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RESUMO

O tratamento mais eficaz para infecgdes por enterobactérias produtoras de
carbapenemases ainda nao esta estabelecido. O objetivo do estudo foi avaliar a
eficacia de monoterapias e associacdes de antimicrobianos para o tratamento de
Klebsiella pneumoniae produtora de Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC-
KP) sensivel a polimixina e tigeciclina e com CIM acima de 32mg/L para meropenem
em um modelo experimental. A validagdo do in6culo bacteriano foi realizada
previamente com uma cepa de Klebsiella pneumoniae produtora de betalactamase
de espectro estendido (ESBL) em ratos adultos tratados com meropenem, definindo-
se 1.0x10"°UFC/ml como dose para infeccdo potencialmente letal. Os ratos
inoculados com 1.0x10'°UFC/ml de KPC-KPC via intraperitoneal foram tratados com
meropenem (MER), polimixina (PMB) e tigeciclina (TIG) e diferentes associacdes
destes antimicrobianos. O tempo de sobrevida, os resultados de hemoculturas e de
culturas quantitativas de liquido peritoneal foram avaliados em animais tratados e
nos controles. Um estudo in vitro de curvas de morte bacteriana com a mesma cepa
de KPC-KP foi realizado. Variaveis continuas foram analisadas com teste de Mann-
Whitney e teste de Kruskal-Wallis foi usado para analisar as curvas de sobrevida. Os
ratos inoculados com cepas produtoras de ESBL e de KPC apresentaram 80% de
mortalidade quando mantidos sem antibioticoterapia. Terapia com MER em ratos
infectados com cepa produtora de ESBL promoveu 60% de sobrevida (p=0.042) e
reducdo da contagem de colénias abaixo de 5.0x10* unidades formadoras de
colénias por mililitro (UFC/mL) em 80% (p=0.001), porém ndo houve diferenga na
positividade das hemoculturas entre os grupos. Nos animais inoculados com cepa
produtora de KPC, o uso de MER, TIG e PMB em monoterapia promoveram
respectivamente sobrevidas de 40%, 40% e 70% (p=0.04 PMB versus controle). As
combinagdes contendo PMB promoveram 100% de sobrevida (p<0.001) e a
associagao de PMB e TIG foi sinérgica in vitro. Associagao de MER e TIG promoveu
menor sobrevida (70%) e teve efeito antagbnico in vitro. Tratamento com PMB tanto
em monoterapia como em associag¢des reduziu a contagem de colbnias abaixo de
5.0x10* UFC/mL (p<0.001) e a associacdo de PMB e TIG esterilizou 70% das
hemoculturas. Conclui-se que combinacdes de antimicrobianos incluindo PMB foram
superiores para promover sobrevida e esterilizagao de culturas e foram sinérgicas in
vitro. Terapia tripla nao foi superior a combina¢ao de PMB com TIG in vivo.

Palavras chave: carbapenemase, KPC, associacdo de antimicrobianos, modelo
experimental, tigeciclina, polimixina, meropenem



ABSTRACT

The most effective treatment for carbapenemase-producing enterobacterial infections
has not yet been established. The aim of the study was to evaluate the efficacy of
monotherapy and antimicrobial combinations for the treatment of Kilebsiella
pneumoniae carbapenemase (KPC-KP) susceptible to polymyxin and tigecycline and
presenting MIC of 32 mg/L for meropenem in an experimental model. Validation of
the bacterial inoculum was previously performed with an extended spectrum beta-
lactamase-producing Klebsiella pneumoniae strain (ESBL) in adult rats treated with
meropenem, with 1.0x1010 UFC / ml being defined as a dose for potentially lethal
infection. Mice inoculated with 1.0x1010 UFC / ml of KPC-KP intraperitoneally were
treated with meropenem (MER), polymyxin (PMB) and tigecycline (TIG) and different
combinations of these antimicrobials. Survival time, blood cultures and quantitative
cultures of peritoneal fluid were evaluated in treated animals and controls. An in vitro
study of time-to-kill curves with the same strain of KPC-producing Klebsiella
pneumoniae was performed. Continuous variables were analyzed using the Mann-
Whitney test and Kruskal-Wallis test was used to analyze the survival curves. Mice
inoculated with ESBL and KPC-KP strains showed 80% mortality when kept without
antibiotic therapy. MER therapy in mice infected with ESBL-producing strain
promoted a 60% survival (p=0.042) and a reduction in colony counts below 5.0x10*
colony forming units per milliliter (CFU/mL) by 80% (p=0.001), but there was no
difference in the positivity of blood cultures between groups. In the animals
inoculated with KPC-producing strain, the use of MER, TIG and PMB in monotherapy
promoted respectively 40%, 40% and 70% survivals (p=0.04 PMB vs control).
Combinations containing PMB promoted 100% survival (p<0.001) and the
association of PMB and TIG was synergistic in vitro. Association of MER and TIG
promoted lower survival (70%) and had an antagonistic effect in vitro. Treatment with
PMB both in monotherapy and in combinations reduced colony counts below 5.0x10*
CFU/mL (p<0.001) and the association of PMB and TIG sterilized 70% of blood
cultures. It is concluded that combinations of antimicrobials including PMBs were
superior to promote survival and sterilization of cultures and were synergistic in vitro.
Triple therapy was not superior than the combination of PMB with TIG in vivo.

Key words: carbapenemase, KPC, antimicrobial combinations, experimental model,
tigecyclyne, polymyxin, meropenem,
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1 INTRODUGAO

Em meados da década passada comegamos a conviver com surtos de
enterobactérias resistentes a carbapenémicos (ERC) nos Servigos de Saude. Dentre
as bactérias multirresistentes (BMR), os bacilos gram negativos (BGN) resistentes a
carbapenémicos sao os mais preocupantes devido as opgdes terapéuticas limitadas
(NORDMANN, NAAS and POIREL, 2009; TZOUVELEKIS et al., 2012). Tais fatos
determinaram a necessidade de se estudar determinados antimicrobianos que ainda
atuam contra ERC e associagao dos mesmos a fim de avaliar op¢cdées com melhor
desempenho para o tratamento de infecgdes causadas por ERC.

A maioria das ERC sao resistentes a quinolonas e a todos os Rlactamicos,
restando como opcgdes terapéuticas apenas antimicrobianos como polimixinas,
tigeciclina (TIG) e aminoglicosideos. Tal fato explica a maior mortalidade de
infecgcdes por ERC do que por enterobactérias produtoras de [-lactamase de
espectro estendido (ESBL) (MUNOZ-PRICE et al., 2013; FALAGAS et al., 2014).

A eficacia destes tratamentos tem sido avaliada em coortes retrospectivas,
em estudos in vitro e em modelos experimentais in vivo descritos seguir:

Estudos retrospectivos avaliando o desfecho de pacientes com bacteriemia
por KPC-KP demonstraram menor mortalidade para pacientes tratados com
associacado de antimicrobianos do que para aqueles tratados com monoterapia. As
associagbes de antimicrobianos mais utilizadas e avaliadas retrospectivamente
foram polimixinas com TIG, TIG com aminoglicosideos, TIG com carbapenémicos e
polimixinas com carbapenémicos, mesmo nao estando estabelecido o beneficio de
manter o uso de carbapenémicos para o tratamento destas infeccées (HIRSCH e
TAM, 2010; DAIKOS et al., 2011; QURESHI et al., 2012; TUMBARELLO et al., 2012;
DAIKOS et al., 2014 e OLIVA et al., 2014).

Estudos in vitro avaliando curvas de tempo-morte bacteriana (TKC) de ERC
frente a TIG e colistina (COL) em monoterapia ou combinagdes, observaram que
TIG isoladamente teve atividade antimicrobiana limitada e a associacdo com COL
teve efeito antagbnico em doses baixas (ALBUR et al., 2012) e teve efeito sinérgico
e foi bactericida em doses quatro vezes acima da CIM (POURNARAS et al., 2011).

Dois modelos experimentais de infecgao por ERC em ratos imunossuprimidos
observaram diferentes desfechos com relacdo ao uso de monoterapia ou

combinagdes de antimicrobianos. Docobo-Perez (2011) observou piores desfechos
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em sobrevida e bacteriemias nos ratos com pneumonia tratados com monoterapia
com COL. Michail (2013) observou que as combinagdes de TIG com COL e TIG com
meropenem (MER) foram menos eficazes na redugao da contagem de colénias em
partes moles de roedores.

Idealmente, ensaios clinicos controlados e randomizados poderiam elucidar
se a terapia combinada contra ERC tem beneficios sobre as monoterapias, assim
como qual a melhor combinacédo. Porém, questbes clinicas como a diversidade das
cepas causando infeccdes, comorbidades e outras condi¢gdes basais dos pacientes
podem interferir no desfecho, além de questdes éticas que limitam o desenho destes
estudos impedem a realizacido de ensaios clinicos.

