme.  
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1.9. OBJETIVOS 

 

1.9.1 Objetivo geral 

 

 

Avaliar a utilização de terapia combinada de antimicrobianos in vitro e in vivo, 

utilizando o modelo invertebrado de Galleria mellonella, no tratamento de infecções causadas 

por Enterobacter hormaechei subsp. oharae produtoras de NDM-1. 

 

 

1.9.2 Objetivos específicos 

 

 

Realizar o ensaio de biofilme macrocolônias e isolar diferentes regiões da 

macrocolônia primária produzida por cepas de E. hormaechei subsp. oharae produtoras de 

NDM-1. 

Avaliar a formação de biofilme dos isolados das macrocolônias de E. hormaechei 

subsp. oharae produtoras de NDM-1. 

Avaliar a eficácia, in vitro, da monoterapia e da terapia combinada dos 

antimicrobianos meropenem, polimixina B e rifampicina frente as cepas de E. hormaechei 

subsp. oharae produtoras de NDM-1. 

Determinar a concentração inibitória mínima para a erradicação de biofilme da 

monoterapia e da terapia combinada dos antimicrobianos meropenem, polimixina B e 

rifampicina frente às cepas de E. hormaechei subsp. oharae produtoras de NDM-1.  

 Avaliar a virulência destas cepas multirresistentes em modelo in vivo de G. mellonella. 

Avaliar a eficácia da monoterapia e da terapia combinada dos antimicrobianos 

meropenem, polimixina B e rifampicina em modelo in vivo de G. mellonella previamente 

inoculadas por cepas de E. hormaechei subsp. oharae produtoras de NDM-1. 
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2. ARTIGO CIENTÍFICO 

 

AVALIAÇÃO DA TERAPIA COMBIANDA DE ANTIMICROBIANOS IN VITRO E IN VIVO EM 

MACROCOLÔNIAS DE Enterobacter hormaechei subsp. oharae PRODUTORAS DE NDM-1 

Luana Boff, Flávia Brust, Alexandre Macedo 

 

Despite worldwide dissemination of NDM-1 producing strains there is limited data about it concerning its 

virulence and new routes for treatment. In Brazil, NDM-1 (New Delhi metallo-β-lactamase) carbapenemases 

has mostly been reported in Enterobacter cloacae complex. In this study, we evaluate biofilm macrocolonies 

of NDM-1 producing Enterobacter hormaechei subsp. oharae strains. Our aim was to evaluate the biofilm 

formation, susceptibility of individual and combined antimicrobials agents and toxicity in in vivo Galleria 

mellonella model between primary and secondary macrocolonies. Our findings indicate that there are 

differences between primary and secondary macrocolonies of NDM-1 producing E. 

hormaechei subsp. oharae strains regarding biofilm formation, slightly differences in minimum inhibitory 

concentration and no differences in minimum biofilm eradication concentration until the concentration tested 

512 mg/L. The main finding in this study was that the triple combination therapy of meropenem, rifampicin and 

polymixyn B had the best in vitro synergistic effect and needed a lower concentration of each antimicrobial 

agent to inhibit bacterial growth between the double combination therapy tested. This data correlate to another 

studies about triple combination therapy against NDM-1 producing Enterobacteriaceae strains. As far as we 

know, this is the first report evaluating in vitro triple antimicrobial susceptibility and toxicity in vivo in NDM-1 

producing Enterobacter. 

 

1. INTRODUÇÃO 

A emergência e tratamento de bactérias gram-negativas multirresistentes, incluindo enterobactérias resistentes 

aos carbapenêmicos, representam um dos grandes problemas enfrentados mundialmente, principalmente em 

ambientes hospitalares (1,2). A disseminação de cepas da família Enterobacteriaceae produtoras da 

carbapenemase NDM-1 (New Delhi metallo-b-lactamase) vêm sendo reportada em diferentes partes do mundo, 

principalmente na Ásia (3,4). A maioria das cepas produtoras de NDM-1 são resistentes aos beta-lactâmicos e 
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às outras classes de antimicrobianos (5), por isso, a importância da avaliação de novas opções terapêuticas para 

tratamento de infecções causadas por essas cepas multirresistentes. Nesse contexto, a combinação de dois ou 

mais antimicrobianos tem sido avaliada, afim de que possa ocorrer sinergismo entre esses e uma possível 

melhora terapêutica para o paciente. Uma das classes mais utilizadas para a combinação é a das polimixinas. 