Estudos animais podem ser controlados, randomizados e demonstrar
aspectos farmacoldgicos mais fielmente do que os estudos in vitro (GONNERT et al.,
2011) Os antimicrobianos em questao para o tratamento de KPC-KP como TIG e
polimixinas podem apresentar resultados in vitro ndo extrapolaveis para a pratica
clinica devido a determinadas caracteristicas farmacolégicas (ROBERTS e LIPMAN,
2009). Tanto estudos in vitro, como os in vivo descritos apresentaram resultados
conflitantes e nenhum experimento de sepse murina através de injegao
intraperitoneal de KPC-KP até o momento estudou monoterapias em comparacao
com terapia combinada. Desta forma, optou-se pela realizacdo de um modelo
experimental para avaliar a eficacia de diferentes terapias contra ERC, visto que o
melhor tratamento para infec¢gdes por estes micro-organismos ainda nao esta
estabelecido.

Este estudo avaliou especificamente tratamentos para Klebsiella pneumoniae
produtora de Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC-KP), a ERC mais
prevalente na pratica clinica (TOLEDO, OLIVEIRA e LUHM, 2012).

1.1 JUSTIFICATIVA

Diante da crescente resisténcia aos antimicrobianos e a diminui¢ao do arsenal
terapéutico disponivel, € necessario o conhecimento a respeito da associacdo de
antimicrobianos para o tratamento das infecgdes causadas por bactérias
multirresistentes. Diante do aumento da incidéncia de cepas produtoras de KPC nos

hospitais, da alta mortalidade atribuida e a incerteza sobre a terapéutica ideal, este
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estudo tem como objetivo avaliar os desfechos da associagdo de antimicrobianos
em modelo experimental de ratos infectados por KPC-KP.

Ensaios clinicos controlados e randomizados em humanos ainda nao foram
delineados para avaliar diferengcas entre as opgdes terapéuticas para o tratamento
de KPC-KP. Estudos retrospectivos de terapéutica para KPC-KP sugerem que
terapias combinadas apresentam menor falha terapéutica do que o tratamento com
monoterapia, ao passo que estudos in vitro ndao demonstram consistentemente o
efeito sinérgico destes medicamentos, além de nao reproduzirem caracteristicas
farmacolégicas que ocorrem in vivo.

As vantagens de infeccbes experimentais, neste contexto em que ensaios
clinicos ndo estdo disponiveis, sdo as seguintes: podem ser desencadeadas em
animais previamente saudaveis, com inéculos bacterianos de concentragbes—padrao
e com inicio do(s) antimicrobiano(s) em tempo pré-estabelecido. Desta forma,
fatores como doenca de base e atraso no inicio do tratamento, ocorréncia aleatéria
de diversos clones bacterianos e outros fatores secundarios que podem interferir nos
resultados de resposta terapéutica podem ser minimizados em estudos

experimentais.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Principal

O objetivo deste estudo é avaliar a eficacia em termos de sobrevida e
resposta microbiolégica do tratamento com monoterapias ou associagdes de
antimicrobianos comparado com controles sem tratamento em modelo experimental
de infeccao potencialmente letal por KPC-KP com sensibilidade a polimixina B
(PMB) e TIG e CIM acima de 32 mg/L para MER.

1.2.2 Objetivos Secundarios
Validar um modelo experimental para estudos a respeito do tratamento de
BMR através da avaliacado da melhor concentracdo bacteriana do inéculo, doses de
antimicrobianos e tempo de acompanhamento em horas apés indugao da infecgao.
Avaliar o sinergismo ou antagonismo destes antimicrobianos in vitro contra a

mesma cepa de KPC-KP através de curvas de tempo-morte bacteriana.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 PROBLEMATICA DAS INFECCOES POR Kiebsiella pneumoniae PRODUTORA
DE KPC

Os primeiros relatos de KPC ocorreram em 2001 nos Estados Unidos (EUA).
(YIGIT et al.2001) Os maiores surtos descritos ocorreram na costa nordeste dos
EUA e no sudeste europeu (BRATU et al. 2007; LEAVITT et al. 2010).

A presengca de KPC-KP no Brasil ja é descrita desde 2005 (PAVEZ,
MAMIZUKA e LINCOPAN, 2009) e 2006 (MONTEIRO et al., 2009). Desde entéo,
varios casos foram relatados em diversos estados do pais, como Rio de Janeiro,
Sao Paulo, Parana, Pernambuco e Paraiba (PEIRANO et al., 2009; FEHLBERG et
al., 2012 e CABRAL et al., 2012).

Infecgcdes causadas por KPC-KP e outras ERC ocorrem frequentemente em
nosso meio. Em 2010, infecgdes hospitalares por ERC eram 0,3% das infecgbes por
bactérias multirresistentes (BMR) e 0,08% de todas as infecgbes hospitalares de
Curitiba (TOLEDO, OLIVEIRA e LUHM, 2012). Em 2014, infecgbes por ERC
representaram 19,37% dos BMR e 5,62% das infeccbes hospitalares deste
municipio (WASZAK, OLIVEIRA e OLIVEIRA, 2015).

Nos ultimos anos ocorreu um aumento significativo de infecgdes por bactérias
produtoras de KPC, fato preocupante uma vez que as opcdes terapéuticas para o
tratamento sao limitadas (MUNOZ-PRICE et al., 2013). KPC-KP esta associada com
infeccbes graves e com alta mortalidade (MOULOUDI et al., 2010; GASINKI et al.,
2009; TUON et al., 2012 e FALAGAS et al., 2014).

Existe dificuldade de tratamento das mesmas pela indisponibilidade de um
antimicrobiano bactericida com garantia de niveis séricos e teciduais adequados,
desta forma, mortalidade e morbidade com internagédo prolongada e aumento de
custos hospitalares sao consequéncias (TZOUVELEKIS et al., 2012; MUNOZ-
PRICE et al., 2013).

A alta mortalidade atribuida a infecgdes causadas por estas bactérias tornam
este aumento de casos um problema de saude publica, sobretudo nos paises em
desenvolvimento, como o Brasil em que o numero e a qualidade de leitos

hospitalares e pré-hospitalares muitas vezes nao oferecem condi¢cdes adequadas de
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precaucdes de contato. O aprimoramento das praticas sanitarias e o uso correto e
pelo minimo tempo necessario sao ferramentas essenciais para o controle desta
epidemia (AKOVA et al., 2012)

2.2 CARACTERISTICAS DA Klebsiella pneumoniae CARBAPENEMASE (KPC)

Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC) é uma serina carbapenemase
do grupo A da classificagdo molecular de Ambler e subgrupo 2f da classificagao
funcional de Bush (BUSH e JACOBY, 2010 e AMBLER R. P., 1980).

Esta enzima ocorre predominantemente em cepas de Klebsiella pneumoniae,
embora a presenca de KPC tenha sido descrita também em Enterobacter spp.,
Citrobacter spp., Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa. (BRATU et al., 2007;
CAl et al., 2008 e NORDMANN, NAAS e POIREL, 2009). O gene responsavel pela
producao de KPC é o blakpc, localizado em um transposon denominado Tn4401 na
maioria das cepas, com potencial risco de transmissao entre os bacilos Gram-
negativos (NAAS et al., 2008).

O presente estudo avaliou infecgao por uma cepa de KPC-KP, mas a revisio
da literatura descreve estudos com outras cepas de ERC, como as produtoras de
metalo-3-lactamses da classe B de Ambler: New-Delhi metalo-R-lactamase (NDM) e

Verona integron-enconded metalo-f3-lactamase (VIM).

2.3 OPGCOES TERAPEUTICAS PARA O TRATAMENTO DE ENTEROBACTERIAS
RESISTENTES A CARBAPENEMICOS

Os carbapenémicos sao antimicrobianos com alta afinidade pelas proteinas
ligadoras de penicilina e grande estabilidade frente a maioria das R-lactamases,
atravessam a membrana de BGN através da porina Omp K35 e 36, caracteristica
que confere alta permeabilidade para penetrar a membrana de BGN (BONFIGLIO,
RUSSO e NICOLETTI, 2002). As ERC possuem um dos seguintes mecanismos de

resisténcia: producdo de enzimas que hidrolizam os carbapenémicos
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(carbapenemases); perda da porina Omp; efluxo do antimicrobiano pela membrana
externa (QUEENAN e BUSH, 2007).

Carbapenémicos nao devem ser utilizados como monoterapia para o
tratamento de ERC. O meropenem é o agente mais utilizado desta classe na pratica
clinica e, para uso em infec¢des por ERC, preconiza-se dose de 2g endovenoso a
cada 8 horas e em infusdo prolongada (3 horas), para permanecer mais tempo
acima da CIM (KUTI et al., 2013). Nao esta estabelecido o beneficio de manter o uso
de carbapenémicos em associagdo com outras classes de antimicrobianos para o
tratamento destas infeccbes, sobretudo em cepas com concentragao inibitoria
minima (CIM) elevada para MER. TUMBARELLO et al. (2012) e DAIKOS et al.,
(2014) relatam auséncia de beneficio do uso de carbapenémicos nas cepas com
CIM acima de 16 mg/L, enquanto que OLIVA et al., 2014 relatam trés casos de
resposta com a associagcdao de MER com ertapenem para cepas com CIM acima de
32 mg/L.

Na vigéncia de resisténcia aos carbapenémicos, as opg¢des terapéuticas
restringem-se a classes de antimicrobianos como as fluoroquinolonas, os
aminoglicosideos, as polimixinas e a TIG (PETROSILLO et al., 2013). Em nosso
meio, a grande maioria das amostras clinicas contém ERC com resisténcia a
fluoroquinolonas e aminoglicosideos (WASZAK, OLIVEIRA e OLIVEIRA, 2015).
Desta forma, as opgdes ativas contra ERC limitam-se as polimixinas e TIG.