Não utilizada por décadas devido a seus efeitos tóxicos, as cepas multirresistentes são, geralmente, susceptíveis 

a essa classe, o que a torna uma boa escolha para o teste da terapia combinada (6–8). Existem trabalhos que 

avaliam o uso da terapia combinada frente a cepas multirresistentes, como Acinetobacter baumannii, 

Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae, porém existem poucos dados relacionados ao gênero 

Enterobacter, considerado parte também, além das citadas anteriormente, do grupo ESKAPE, grupo de 

patógenos que mais causam doenças nosocomiais nos Estados Unidos da América (9). Sendo assim, o objetivo 

deste trabalho, foi avaliar a eficácia da terapia combinada de antimicrobianos, in vitro e no modelo in vivo de 

Galleria mellonella frente a cepas multirresistentes de Enterobacter hormaechei subsp. oharae produtoras de 

NDM-1. 

 

2. MATERIAIS E MÉTODOS 

2.1. Cepa bacteriana 

A cepa de Enterobacter hormaechei subsp. oharae produtora de NDM-1 (798F) foi cedida pelo Laboratório de 

Pesquisa em Resistência Bacteriana (LABRESIS) do Hospital de Clínicas de Porto Alegre. Essa cepa foi 

isolada de uma amostra de urina de um paciente hospitalizado no estado do Rio Grande do Sul – Brasil. 

2.2. Ensaio de macrocolônias 

Primeiramente, as células foram incubadas em caldo LB (Luria Bertani) overnight a 37°C. Após, 3uL dessa 

cultura foi inoculado em ágar LB contendo Congo Red (40 mg/L) e Coomassie blue (20 mg/L). A placa foi 

selada com parafilme e incubado a 37°C por 5 dias. Diferentes regiões dessa macrocolônia foram selecionadas 

para formação de macrocolônias secundárias utilizando o mesmo método descrito acima (10,11). 

2.3. Ensaio de formação de biofilme 
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A formação de biofilme foi avaliada pela metodologia de cristal violeta em placa de 96 poços. Em cada poço 

foram adicionados 40 uL de TSB (Tryptone soya broth), 80 uL de água estéril e 80 uL do inóculo bacteriano, e 

a placa foi incubada a 37°C por 24 h. Após, as células plactônicas foram retiradas lavando a placa três vezes 

com salina estéril e, posteriormente, a placa foi incubada por 60°C por uma hora para fixar as células ainda 

ligadas à placa. A placa, então, é corada com cristal violeta 0,4% por 15 minutos em temperatura ambiente e em 

seguida o biofilme formado na placa de 96 poços é ressuspendido em 200 uL de etanol por 30 minutos e a 

absorbância da placa é então lida a 570 nm. (12) Os experimentos foram realizados em triplicata. Pseudomonas 

aeruginosa ATCC® 27853 foi utilizado como controle positivo para formação de biofilme. Para análise 

estatística foi utilizado Student test-t e o software Graphpad Prism 6, p ≤ 0,05. 

2.4. Concentração inibitória mínima (MIC) 

A MIC foi determinada por diluição em caldo de acordo com CLSI 2015 (13). Os antimicrobianos foram 

preparados em caldo Mueller-Hinton (MH) para obter as concentrações de 2 – 256 mg/L para meropenem e 

rifampicina e 0,25 – 16 mg/L para polimixina B. O método foi feito em placas de 96 poços, cada poço contendo 

100 uL do antimicrobiano e 100 uL de inóculo bacteriano (5 x 10
5
 UFC/mL). A placa foi incubada por 24 h a 

37°C. A concentração inibitória mínima foi definida como a menor concentração do antimicrobiano a inibir o 

crescimento da bactéria em questão. Todos os experimentos de MIC foram feitos em triplicata. 

2.5. Ensaio concentração mínima para erradicação de biofilme (MBEC) 

Para crescimento do biofilme foram utilizados pedaços de acrílico nas dimensões de 2 x 5 x 10 mm, colocados 

em placas de 96 poços e embebidos em 80 uL de inóculo bacteriano, 80 uL de água estéril e 80 uL de TSB por 

24 h a 37°C. Após, os acrílicos foram retirados e colocados em nova placa de 96 poços com 100 uL de 

antimicrobiano e 100 uL de MH caldo por 18-20 h a 37°C. As concentrações utilizadas para meropenem e 

rifampicina foram de 512, 256 e 128 mg/L e para polimixina B foram de 512, 256, 128, 64, 32 e 16 mg/L. 