Tigeciclina € uma glicilciclina que apresenta maior afinidade para inibicao da
subunidade ribossémica 30S do que outras tetraciclinas, porém ainda assim tem
agcao bacteriostatica por ser uma ligagao reversivel (BERGERON et al., 1996).
Apresenta atividade contra ERC e esta aprovada para o tratamento de infeccbes de
pele e tecidos moles e infecgbes intra-abdominais (POSTIER R. G. et al., 2004;
BABINCHAK T. et al., 2005; BREEDT J. et al., 2005; ELLIS-GROSSE E. J. et al,,
2005; OLIVA M. E. et al., 2005; SACCHIDANAND S. et al., 2005; TANASEANU C. et
al., 2008; TOWFIGH S. et al., 2010; VARDAKAS K. Z., RAFAILIDIS P. |. e FALAGAS
M. E. 2012). Concentragdes inadequadas desta droga foram encontradas tanto no
plasma como nos alvéolos, o que levanta hipotese da necessidade de combinagcao
com outras drogas e uso de doses mais elevadas (100mg endovenoso 12/12h) para
o tratamento de infecgbes por ERC (FALAGAS et al., 2014 e VARDAKAS et al.,
2015).
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Polimixinas sdo antimicrobianos ativos contra a maioria dos BGN, incluindo a
maior parte das ERC, exceto contra algumas espécies de Proteus, além de agao
limitada em Providencia, Burkholderia e Serratia. As polimixinas penetram através
das membranas celulares e interagem com fosfolipideos de membrana, possuem
cations que interagem com ions dos lipopolissacarideos bacterianos, promovendo
rotura da membrana. Polimixinas sao antibioticos nefrotdéxicos e neurotdxicos que
estavam em desuso desde os anos 40, porém a ocorréncia de BMR levou a
necessidade de reutiliza-los (FALAGAS e KASIAKOU, 2005; NATION et al., 2007;
ZAVASCKI et al., 2008; SANDRI et al., 2013 e NI et al., 2015). No Brasil, a PMB
€ a mais disponivel, a dose recomendada é de 25.000 a 30.000 Ul/kg/dia
dividida em duas doses, ou seja 12.500-15.000 Ul/kg a cada 12 horas.

2.4 ESTUDOS CLINICOS AVALIANDO A ASSOCIACAO DE ANTIMICROBIANOS
PARA O TRATAMENTO DE ENTEROBACTERIAS RESISTENTES A
CARBAPENEMICOS

Possivelmente a terapia combinada apresente melhor resposta terapéutica do
que monoterapias para micro-organismos resistentes, sobretudo em infecgbes
sistémicas e com critérios de gravidade. A terapia combinada pode teoricamente
suprimir a emergéncia de resisténcia e proporcionar efeito sinérgico (MOUTON et
al., 1999). Zusman (2013) observou sinergismo e prevencgao de resisténcia com o
uso de terapia combinada em uma metanalise de estudos in vitro que combinavam
polimixinas com carbapenémicos.

Com base nestes dados tedricos e in vitro, varios pacientes sao tratados com
terapia combinada e coortes observacionais retrospectivas realmente demonstram
este beneficio, porém a combinacgao ideal ainda n&o foi definida.

Hirsch e Tam (2010) foram pioneiros em compilar dados retrospectivos
tentando elucidar a melhor terapia para BGN produtores de KPC. Avaliaram 55
casos publicados em 15 artigos e relataram que a associagdo TIG e
aminoglicosideos e polimixinas em terapias combinadas levavam a melhores

resultados do que a monoterapia com polimixinas.
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Qureshi (2012) relatou que num grupo de 41 pacientes com bacteriemia por
KPC-KP que a associacdo de antimicrobianos foi um fator preditivo de sobrevida.
Nesta série houve 57,8% de mortalidade em 28 dias nos casos tratados com
monoterapia versus 13,3% de mortalidade nos tratados com terapia combinada que
inclui principalmente as associacbées de MER com TIG ou MER com PMB ou COL.
Tumbarello (2012) avaliou retrospectivamente 125 bacteriemias por KPC-KP e
concluiu que a associagao de duas ou trés drogas (incluindo carbapenémicos, desde
que a CIM seja abaixo de 16 mg/L para meropenem) promove 65,9% de sobrevida
podendo ser mais efetiva do que monoterapia (54,3% de mortalidade). Fatores como
APACHE Ill elevado, choque séptico e terapia inicial incorreta foram preditivos de
mortalidade. Estes dois estudos supracitados foram incluidos na metanalise de Lee
e Burgess (2012) que compilou 105 casos de varios sitios de infecgao por KPC-KP
para avaliar falha ao tratamento com monoterapia e terapia combinada. A definicdo
de falha ndo menciona claramente se a mesma estava baseada em mortalidade ou
falha microbioldgica. O estudo conclui que terapia combinada promove menos falhas
terapéuticas (25%) do que monoterapias (49%). Nas infec¢gdes pulmonares a
monoterapia tem maior numero de falhas (67%) do que em outros sitios. Este estudo
sugere a necessidade de ensaios clinicos que possam definir qual das associagdes
(polimixina e TIG, polimixina e MER e polimixina e aminoglicosideo) é a preferencial
e mais eficaz.

Daikos (2014) avaliou 205 pacientes com bacteriemia por ERC (KPC e/ou
VIM, uma metalo-B lactamase da classe B de Ambler). A mortalidade geral em 28
dias foi de 40% e de 65% entre os neutropénicos. A mortalidade foi
significativamente maior no grupo tratado com monoterapia do que naqueles com
terapia combinada. O grupo com menor mortalidade (19,3%) foi o de pacientes
tratados com combinacdes contendo carbepenémicos em cepas com CIM para MER
< 8 mg/L. Fatores basais do paciente e choque séptico foram preditores
independentes de mortalidade.

Oliva (2014) relatou trés casos de terapia com associagao de ertapenem e
meropenem, em infeccdes por cepas com CIM para MER bastante elevadas. Um
dos pacientes foi a 6bito, mas todos tiveram resposta microbiolégica.

Tumbarello (2015) compilou infecgdes de varios centros entre 2010 e 2013,
entre as quais 68% eram bacteriemias e observou que a mortalidade geral em 14

dias foi de 34,1%. Além dos fatores que ja havia demonstrado anteriormente como
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preditores de mortalidade (choque séptico, terapia empirica inadequada e escore
elevado no APACHE Ill) relatou insuficiéncia renal crénica e resisténcia a COL como
fatores de mau progndstico. Terapia combinada (com pelo menos dois antibi6ticos
ativos in vitro) foi relacionada a menor mortalidade, sobretudo nos pacientes com
bacteriemia. Para o tratamento das cepas com CIM < 8 mg/L para MER, incluir este
agente na terapia combinada foi significativamente associado com maior sobrevida.

Desfecho favoravel em terapia combinada também foi observado em estudos
que avaliaram associagdes em infecgdes do trato urinario (SATLIN et al., 2011 e
ALEXANDER et al., 2012).

O uso excessivo de antibiéticos pode provocar maior resisténcia bacteriana
(DEL ARCO et al., 2015). Desta forma, avaliaremos duoterapias e terapia tripla a fim
de averiguar se este acumulo de antimicrobianos prescritos é realmente necessario

para o tratamento eficaz contra estes patégenos resistentes.

2.5 EMBASAMENTO DO MODELO EXERIMENTAL

A fim de embasar um modelo que pudesse estudar a eficacia de
antimicrobianos e associagdes para o tratamento de KPC-KP, modelos
experimentais prévios de terapia antimicrobiana em septicemias induzidas por
injecao intraperitoneal de diferentes inéculos de BGN em camundongos e ratos
foram revisados. Além disso, estudos experimentais prévios embasaram a escolha
de doses de MER, PMB e TIG a ser empregada neste experimento.

Observou-se que em peritonite experimental em ratos os indculos variaram de
10° (em animais imunossuprimidos) a 10" (em imunocompetentes) unidades
formadoras de colbnias por mililitro (UFC/mL) de E. coli, e foram letais nas
concentragdes de 10° a 10" UFC/mL (DAVIS, 1975; GIACOMETTI et al., 2002;
CIRIONI et al., 2002) e nao letais com 10° a 10® UFC/mL (WANDALL et al., 1997;
BOSSCHA et al., 2000). Modelos de pneumonia em ratos também foram realizados
com indculos de 10" UFC/mL (KESTEMAN et al., 2009 e MIMOZ et al., 2000). Nos
estudos de peritonite letal citados, cerca de 80% dos controles sem tratamento
evoluem para 6bito em 24 a 48 horas.

Estudos de registro do meropenem utilizaram doses de 20mg/kg a cada 8

horas em experimentos com animais (FUKASAWA et al., 1992), posteriormente
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doses de 30mg/kg a cada 8 horas foram utilizadas em estudo de tratamento de
pneumonia por Enterobacter spp. em ratos pois esta espécie produz uma di-
hidropeptidase pulmonar que degrada o meropenem (MIMOZ et al., 2000). Chang
(2002) usou 50mg/kg a cada 8 horas para atingir niveis teciduais adequados na bile
e Hilliard (2011) usou 50mg/kg para tratamento de pneumonia por ESBL-KP em
ratos.