Posteriormente, os acrílicos foram retirados da placa, lavados três vezes em salina estéril, colocados em 

eppendorf contendo 1000 uL de salina estéril e agitados em vórtex por 2 minutos para desprender o biofilme 

aderido ao acrílico. Diluições seriadas a partir desse eppendorf foram realizadas, semeadas em ágar MH e 

incubadas por 20 h a 37 °C a para contagem de unidades formadoras de colônias (UFC/mL).                                                        

2.6. Ensaio checkerboard 
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Ensaio realizado em placa de 96 poços com as seguintes combinações de antibióticos: meropenem + polimixina 

B, meropenem + rifampicina, rifampicina + polimixina B e rifampicina + meropenem + polimixina B. Em suma 

o ensaio é feito adicionando 50 uL de um antibiótico em concentrações decrescentes nas colunas da placa de 96 

poços e do outro antibiótico em questão em concentrações decrescentes nas linhas da placa. Além disso, 

adicionou-se 100 uL de inóculo bacteriano de 5x10
5
 UFC/mL em cada poço e incuba-se a placa a 37°C por 24 

h. A absorbância da placa é lida em 600 nm, além disso, é verificada visualmente. (14)  

As concentrações utilizadas nas combinações duplas de antibióticos foram de 64, 32, 16, 8, 4, 2, 1, 0 mg/L para 

meropenem, 128, 64, 32, 16, 8, 4, 2, 1, 0 mg/L para rifampicina e 16, 8, 4, 2, 1, 0,5, 0,25, 0 para polimixina B. 

As concentrações utilizadas na combinação tripla foram para meropenem 4, 2, 1, 0,5, 0,25 mg/L, para 

rifampicina 1, 2, 4 mg/L, e para polimixina B 1, 0,5, 0,25, 0,125 e 0,0625 mg/L. Todas as combinações foram 

realizadas em triplicata e cada placa continha controle de crescimento (MH caldo e inóculo).  

FIC é calculado da seguinte maneira: MIC do antimicrobiano combinado / MIC do antimicrobiano sozinho. 

FICI (Fractional inhibitory concentration index) é a soma dos FIC da combinação. A existência de sinergia 

nesse ensaio foi considerada como um FICI de < 0.5, > 0.5 a 4 foi considerado indiferença entre os compostos 

utilizados em combinação e > 4 foi considerado antagonismo.  

2.6. Ensaio de virulência em modelo in vivo de Galleria mellonella 

Larvas com 220 a 260 mg foram selecionadas para esse estudo. Cada grupo testado continha 10 larvas e os 

inóculos bacterianos testados foram de 4,5 – 5,5 x 10
5
, 1,7 – 2,2 x 10

6
, 4,8 – 6 x 10

6
 e 1 – 1,9 x 10

7
 UFC/larva. 

10 uL do inóculo bacteriano foi injetado usando seringa Hamilton na última proleg direita da larva. Dois grupos 

de controle foram realizados em todos os experimentos: grupo de larvas não injetadas e grupo de larvas 

injetadas com 10 uL de PBS (phosphate-buffer saline). Depois de inoculadas, as larvas foram colocadas em 

placas de Petri que foram seladas e incubadas a 37°C e observadas diariamente quanto a sua sobrevivência, 

durante 120 h. As larvas foram consideradas mortas quando não foram responsivas ao toque em sua cabeça. 

Todos os experimentos foram feitos em triplicata. Os dados de sobrevivência foram plotados através do método 

Kaplan-Meier e para comparação entre os grupos e entre o controle e os grupos foi utilizado o teste log-rank. 
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Todas as análises foram feitas através do software Graphpad Prism 6, sendo significância considerada quando p 

≤ 0.05. 

3. RESULTADOS 

3.1 Macrocolônia 

O método de crescimento de biofilme em ágar LB contendo Congo Red e Comassie blue por 5 dias mostrou 

zonas morfológicas diferentes, como é possível observar na figura 1A. As zonas morfológicas indicadas em 

seta na figura 1A foram coletados e para o novo experimento de macrocolônias, mostrado na figura 1B, 

formando as macrocolônias aqui chamadas de secundárias.  

A                                                                                          B 

 

 

 

 

 

Figura 1. (A) Macrocolônia primária, isolado 798F. Quatro diferentes regiões morfológicas apontadas 

escolhidas arbitrariamente. (B) Macrocolônias secundárias 798-1, 798-2, 798-3 e 798-4. As quatro regiões na 

figura 1 foram submetidas a uma nova formação de biofilme em macrocolônia e estão, respectivamente, 

representadas com seus números, de acordo com a região que foram retirados, na figura 2. Assim, os isolados 

das macrocolônias secundárias são denominados 798-1, 798-2, 798-3 e 798-4. 
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3.2. Formação de biofilme 

A formação de biofilmes mostrou diferenças entre a macrocolônia primária e as secundárias, como é possível 

observar no gráfico 1. O biofilme formado pela cepa 798F, macrocolônia primária, foi significativamente maior 

do que as cepas 798-2, 798-3 e 798-4. 
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Gráfico 1. Formação de biofilme na colônia primária (área hachurada) e nas colônias secundárias dessa do 

isolado de E. hormaechei subsp. oharae produtor de NDM-1. Diferenças significativas na formação de biofilme 

entre a macrocolônia primária e as secundárias estão marcadas com *, p < 0,05. 

 

3.3. Concentração inibitória mínima e concentração mínima para erradicação do biofilme (MBEC) 

Segundo EUCAST 2015 (15), susceptibilidade ao meropenem em Enterobacteriaceae se dá quando MIC < 2 

mg/L e resistência quando MIC >8 mg/L, portanto, todos os isolados são resistentes a esse antimicrobiano. Não 

existem breakpoints para polimixina B e para rifampicina, porém para colistina existe e esse breakpoint será, 

neste trabalho, considerado para polimixina. Colistina < 2 mg/L é considerado susceptível e > 2 mg/L é 

considerada resistente.  

Os resultados para MIC, exibidos na tabela 1, mostram que para os antimicrobianos meropenem e polimixina B 

houve diferença entre as macrocolônias primárias e secundárias quanto à concentração necessária para inibição. 

Para os dois antimicrobianos, a macrocolônia primária apresentou maior MIC. Quanto à rifampicina, todos os 
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isolados apresentaram a mesma MIC. Para MBEC, observamos que nenhum antimicrobiano utilizado, até a 

concentração de 512 mg/L, foi capaz de erradicar o biofilme. 

Tabela 1. Dados da concentração mínima para erradicação do biofilme, concentração inibitória mínima e 

checkerboard 

Amostra   MBEC (mg/L)   MIC (mg/L)   Checkerboard 

   M P R   M P R   M/P M/R P/R M/P/R 

798F   >512 >512 >512   64 2 128   8/0,5 (S) 2/64 (I) 1/64 (I) 4/0,25/4 (S) 

798-1   >512 >512 >512   32 2 128   4/0,5 (S) 2/8 (S) 1/64 (I) 2/0,25/4(S) 

798-2   >512 >512 >512   32 1 128   8/0,5 (I) 0,5/64 (I) 1/1 (I) 1/0,25/4 (S) 

798-3   >512 >512 >512   16 1 128   4/0,5 (I) 1/64 (I) 0,5/64 (I) 1/0,25/4 (S) 

798-4   >512 >512 >512   16 1 128   1/1 (I) 2/64 (I) 0,5/64 (I) 1/0,25/4 (S) 

MIC: Concentração inibitória mínima; MBEC: Concentração Mínima para Erradicação do Biofilme; R, 

Rifampicina; M, Meropenem; P, Polimixina B; S: sinergismo; I: indiferente. 

3.4. Checkerboard 

A combinação entre rifampicina e meropenem, como mostra a tabela 1, apresentou sinergismo apenas para o 

isolado 798-1, sendo sinergismo sempre considerado FICI < 0,5. A combinação meropenem e polimixina B foi 

sinérgica para os isolados 79F e 798-1 e indiferente para 798-4. A combinação rifampicina e polimixina B foi 

indiferente para todos os isolados testados. Rifampicina, meropenem e polimixina B, foi a combinação mais 

efetiva, mostrando sinergismo para todos os isolados.    

3.5. Avaliação da virulência in vivo 

Foram usados quatro inóculos bacterianos para acessar a virulência dos isolados da macrocolônia de 

Enterobacter hormaechei subsp. ohare. O gráfico 2 mostra a porcentagem de sobrevivência das larvas 

inoculadas, sendo que nenhuma foi estatisticamente diferente do controle (PBS) e nem entre os isolados. Já nos 

inóculos B, C e D todos os isolados foram estatisticamente diferentes do controle e os isolados que diferiram 

um quanto ao outro estão demonstrados na tabela 2. 
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Gráfico 2. Curva de sobrevivência das larvas de Galleria mellonella inoculadas após 120h de incubação a 

37°C. (A) Inóculo A 4,5 – 5,5 x10
5
, nenhum isolado foi estatisticamente diferente do controle (PBS). (B) 

Inóculo B 1,7 – 2,2 x10
6
, todos isolados foram estatisticamente diferente do controle (PBS), sendo p <0,05. 