Murphy (2000) demonstrou que 14mg/kg/dia é eficaz na redugao da contagem
de colbnias de cocos Gram-positivos em endocardite experimental. No experimento
de Docobo-Perez (2011) que incluiu dados farmacocinéticos, a dose de TIG foi
5mg/kg a cada 12 horas refletiu os parametros farmacocinéticos humanos de uma
dose intravenosa de 200mg. Em ambos os estudos a dose de TIG foi administrada
por via subcutanea. Em outros modelos de infeccdo por cocos Gram-positivos e
infeccdes polimicrobianas, TIG foi utilizada em doses de 2 a 5mg/kg a cada 12 horas
via intraperitoneal (CIRIONI et al., 2010; SIMONETTI et al., 2012; MINARDI et al.,
2012).

Estudos embasam melhor a dose de colistina em experimentos (DUDHANI et
al., 2010), porém, como na pratica clinica local a PMB € mais disponivel nos
servigos, optamos pela dose de PMB baseada no estudo de Abdelraouf (2012) que
utilizou 4mg/kg ao dia.

Os modelos experimentais envolvendo tratamento de infecgbes por ERC
encontrados na literatura foram realizados em camundongos imunossuprimidos.

Endimiani (2011) estudou peritonite experimental com 3x10° UFC/mL para
avaliar a eficacia de um inibidor de 3-lactamase contra KPC-KP.

Docobo-Perez (2011) avaliou associagdao de COL e TIG, em comparagdo com
cada um destes antimicrobianos em monoterapia, em pneumonia murina por ERC
produtoras de NDM. Neste estudo, a terapia combinada foi tdo efetiva quanto a
monoterapia com TIG e ambas, mais efetivas do que a monoterapia com COL.

Michail (2013) realizou infecgado de coxa com diferentes cepas de KPC-KP e
observou maior eficacia em reduzir contagem de coldénias com as combinagdes de
TIG e rifampicina e TIG e gentamicina e demonstrou ainda antagonismo entre COL e
TIG e entre MER e TIG.
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3 METODO

3.1 COMITE DE ETICA

O estudo foi aprovado pela Comiss&o de Etica do Uso de Animal (CEUA) da
Pro-reitoria de pesquisa e pods graduagdo da Universidade Estadual de Ponta
Grossa (UEPG), apés parecer da Comissao de Biosseguranga do Campus UEPG.

Processo 21/2012 Protocolo: 06309/2012 (ANEXO 1)

3.2 CEPAS BACTERIANAS

A cepa de KPC-KP utilizada neste estudo foi proveniente de amostra clinica
(sangue de paciente) identificada pelo Laboratério Central do Estado do Parana
(LACEN). A cepa denominada 1209RM PR apresenta o perfil de resisténcia
demonstrado na Tabela 1.

Uma cepa padrao de ESBL-KP (ATCC 700603) foi utilizada previamente para
a padronizac¢ao do modelo de tratamento e da dose de MER.

Durante a producdo dos indculos, tanto a ATCC 700603 como a 1209RM
eram semeadas em meio Mueller-Hinton (MH) e incubadas a 37 °C por 24 horas. As
colonias eram diluidas e homogeneizadas em solugao salina isotdnica estéril para
formar in6culos. Estas solugdes eram centrifugadas a 2500 rotagdes por minuto por
5 minutos e as concentracdes eram aferidas. A fim de obter medidas mais acuradas
de in6culos, utilizou-se um  espectrofotbmetro (Lambda 25 UV/Vis
Spectrophotometer Perkin Elmer®) com densidade 6ptica de 625nm. Indculos com
1,5x10"° UFC/mL correspondiam a solugdes de cloreto de bario e acido sulfurico de
50 (5% de H,SO4 e 5% de BaCly) e a absorbéancia desta solugao era de 2.343. De
acordo com a lei de Beer-Lambert, absorbancias acima de 0.890 ndo sao acuradas
para medir contagem de micro-organismos, assim, apos diluicao de 1:20 (0,1mL do
inoculo : 1,9mL de solugdo salina), os indculos de 1,5x10'® UFC/mL apresentavam
absorbancias de 0.543. Os indculos de 1,0x10'® UFC/ml foram obtidos com 0,7ml da
solucdo de 1,5x10"° UFC/ml.
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Todos os indculos produzidos para injecao intraperitoneal eram diluidos
1:10000 e semeados com alga de 1 microlitro em placa de agar sangue e incubados
para contagem de colbnias.

O detalhamento da padronizagao do indculo esta publicado em artigo contido
no ANEXO II.

TABELA 1. Concentragao inibitéria minima (mg/l) dos antibi6ticos para a cepa KPC-
KP 1209RM

Método utilizado para obteng¢ao da CIM (mg/L)

E-test Vitek 2 Diluicdo em caldo
Meropenem >32 >16
Tigeciclina 2 <0.5 <0.5
Polimixina 1 <0.5 <1

CIM - Concentracao inibitéria minima

3.3 ANIMAIS

Ratos adultos de ambos os sexos, da ragca Wistar, sendo os machos com
peso médio de 240 a 340g e as fémeas com peso médio de 190 a 290g foram
utilizados. Durante o estudo os ratos foram mantidos em gaiolas individuais, com
dieta padrao e agua natural ad libidum.

Os animais foram provenientes do biotério da Universidade Estadual de Ponta
Grossa (UEPG) e foram acondicionados por 48 horas antes do inicio do
experimento. A inducdo da sepse, a terapia antimicrobiana, a eutanasia e a
manipulagdo de amostras biolégicas foram realizadas no laboratério de técnica
operatdria da UEPG. Durante todo o periodo de estudo os animais foram mantidos

em temperatura ambiente de 20 a 22° C.

3.4 DETALHAMENTO DOS GRUPOS DE ESTUDO

Os grupos de animais incluidos para a padronizagao do inoculo, padronizagao

de tempo de dose de antimicrobianos estao descritos a seguir:
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- 46 animais em modelo de padronizacido de dose, inoculados com diferentes
doses de indculos (102, 10°, 10" UFC/mL) das cepas ATCC 700603 como a
1209RM, para avaliar o tempo de sobrevida em horas e a taxa de mortalidade em 24
horas. Foram 5 grupos de 6 ratos cada inoculados com: ESBL-KP 1,5x102UFC/mL,
KPC-KP 1,5x10°UFC/mL, ESBL-KP 1,5x10°UFC/mL, KPC-KP 1,5x10°UFC/mL,
ESBL-KP 6,0x10°UFC/mL, e 2 grupos de 8 ratos cada inoculados com ESBL-KP
1,5x 10" UFC/mL e inoculados com KPC-KP 1,5x 10" UFC/mL.

- 12 animais inoculados com a cepa ATCC 700603 em 2,0x10" UFC/mL em
modelo de padronizacdo de tempo e dose de antibioticoterapia com meropenem.
Foram 2 grupos de 6 ratos cada, saber: grupo controle sem tratamento e grupo
tratado com 30mg/kg de meropenem 1 hora apds a indugdo da sepse, em dose
unica.

- 20 animais inoculados com a cepa ATCC 700603 em 1,0x10' UFC/mL em
modelo de padronizacdo de tempo e dose de antibioticoterapia com meropenem.
Foram 2 grupos de 10 ratos cada, a saber: grupo controle sem tratamento e grupo
tratado com 50mg/kg a cada 8 horas por 24 horas de meropenem e inicio imediato
apos a indugao da sepse.

- 36 animais em modelo de sepse ndo letal com inéculo de 0,9 x 108UFC/mL
KPC-KP (cepa 1209RM) para validar o uso de terapias combinadas de
antimicrobianos e observar dados microbioldgicos (hemoculturas e culturas de
liquido peritoneal) 24h ap6s a indugdo da infeccdo. Foram 12 grupos de 3 ratos
cada, a saber: controle sem tratamento, monoterapias com TIG, MER, PMB e
gentamicina (GEN), TIG com MER; TIG com PMB; TIG com GEN; PMB com MER,;
PMB com GEN; MER com GEN e TIG com MER com PMB.

- 80 animais em modelo de sepse letal com indculo de 1,0x10'° UFC/mL de
KPC-KP (cepa 1209RM) para avaliar a eficacia de monoterapias e terapia
combinadas através de taxa de sobrevida e resultados microbiolégicos. Foram 8
grupos de 8 animais cada, a saber: controle sem tratamento, monoterapias com TIG,
MER e PMB, TIG com MER; TIG com PMB; PMB com MER e TIG com MER com
PMB.

Todos o0s grupos continham animais distribuidos aleatoriamente, mas
obedecendo a um numero homogéneo de ratos quanto ao sexo, idade e peso

médio. Em cada fase do experimento foram utilizados 3 a 4 animais de cada grupo
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infectados com solucgdes frescas das cepas descritas, de modo que em cada dia de

estudo cada grupo teve o mesmo numero de animais infectados com aquele inéculo.

3.5INDUGAO DA SEPTICEMIA

Os animais foram infectados por inje¢ao intraperitoneal em quadrante inferior
direito apds antissepsia local com clorexidine alcodlico 0,5%. Os diferentes grupos
receberam cepas de ESBL-KP ou de KPC-KP. Aliquotas de 0,7 mL do indculo
descrito previamente foram injetadas em todos os animais.

Sepse foi induzida através de injegcéo intraperitoneal dos inéculos descritos
com agulha de 26 gauge no quadrante inferior direito do abdémen. Todos os

procedimentos foram realizados sob condi¢coes assépticas.

3.6 TERAPIA ANTIMICROBIANA

Os antimicrobianos foram administrados via intraperitoneal, no quadrante
abdominal inferior direito dos animais, imediatamente apds a inducido da septicemia.

A dose de MER foi definida apds analise do estudo de validagdo do indculo
(ANEXO I1) em que foi avaliada a resposta dos animais com as doses de 30mg/kg e
50mg/kg a cada 8horas, sendo optado pela maior dose.

Apos a fase de padronizagao, a antibioticoterapia durou 24h de acordo
com a posologia de cada medicagdo. Os medicamentos utilizados foram: polimixina
B (Eurofarma), Meronem® (Astra-Zéneca) e Tigacyl® (Pfizer).

A fim de validar as combinag¢des de antimicrobianos e observar se as doses
eleitas teriam impacto microbioldgico, foi realizado um estudo de sepse nao letal
com um inéculo menos concentrado (0,9 x 108 UFC/mL), utilizando trés ratos em
cada grupo de terapia. Foram utilizadas as monoterapias com gentamicina (GEN),
TIG, MER e PMB, e terapia combinada com TIG e MER, TIG e PMB, TIG e GEN,
MER e PMB, MER e GEN, PMB e GEN, terapia tripla com PMB, TIG e MER e
controle sem tratamento. Os resultados do mesmo foram publicados e encontram-se

no anexo lll.
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Os grupos e doses de tratamentos utilizados nos experimentos de sepse letal
com KPC-KP encontram-se na TABELA 2.

TABELA 2. Grupos de tratamento de acordo com o antimicrobiano em uso para a
cepa padrao de K. penumoniae e cepas de KPC-KP

Grupo Antibidtico e dose

Controle (sem antibiético)

EBSL-KP Meropenem 50mg/kg 8/8h

Controle (sem antibiético)

Meropenem 50mg/kg 8/8h

Polimixina B 2mg/kg 12/12h

Tigeciclina 7mg/kg 12/12h

KPC-KP Meropenem 50mg/kg 8/8h + Tigeciclina 7mg/kg 12/12h

Meropenem 50mg/kg 8/8h + Polimixina B 2mg/kg 12/12h
Polimixina B 2mg/kg 12/12h + Tigeciclina 7mg/kg 12/12h
Meropenem 50mg/kg 8/8h + Tigeciclina 7mg/kg 12/12hh +

Polimixina B 2mg/kg 12/12h

3.7 PROCEDIMENTOS REALIZADOS E AVALIACAO DO TRATAMENTO
INSTITUIDO

As taxas e o tempo de sobrevida dos diferentes grupos de tratamento foram
avaliadas a partir da inoculagdo intraperitoneal, dentro de 24 horas. Analises
microbiolégicas de hemoculturas e culturas quantitativas de liquido peritoneal foram
realizadas para definir a resposta aos diferentes esquemas terapéuticos.

A manipulagdo de amostras biolégicas como sangue e liquido peritoneal
ocorreu apos a morte dos animais, quando estes espécimes foram coletados para
cultura. Todos os animais que ndo morreram apos 24 horas da sepse foram
submetidos a eutanasia, realizada com dose letal subcutanea de quetamina
50mg/kg e xilazina 5mg/kg.

Imediatamente apds a morte, foi colhido: 1) uma amostra de sangue para
hemocultura obtidas por puncéao intracardiaca com técnica asséptica com clorexidine
(ALCOOLICO 0,5%) e; 2) uma amostra de liquido peritoneal por técnica asséptica

através de incisao peritoneal e inje¢ao de volume de soro fisioldgico.
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O sangue foi incubado em frasco de hemocultura pediatrico em BHI da
Newprov®. O liquido peritoneal cultivado puro e apds a diluicdo de 0,1mL do mesmo
(1:1000) em soro fisiolégico para cultura quantitativa apds incubacgéo desta solugao
em meio McConkey. Todas as culturas foram incubadas a 37° C. A hemocultura foi
realizada manualmente e semeada meio McConkey ap6és 18 a 20 horas de
incubagcdo em BHI. As hemoculturas negativas em 18 horas permaneceram
incubadas e foram semeadas novamente em 36 horas, em 48 horas e em 72 horas,

se necessario.

3.8 ESTUDO IN VITRO

O ensaio de curvas tempo-morte bacteriana (TKC) foi realizado conforme as
orientagdes do Clinical Laboratory Standards International (NCCLS, 1999) e foi
realizado na Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Foi realizada a inoculacao
de 5,0x10° UFC/mL da cepa em estudo em 10mL de caldo Muller-Hilton fresco com
ajuste de cations (Oxoide Basigstoke, UK) e incubagcdo em 35°C. MER 4mg/L, TIG
1mg/L e PMB 0,25mg/L foram testados isoladamente e nas mesmas combinagdes
do estudo in vivo. Aliquotas foram retiradas em 1, 6, 12 e 24 hora apés a inoculacao.
Amostras foram diluidas seriadamente (10" a 10®) e semeadas em duplicata em
agar sangue para contagem de colbnias. As curvas de tempo-morte bacteriana
foram construidas com a contagem de colbnias em cada tempo citado. Os
resultados foram interpretados em 24 horas.

Este ensaio in vitro avaliou o sinergismo de dois ou mais antimicrobianos na
tentativa de inibir o crescimento bacteriano de cepas de bactérias causadoras de
infecgdes. Avaliou a concentragdo do antimicrobiano e a morte da bactéria em
diferentes intervalos de tempo do ensaio. O numero médio de UFC/mL obtidas com
antimicrobiano combinado e sozinho é comparado com o controle sem
antimicrobiano. Os resultados sdo expressos em log de UFC/mL. O sinergismo é
definido como =2logig na diminuicdo da contagem de colbnias em 24horas
comparado a combinagdao de agente sozinho mais ativo. Atividade bactericida é

definida como uma redugdo maior do que 3logio da contagem total de UFC/mL no
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in6culo original. Atividade bacteriostatica € definida como manutencao ou redugao

menor do que 3logio do numero total de UFC/mL no inéculo original.

3.9ANALISE ESTATISTICA

Para dimensionar o tamanho total da amostra em estudo foi considerada
como principal variavel de interesse a propor¢cao de mortes. Sendo assim, tem-se a
férmula para dimensionamento de amostras que estima proporgao: n=z’PQ/d?. Onde

(el

n” & o tamanho da amostra,

“n

Zz” o valor tabelado da distribuicdo normal
correspondente ao nivel de confianga pretendido, “P” é a proporgéo de 50% (maior
variabilidade possivel), “Q” é “1- P” e “d” é o maior desvio aceitavel, ou seja, erro que
estamos dispostos a aceitar. Considerando um nivel de confianga de 95,0% e o erro
amostral maximo de 8% o tamanho da amostra total deve ser de 100 a 140 ratos.
Assim, em cada um dos 10 grupos de estudo foram incluidos 10 ratos: 2 grupos com
ESBL-KP e 8 grupos com KPC-KP.

Os dados continuos foram expressos como média *+ desvio padrao (DP) ou
mediana com os extremos. As frequéncia foram expressas em porcentagens. Para
as variaveis continuas foram aplicados os testes de Fischer e Mann Whitney (para
comparagao entre 2 grupos) e Kruskall-Wallis (para comparagado entre varios
grupos) e para as curvas de sobrevida o teste de Gehan-Breslow-Wilcoxon e Log-

rank. O nivel de significancia foi de 0,5.
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4 RESULTADOS

4.1 EMBASAMENTO DO MODELO COM CEPAS ESBL-KP E KPC=KPC E
TERAPIA DE SEPSE POR Klebsiella pneumoniae PRODUTORA DE ESBL

Experimentos da fase de embasamento de modelo ocorreram de 21 a 23 de
julho de 2012, 31 de julho a 02 de agosto de 2012 e 12 a 14 de outubro de 2012. As
Figura 1 demonstra o tempo de sobrevida em horas apds a inoculagdo com as

diferentes concentracdes bacterianas das cepas de ESBL-KP e KPC-KP.

ESBL KPC
57 o SE 0o 25 S S
] 20 T = 204
2 z
a 15- s 15
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g 104 z 104
3 3
I 54 Lo f p= = 54 et
0 y r 0 y v
3 3' © 10° 10° 10"
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FIGURA 1 — Sobrevida em horas apds a inoculagdo com 108, 10° e 10™ unidades
formadoras de colénias por mililitro (UFC/mL) das cepas de ESBL-KP e KPC-KP.