 

 

Gráfico 3. Curva de sobrevivência das larvas de G. mellonella inoculadas após 120h de incubação a 37°C. (A) 

Inóculo C 4,8 – 6,0 x10
6
, todos isolados foram estatisticamente diferente do controle (PBS). (B) Inóculo D 1,0 

– 1,9 x10
7
, todos isolados foram estatisticamente diferente do controle (PBS), sendo p <0,05. 
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Tabela 2. Porcentagem de sobrevivência das macrocolônias em cada inóculo testado. 

      Macrocolônias 

UFC/larva PBS   798F (%) 798-1 (%) 798-2 (%) 798-3 (%) 798-4 (%) 

IA: 4.5 - 5.5 × 10
5
  100   80.0 90.0 90.0 90.0 92.5 

IB: 1.7 - 2.2 × 10
6
 100   68.3

a,b
 65.0

 b
 46.0 41.6 55.0 

IC: 4.8 - 6.0 × 10
6
 100   33.3

b
 45.0

 a,b
 20.0 10.0 50.0

 a,b
 

ID: 1.1 - 1.9 × 10
7
 100   7.5 30.0 15.0 20.0 16.7 

IA, Inóculo A; IB, Inóculo B; IC, Inóculo C; ID, Inóculo D; Em negrito, isolados mais virulentas nos 

respectivos inóculos; 
a
: isolados menos virulentos que 798-2; 

b
: isolados menos virulentos que 798-3; Sendo p < 

0,05 em todos os casos. 

 

4. DISCUSSÃO 

Neste trabalho, observou-se que a macrocolônia produzida pelo isolado 798F, uma cepa de E. 

hormaechei subsp. oharae produtora da carbapenemase NDM-1, apresentou diferentes regiões morfológicas 

(capacidade da macrocolônia de  gerar mutações do isolado 798F). Estas regiões originaram as macrocolônias 

secundárias. Com o objetivo de verificar se além dessas diferenças fenotípicas as macrocolônias também 

apresentavam diferenças genotípicas foram avaliadas a formação de biofilme, MIC e MBEC para meropenem, 

rifampicina e polimixina B, eficácia da terapia combinada desses antimicrobianos e toxicidade em larvas de G. 

mellonella das macrocolônias primária e secundárias. 

O perfil de formação de biofilme dessas foi significativamente diferente, o que nos mostra que, corroborando 

com Serra et al. 2013, a capacidade das macrocolônias secundárias de formarem biofilmes de forma diferente é 

atribuído a prováveis mutações que ocorreram dentro do biofilme primário (na macrocolônia primária) das 

quais as macrocolônias secundárias foram originadas. Sendo assim, podemos concluir que o crescimento do 

biofilme em macrocolônia representa um bom método para a avaliação dos diferentes morfotipos presentes 

nesta forma de crescimento, o que é extremamente difícil de ser avaliado por modelos convencionais de 

formação de biofilme como o modelo de submersão (11). 
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As concentrações desses antimicrobianos (meropenem, polimixina B e rifampicina) para MBEC foram testadas 

até 512 mg/L, pois acima disso uma correspondência clínica para sua utilização é inviável. Portanto, nenhum 

antimicrobiano utilizado sozinho foi capaz de erradicar o biofilme das macrocolônias primária e secundárias 

de E. hormaechei subsp. oharae produtor de NDM-1. Como o principal componente da matriz exopolimérica 

(EPS) do biofilme é o que define suas propriedades físicas (16), talvez esse componente não tenha variado entre 

os isolados, apesar das prováveis mutações ocorridas, visto que, todos os isolados foram resistentes a uma 

concentração considerada alta dos antimicrobianos testados. Porém, como o EPS é extremamente complexo, 

mais estudos são necessários para verificar a diferença entre os componentes desses biofilmes, afim de, elucidar 

o porquê sua formação varia entre as macrocolônias. Legitimando esse pensamento, nem rifampicina foi capaz 

de erradicar a 512 mg/L o biofilme dessas Enterobactérias testadas, antimicrobiano utilizado  principalmente 

para infecções por biofilmes. 