As Figuras 2 e 3 demonstram os resultados da terapia com meropenem em
diferentes doses para os animais infectados com duas concentracées de indculos
letais de ESBL-KP. Estes dados encontram-se no artigo do ANEXO Il. Observamos
na Figura 2 que com o in6culo mais concentrado, 90% dos animais morriam apesar
do tratamento. Com esta dose inoculada nao foi possivel avaliar diferencas
microbiolégicas entre as amostras de liquido peritoneal e hemoculturas dos animais
tratados e dos controles. Na Figura 3 observa-se que 80% dos ratos tratados
sobreviviam ao indculo eleito de 1.0 x 10° UFC/mL e a terapia com meropenem
50mg/kg a cada 8 horas promoveu 60% de sobrevida em 24 horas no grupo de ratos

infectados com ESBL-KP, significativamente superior aos controles néo tratados.
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FIGURA 2 — Sobrevida dos grupos infectados com 2,0x10'"® UFC/mL de ESBL-KP -
6 animais do grupo controle sem tratamento e 6 animais tratados com 30mg/kg de
meropenem em dose unica administrado 1 hora apds a inducao da sepse.
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FIGURA 3 — Sobrevida dos grupos infectados com 1,0x10'"° UFC/mL de ESBL-KP -
10 animais do grupo controle sem tratamento e 10 animais tratados com 50mg/kg de
meropenem administrado imediatamente apés a indugdo da sepse e a cada 8 horas
por 24 horas.

4.2 EMBASAMENTO DAS DOSES DE ANTIMICROBIANOS COM AVALIACAO DE
MONOTERAPIAS E TERAPIA COMBINADA EM SEPSE NAO LETAL

Experimentos da fase de embasamento da terapia ocorreram de 26 a 28 de
janeiro de 2013. As doses de antibidticos eleitas para a terapia antimicrobiana foram
testadas inicialmente em modelo de sepse néao letal a fim de avaliar o efeito destas
combinagdes em comparagdo com as monoterapias na contagem de col6nias do
liquido peritoneal e na positividade de hemoculturas, conforme o artigo do ANEXO

lll. Observou que as unicas monoterapias que nao esterilizaram o liquido peritoneal



32

foram TIG e MER. As combinagdes de TIG associado a MER e PMB associado a

MER nao foram capazes de negativar hemoculturas.

4.3 EXPERIMENTO DE SEPSE LETAL POR KPC-KP COM MONOTERAPIAS,
TERAPIAS COMBINADAS E CONTROLE SEM TRATAMENTO

Experimentos da fase de terapia de sepse letal por KPC-KP ocorreram de 31
de maio a 02 de junho de 2013 e 17 a 20 de julho de 2013. Oitenta animais
subdivididos aleatoriamente em oito grupos conforme descrito no método e tratados
conforme Tabela 2 foram analisados.

A Tabela 3 demonstra as proporcdes de sobrevida em 24 horas destes
animais e as curvas de sobrevida encontram-se na Figura 4. A Tabela 4 e a Figura 5
demonstram as médias de UFC/mL de liquido peritoneal por grupo de tratamento. A
Tabela 5 e a Figura 5 demonstram a positividade de hemoculturas por grupo de
tratamento.

Os animais tratados com PMB em monoterapia, PMB e TIG e terapia tripla (PMG,
TIG e MER) apresentaram redugéao significativa da contagem de colénias do liquido
peritoneal em relagédo aos outros grupos (p<0,001).

Os animais tratados com PMB e TIG apresentaram a maior taxa de negativagao das
hemoculturas (70%), sendo significativo em relagéo aos grupos controle, MER e TIG
e MER (p=0,0019).

TABELA 3. Proporgdes de sobrevida nos grupos de submetidos a tratamento para
sepse letal por KPC-KP e grupo controle

Sobrevivéncia

Grupo n mortes 0 o
Controle 10 8 2 20,0%
MER 10 6 4 40,0%
TIG 10 6 4 40,0%
PMB 10 3 7 70,0%
MER e PMB 10 0 10 100,0%
MER e TIG 10 3 7 70,0%
PMB e TIG 10 0 10 100,0%

PMBe TIG e

MER 10 0 10 100,0%

Legenda: MER — meropenem, TIG — tigeciclina, PMB — polimixina B
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TABELA 4. Médias de unidades formadoras de col6nias detectadas em cutura de
liquido peritoneal por grupo de tratamento

Grupo N Média (UFC/mL) Desvio padrao p
Controle 10 800.010 349.578
MER 10 760.010 406.044
TIG 10 516.910 452.345
PMB 10 11.350 30.610 <0.001*+5#
MER e TIG 10 410.600 302.288
MER e PMB 10 50.150 158.061 <0.001*+5#
PMB e TIG 10 1.050 2.809 <0.001*+5#
PMB e TIGe MER 10 260 613 <0.001*+5#

Legenda: MER — meropenem, TIG — tigeciclina, PMB — polimixina B
UFC - unidades formadoras de coldnias

* - em relagao ao grupo controle (teste Mann-Whitney)

+- em relagao ao grupo TIG (teste Mann-Whitney)

5 - em relacédo ao grupo MER (teste Mann-Whitney)

# - em relagao ao grupo MER e TIG (teste Mann-Whitney)

TABELA 5. Positividade de hemoculturas por grupo de tratamento

Grupo n hemoculturas positivas p

Controle 10 9
MER 10 9
TIG 10 9
PMB 10 8
MER e PMB 10 6
MER e TIG 10 9

PMB e TIG 10 3 0.019*+5#
PMB e TIG e MER 10 6

Legenda: MER — meropenem, TIG — tigeciclina, PMB — polimixina B
* - em relagao ao grupo controle (teste Exato de Fisher)

+- em relagao ao grupo TIG (teste Exato de Fisher)

5 - em relagcédo ao grupo MER (teste Exato de Fisher)

# - em relacao ao grupo MER e TIG (teste Exato de Fisher)

Estes dados do modelo de comparagao de terapias em sepse letal por KPC-
KP estao publicados no artigo do ANEXO IV.
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Figura 4 — Curvas de sobrevida em 24 horas dos animais infectados com KPC-KP e
tratados com monoterapias e terapias combinadas e do controle sem tratamento.
Legenda: MER — meropenem, TIG — tigeciclina, PMB — polimixina B
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Figura 5 — propor¢cbes de mortalidade e positividade de culturas dos animais
infectados com KPC-KP e tratados com monoterapias e terapias combinadas e do
controle sem tratamento

A. Propor¢gdes de mortalidade dos animais infectados com KPC-KP e tratados com
monoterapias e terapias combinadas e do controle sem tratamento (* p<0,05 em
comparagao com PMB, MER+TIG, MER, TIG e controle; ** p<0,05 em comparacéao
com MER, TIG e controle). B. Proporgbes de culturas peritoneais positivas apos o
Obito ou eutanasia nos animais infectados com KPC-KP e tratados com
monoterapias e terapias combinadas e do controle sem tratamento (* p<0,05 em
comparagao com MER+TIG, MER, TIG e controle). C. Propor¢gbes de hemoculturas
positivas apos o obito ou eutanasia nos animais infectados com KPC-KP e tratados
com monoterapias e terapias combinadas e do controle sem tratamento (*** p<0,05
em comparacao com MER+TIG, MER, TIG e controle).

Legenda: MER — meropenem, TIG — tigeciclina, PMB — polimixina B
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As curvas de tempo-morte bacteriana da cepa de KPC-KP incubada com
MER, PMB, TIG, MER+TIG, MER+PMG, PMB+TIG e PMB+TIG+MER estdo

representadas na Figura 6. A terapia tripla e a associagdo PMB+TIG foram

bactericidas e com efeito sinérgico. A combinagao MER+TIG teve efeito antagbnico.
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Figura 6 — Curvas de tempo-morte bacteriana da cepa KPC-KP usando as
combinagdes PMB+TIG, PMB+MER, TIG+MER e PMB+TIG+MER.
A. associagao PMB+TIG teve efeito sinérgico e foi bactericida. B. associagéo

PMB+MER n&o teve efeito sinérgico e né&o foi

bactericida. C. associacao

PMB+TIG+MER teve efeito sinérgico e foi bactericida. D associagdo MER+TIG teve

efeito antagdnico e nao foi bactericida.

Legenda: MER — meropenem, TIG — tigeciclina, PMB — polimixina B
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5 DISCUSSAO

Apos a analise de diferentes concentracbes de indculos bacterianos na
sobrevida dos animais e da avaliacdo de resposta ao meropenem para sepse por
ESBL-KP, foi possivel a reprodu¢cao de modelo experimental de tratamento de sepse
por BMR.

Estudos clinicos retrospectivos embasam o uso de terapia combinada para
infeccées por ERC (TUMBARELLO et al., 2012; QURESHI et al., 2012 e DAIKOS et
al., 2014) e sugerem que o uso de MER ¢é satisfatério para cepas com CIM para
MER abaixo de 8 mg/L (DAIKOS et al., 2014). Uma cepa com CIM acima de 16 mg/L
foi escolhida para promover infeccdo experimental e tratamento com monoterapias e
terapias combinadas contendo MER, com tempo padrao de inicio da terapia
antimicrobiana.

Em termos de sobrevida, as monoterapias ndo garantiram a mesma eficacia
do que as combinacdées de PMB com TIG ou PMB com MER ou terapia ftripla,
corroborando os estudos citados (TUMBARELLO et al., 2012; QURESHI et al., 2012
e DAIKOS et al., 2014). A monoterapia com polimixina foi a mais eficaz, superando
os resultados obtidos com a combinacdo MER com TIG. Com isso, existe a
possibilidade de monoterpia com PMB ser uma opcéo para infecgdes menos graves
e localizadas, sobretudo no trato urinario.

Terapia tripla para esta cepa com sensibilidade a PMB e TIG e CIM elevada
para MER n&o foi superior a combinagao de TIG e PMB, diferente do observado nos
estudos clinicos retrospectivos em que a CIM para MER ndo era tdo elevada
(TUMBARELLO et al., 2015). Tal informagao € importante para garantir que o uso
excessivo de antimicrobianos possa ser evitado e a terapia antimicrobiana seja
otimizada. DEL ARCO (2015) administrou o uso de antimicrobianos por 3 anos, com
otimizagao do tratamento obtida através da reducdo do espectro de antibidticos e
ajuste da dose , intervalo de dosagem e duragao do tratamento e com isso, o perfil
de sensibilidade de BGN a carbapenémicos aumentou em 10%, demonstrando a
necessidade do uso criterioso de antimicrobianos.

A combinacado de PMB e MER demonstrou impacto na sobrevida e cultura de
liquido peritoneal, mas n&o foi superior do que a monoterapia com PMB na

esterilizacdo de hemoculturas. Mai uma vez, ressaltamos que combinagdes possam
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ser desnecessarias em alguns subgrupos de infecgdes menos graves ou localizadas
nas quais a monoterapia com PMB possa ser eficaz. Por outro lado, a associacao
PMB e MER deve ser estudada com mais detalhes em estudos prospectivos, visto
que pode ser importante na sobrevida de casos mais graves, principalmente em
bacteriemias, sitio em que tigeciclina ndo estd aprovada (POSTIER R. G. et al.,
2004; BABINCHAK T. et al., 2005; BREEDT J. et al., 2005; ELLIS-GROSSE E. J. et
al., 2005; OLIVA M. E. et al., 2005; SACCHIDANAND S. et al., 2005; TANASEANU
C. et al., 2008; TOWFIGH S. et al.,, 2010; VARDAKAS K. Z., RAFAILIDIS P. I. e
FALAGAS M. E. 2012).

Estudos prospectivos incluindo cepas com CIM menores para meropenem ou
mesmo cepas com CIM elevadas sao necessarios para avaliar desfechos em
pacientes tratados com monoterapia PMB, PMB+MER e PMB+TIG.

Os achados observados in vivo em termos de eficacia microbioldgica,
corresponderam aos resultados do estudo in vitro, o que pode ser observado
comparando-se os dados descritos nas Figuras 5 e 6. As combinagdes de PMB+TIG
e PMB+TIG+MER foram mais eficazes em termos de sobrevida, resposta
microbiolégica e também demonstraram sinergismo in vitro.

A combinagao de TIG e MER foi antagbnica in vitro, conforme ja observado
em outros estudos (POURNARASA et al., 2011) e sugerido em nosso estudo de
sepse nao letal.

A principal limitacdo deste estudo foi a analise de uma unica cepa de KPC-
KP. Tal fato foi devido ao numero de animais disponibilizados pelo CEUA, sendo
necessario novo projeto para aprovagao de maior numero de cobaias para este fim,
Outra limitagao é a auséncia de analises de farmacocinética que certamente podera
ser abordada em estudos futuros.

Com relagdo a doses dos antimicrobianos, observamos que estudos
publicados apds a realizagdo deste experimento que ocorreu entre julho de 2012 e
julho de 2013, utilizaram doses mais elevadas de meropenem e polimixina. Bowers
(2015) que tratou pneumonia em ratos neutropénicos, utilizou 10mg/kg de PMB.
Michail (2013) utilizou 200mg/kg a cada 8 horas de meropenem e 50mg/kg/dia de
tigeciclina ambos via subcutanea. A dose de tigeciclina utilizada por Michail (2013) é
aparentemente excessiva com base nos estudos prévios de Murphy (2000) e
Docobo-Perez (2011). Porém a dose de meropenem utilizada neste experimento,
embasada em estudos prévios (MIMOZ et al., 2000, CHANG et al., 2002), merece
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ser questionada a partir da publicagdo de Michail (2013) que ocorreu apds o término
deste experimento, pois pode ter sido abaixo do necessario e talvez por isso a
sobrevida dos ratos infectados com ESBL-KP foi de 60% e o uso de MER

demonstrou beneficio parcial na associagcdao com PMB.
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6 CONCLUSAO

As associagdes de antimicrobianos, sobretudo PMB combinada com TIG e
terapia tripla (PMB, TIG e MER) sdo mais eficazes em termos de sobrevida e
resposta microbiolégica do que monoterapias para o tratamento de infecgao
potencialmente letal por uma cepa de KPC-KP com sensibilidade a PMB e TIG e alta
CIM para MER em um modelo experimental. A terapia tripla ndo foi mais eficaz do
que a associacdo de PMB e TIG em termos de esterilizagdo de hemoculturas para
esta cepa especifica.

Este modelo experimental, validou a dose de indculo bacteriano, o uso de
antimicrobianos e o tempo de 24 horas para a avaliacdo da sobrevida em sepse
murina por BMR. Doses mais elevadas de meropenem poderdo ser avaliadas em
modelos futuros.

Houve sinergismo in vitro para a combinagdo de PMB e TIG e antagonismo in
vitro para a combinacdo de TIG e MER contra esta cepa de KPC-KP e esses

achados foram comparaveis com os achados in vivo.
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RESUMO - Racionalt Modelos animais s3o importantes para avaliar a eficida de antimicrobianos e
a validac3o do sttio de infeccdo e a carga bacteriana. Objetivo: Definir a concentragio do noculo
bacteriano, a dose e o tempo de administrac3o de antimicrobianos a fim de validar um modelo
experimental para o tratamento de Kiebsiello pneumonige produtora de betalactamase de amplo
espectro em sepse letal. Método: Inoculos de Klebsiella pneumonige produtora de betalactamase
de espectro estendido de 15x10° unidades formadoras de coldnias por mililitro (UFC/ml) a 2,0x10°
UFOniﬁxmadmnmdmvuneqaopammalanmoszadumsSobMedados
maobcobgoosdehemoamnsemhnsmamwasdeﬂudopemmafaanavaiados
inicialmente em animais n3o tratados. Animais inoculados com 2,0x10® UFC/ml foram tratados
dose Unica de meropenem (30mg/kg) e animais inoculados com 1,0x10® UFC/ml foram tratados
Mmmm&mﬂg)pu%h«aseosdesﬁdmiomnwaﬁdosm
24ln'asda|noqlagao Resuttados: Solugdes com 15 x10° e 6,0x10° UFC/ml ndo foram letais.
Inoculos de 1.0x10%° UFC/ml e de 20x10*UFC/mi foram letais em 80% e 100% dos animais
respectivamente. Sepse letal (10x10*CRU/mL) com tratamento imediato e por 24 horas apresentou
40% de mortalidade, comparada com 80% nos controles (p=0.033). Culturas quantitativas de fluido
peritoneal 3 m<10‘UFCInie:'quanhoq.|eoam0Iessenummrmapcmarn>1(P
UFC/mi (p=0.001). Conclusdo: Modelo experimental com indculo de 1,0x10°URC/ml submetido ao
tratamento imediato e por 24 horas foi capaz de avaliar resposta microbiclogica e de sobrevida
podendo ser modelo de embasamento e de controle para tratamento de sepse letal por Kiebsiella
pneumonige produtora de carbapenemase.

ABSTRACT - Background: Animal models are useful to evaluate the efficacy of antimicrobials in
experimental sepsis. Ainr To elucidate the steps of producing an experimental model for the
treatment of extended-spectrum beta-lactamase (ESBL)-producing Klebsiella pneumonige sepsis
Methods: Several ESBL inoculums ranging from 1.5x10° colony-forming units per milliliter (CFU/
ml) to 2.0x10* CFU/mL were administered by peritoneal injection in adults Wistar rats. Qutcomes
and microbiological data of quantitative peritoneal and blood cultures were observed in untreated
animals. Animals which received 2.0x10* CFU/mL inoculums were treated with single meropenem
dose (30mg/kg) after one hour and those which received 1.0x10® CFU/mL inoculums were treated
immediately with three doses of meropenem 50 mg/kg. Outcomes were observed for 24 hours
after inoculation. Results: Solutions with 1.5 x10° and 6.0x10* CFU/mL were not lethal within 24
hours. Inoculums of 1.0x10* CFU/mL were lethal in 80% and solutions with 2.0x10* CFU/mL were
lethal in 100% of animals. ESBL lethal sepsis (1.0x10*°CFU/mL) was treated immediately with 50
mg/kg of meropenem every eight hours for 24 hours and presented 40% mortality compared with
80% mortality of the control group (p=0.033). Quantitative cultures of peritoneal fluid presented
10* CFU/mL or less for treated animals compared to more than 10° for untreated animals (p=0.001).
Conclusion: Inoculums of 10x10“CFU/mL achieved the best results to study a model of lethal
sepsis and this model of treatment of carbapenem-susceptible Enterobacteriocege can serve as
control to further evaluation of treatment of carbapenemase-producing Enterobacteriaceae models.