Combinações terapêuticas que sejam sinérgicas para bactérias multirresistentes geralmente não incluem 

antimicrobianos aos quais a bactéria é resistente, muito menos antimicrobianos que não possuam espectro para 

bactérias gram-negativas (3). Meropenem é o antibiótico da classe dos carbapenêmicos, considerados de última 

instância para tratamento de bactérias gram negativas (13), rifampicina é usado para tratamento infecções por 

biofilmes (14) e a classe das polimixinas é um antibiótico pouco usado nas últimas décadas e que algumas 

bactérias multirresistentes ainda são susceptíveis. (8) Esses três antibióticos foram escolhidos pelas 

características mencionadas para serem avaliados como uma terapia combinada para erradicação de células 

sésseis das cepas de E. hormaechei subsp. oharae produtores de NDM-1. A melhor terapia combinada foi dos 

três antimicrobianos, as MICs desses decaíram significativamente quando usados em conjunto. Ou seja, visando 

uma terapia clínica, onde um paciente já debilitado e com uma infecção por uma enterobactéria multirresistente 

não pode receber alta dosagem de antimicrobianos, a utilização de meropenem, rifampicina e polimixina B 

parece ser uma alternativa promissora. As combinações meropenem e rifampicina e meropenem e polimixina B 

apresentaram sinergismo para alguns isolados enquanto a combinação de rifampicina com polimixina B foi 

indiferente para todos isolados testados. Considerando que a Enterobactéria avaliada nesse estudo é também da 

família Enterobacteriaceae e produtora de NDM-1 nossos resultados corroboram com os dados de Tängdén et. 

al, 2014, que demonstraram que a combinação de meropenem, rifampicina e colistina foi a melhor para o 
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tratamento de cepas de Klebsiella pneumoniae produtoras de NDM e VIM (Verona integron-encoded metallo-

β-lactamase). 

Houve diferenças significativas entre as macrocolônias em três dos quatro inóculos testados, IB, IC e ID no 

modelo in vivo de virulência. Os inóculos IB e IC parecem seguir o mesmo padrão, sendo 798-2 e 798-3 mais 

virulentas que as demais, como foi mostrado na tabela 2. Curiosamente, no inóculo IC, a macrocolônia primária 

798F foi a mais virulenta. Isso talvez possa ser explicado por mecanismos de quórum sensing, que precisariam 

de uma maior quantidade de bactérias desse isolado 798F para atingir uma alta mortalidade nas larvas. Essa 

teoria poderia ser testada através de espectrometria de massas, visando moléculas do quórum sensing, porém 

não foi objetivo desse trabalho testar essa teoria. A virulência desses isolados foi determinada em modelo in 

vivo de G. mellonella para posterior análise do tratamento in vivo da combinação mais promissora in 

vitro meropenem, rifampicina e polimixina B. 
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3. CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS 

 

Os principais aspectos abordados nesse trabalho, biofilmes e terapia combinada de 

antimicrobianos frente a cepas multirresistentes, são de extrema importância nos dias atuais. 

Na era que vivemos, onde poucos ou nenhum antimicrobiano disponível é capaz de erradicar 

o crescimento de certas bactérias, a busca de novas estratégias terapêuticas, como a 

apresentada nesse estudo é fundamental. 

O resultado mais substancial encontrado nos experimentos realizados foi que a 

combinação dos antimicrobianos meropenem, rifampicina e polimixina B é eficaz para inibir 

o crescimento in vitro de cepas de Enterobacter hormaechei subsp. oharae produtoras de 

NDM-1.Acreditamos ser o primeiro estudo visando o tratamento de bactérias desse gênero 

produtoras dessa carbapenemase,  

As perspectivas desse estudo são o tratamento in vitro de biofilmes dessa bactéria, 

com as combinações terapêuticas também utilizadas no teste de células sésseis, a fim de 

identificar se a combinação meropenem, rifampicina e polimixina B também é mais eficaz 

frente ao biofilme de Enterobacter hormaechei subsp. oharae. Também pretendemos realizar 

um ensaio de infecção e tratamento in vivo no modelo Galleria mellonella. Por fim, um ensaio 

para verificar a taxa de mutações dessa cepa, com o objetivo de verificar se as macrocolônias 

secundárias mutam mais que a primária, para que consigamos entender de uma forma mais 

embasada nossos resultados. 

.  
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ANEXO A – NORMAS DE PUBLICAÇÃO DA REVISTA VIRULENCE 
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