INTRODUCAO

incidéncia de enterobactérias produtoras de carbapenemases aumentou
consideravelmente em nosso meio € o tratamento ideal para estes
icrorganismos n3o esta estabelecido. Alguns estudos retrospectivos
sugerem que a associac3o de antimicrobianos pode ser benéfica®t2. A resposta de
diferentes antibioticos no tratamento de microrganismos especificos pode ser avaliada
através de mortalidade global, tempo de sobrevida e taxa de cura microbiologica. Tais
desfechos podem sofrer influéncia de outros fatores clinicos e desta forma, modelos
experimentais s3o Uteis na avaliacdo da combinagdo de antimicrobianos para o tratamento
de enterobactérias produtoras de carbapenemases até que ensaios clinicos avaliem esta
hipotese. Um modelo experimental de tratamento de enterobactérias produtora de
betalactamase de espectro estendido (ESBL), sensivel a carbapenémicos seria util para
controlar modelos de tratamento de enterobactérias produtoras de carbapenemases.
Modelos animais de tratamento de enterobactérias em peritonite, pneumonia
e de infecgdo de partes moles apos imunossupressdo foram revisados e nenhum foi
encontrado definindo o indculo bacteriano e o tempo de terapia para ESBL. Modelos
de peritonite em ratos utilizaram indculos de 10° a 10* unidades formadoras de
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coldnias por mililitro (UFC/ml) de E coli Sepse letal para
ratos foi estudada com indculo de 10”a 10 UFC/mi**°e
ndo letal com inoculos de 10°a 10* UFC/mI*=. Os modelos
que estudaram Klebsiella pneumoniae foram de peritonite em
camundongos neutropénicos (3x10° UFC/ml)* , infecg3o de
partes moles em ratos neutropénicos (10% /10* UFC/mI)* e
modelos de pneumonia em ratos (10%/10* UFC/ml)’. Inoculos
de 10*° UFC/ml de Enterobacter spp também foram avaliados
em modelos de pneumonia em ratos’.

E necessaria a padronizacio de concentracdes de indculo
de Klebsiella pneumonige a fim de determinar um modelo de
sepse letal capaz de ser reprodutivel e valido para avaliar a
eficada da terapia antimicrobiana na reducdo da mortalidade e
no tempo de sobrevida de animais tratados com terapia padrao.
O nimero de doses de antimicrobiano e o tempo de tratamento
também devem ser padronizados. Uma vez validado, o modelo
poderia servir de controle para o tratamento de Klebsiella
pneumoniae produtora de carbapenemase.

Desta forma, o presente estudo visa validar um modelo
experimental de sepse letal e tratavel de peritonite por K.
pneumonige ESBL em ratos ndo neutropénicos, através da
definicdo da concentragdo ideal de indculo, bem como da
posologia a ser empregada de meropenem.

METODO

Animais

O experimento foi realizado com ratos Wistar adultos
(20-24 semanas) de ambos os sexos com peso médio de
200-340 g. Foram mantidos sob temperatura (22-24°C) e
umidade adequadas, em ciclo dia-noite artificial, recebendo
dieta-padrdo e agua ad libitum. A comissdo de ética para o
uso de animais da Universidade Estadual de Ponta Grossa
aprovou o estudo. Foram incluidos 50 animais nas diferentes
fases deste experimento.

Cepas bacterianas, producdo do inoculo e indugdo da sepse

Uma cepa-padrio de K. pneumoniae ESBL (ATCC 700603)
foi inoculada em meio Mueller-Hinton e incubada a 37° C por
24 horas. As colonias foram diluidas e homogeneizadas em
solugdo salina isotdnica estéril para formar inoculos.

As solugdes eram centrifugadas a 2500 rotagdes por
minuto por cinco minutos e as concentragdes eram aferidas.
Inicialmente, utilizou-se densimetro (Densimat Biomerieux®)
capaz de medir densidades de 0,5 a 7,5 McFarland para aferir
a concentragdo do inoculo. Concentragdes de 1.5x10* UFC/mI
eram obtidas em 5 McFarland. A fim de obter medidas mais
acuradas de inoculos, utilizou-se espectrofotdmetro (Lambda
25 UV/Vis Spectrophotometer Perkin ElImer®) com densidade
optica de 625 nm. Inoculos com 15x10%° e 2,0x10* UFC/
ml correspondiam as solugdes de cloreto de bario e acido
sulfirico de 50 (5% de H,SO, e 5% de BaCl,) e 67 (33% de
H,50, e 6,7% de BaCl)) McFarland e as absorbancias destas
solugdes eram de 2343 e 2.764 respectivamente. De acordo
com a lei de Beer-Lambert, absorbancias acima de 0.8%0 ndo
sdo acuradas para medir contagem de microorganismos;
assim, apos diluig3o de 1:20, os indculos de 1,5x10% e 2,0x10%
UFC/ml apresentaram absorbancias de 0.543 e 0.633. Os de
6,0x10” UFC/mI e 1,0x10*° UFC/mI foram obtidos diluindo 0.4
ml e 0.6 ml da solugdo de 1,5x10* UFC/mL

Todos os indculos produzidos para injecao intraperitoneal
eram semeados em Mueller-Hinton e incubados por oito horas
para confirmar contagem de coldnias antes da indugdo da sepse.

Sepse foi induzida através de injec3o intraperitoneal
dos indculos descritos com agulha de 26 gauge no quadrante
inferior direito do abdome. Todos os procedimentos foram
realizados sob condicdes assépticas.

A letalidade do inoculo foi definida através da
observagdo apos injecdo de solugdo com 1,5x10° UFC/ml em
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seis animais, 6,0x10? UFC/ml em outros seis, 1,0x10* UFC/ml
em dez animais e 2,0x10* UFC/ml em outros dez.

Terapia antimicrobiana

Dois grupos com sepse letal por K. pneumonige ESBL
foram tratados com meropenem (Astra-Zeneca®). Doze ratos
receberam inoculos de 2,0x10* UFC/ml, sendo seis tratados
com dose Unica de meropenem 30 mg/kg administrada uma
hora apos a indug3o da sepse. Vinte animais receberam inoculos
de 10x10" UFC/ml e 10 foram imediatamente tratados com
50 mg/kg de meropenem a cada oito horas por 24 horas (trés
doses). Os animais foram distribuidos homogeneamente em
termos de peso e sexo entre os grupos controle e de tratamento.

Avaliacdo do desfecho

A resposta ao inoculo e ao tratamento foram
avaliados através da taxa de letalidade, tempo de sobrevida,
positividade de hemoculturas e de culturas quantitativas de
liquido peritoneal. Os animais que n3o apresentaram sepse
letal apos 24 h, sofreram eutandsia com doses letais de
xilazina e quetamina.

Hemoculturas (0,5-1 ml) foram coletadas através de
puncdo intracardiaca apos o oObito e incubadas em meio
“brain heart infusion”. O liquido peritoneal foi obtido apos
laparotomia e injecdo de 5 ml de solug3o salina isotdnica,
homogeneizagio e aspiragao. Um microlitro deste aspirado foi
semeado em agar McConkey para culturas quantitativas. Além
disso, culturas quantitativas foram realizadas apos diluicdo de
1:100 do aspirado e semeadura de 1l em agar McConkey.

Analise estatistica

Variaveis continuas foram descritas como média e desvio-
padrio e frequéncias como porcentagens. Variaveis categoricas
foram comparadas através do teste de Mann-Whitney. Teste de
Kruskal-Wallis foi utilizado para avaliar a sobrevida dos grupos
sem tratamento. Foi utilizado o nivel de significancia de 0,05.
0Os dados foram computados em Excel (Microsoft, New York,
USA) e a analise estatistica foi realizada usando o programa
SPSS 16.0 (SPSS, Chicago, USA). Graficos e andlise estatistica
pelo teste de Mann-Whitney foram realizados pelo programa
GraphPad Prism 5.0 (GraphPad, La Jolla, USA).

RESULTADOS

Solugdes de K. pneumoniae ESBL com concentragdes
de 1,5x10” a 2.0x10" UFC/mI foram avaliadas em termos de
promog3o de letalidade em ratos Wistar adultos e observou-
se que indculos com 1,5x10* UFC/mI e 6,0x10” UFC/mI ndo
eram letais em seis (100%) e quatro (80%) dos animais
respectivamente submetidos a estas concentracdes de
microorganismos. Indculos de 1.0 x10* UFC/mi foram letais
em oito (80%) dos animais. Solugdes de 2,0x10% UFC/ml
foram letais em 10 (100%) ratos (Figura 1).

Seis dos 12 que receberam indculos de 2,0x10*UFC/ml
foram tratados com dose Unica de 30 mg/kg apos uma hora
da indug3o da sepse e a mortalidade foi de 83,3% (cinco de
seis ratos) no grupo que recebeu tratamento e de 100% no
controle sem tratamento. No grupo de 20 animais inoculados
com 1,0x10"UFC/m, 10 foram tratados imediatamente com
50 mg/kg de meropenem a cada oito horas por 24 horas e
observou-se que quatro (40%) dos tratados e oito (80%) dos
controles evoluiram para obito (p=0.042, Figura 2).

Culturas quantitativas de fluido peritoneal realizadas no
grupo de ratos inoculados com 1,0x10*°UFC/ml apresentaram
10*UFC/ml ou menos para nos animais tratados e acima de 10°
UFC/ml nos controles (p=0.001). Enquanto que no grupo de
ratos inoculados com 2,0x10**UFC/ml, as culturas quantitativas
de fluido peritoneal apresentavam contagens de colonias
acima de 10° UFC/ml independente do tratamento (Figura 3).
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FIGURA 1 - tempo de sobrevida, em horas, dos animais n3o
tratados de acordo com a concentracdo do
indculo administrado (UFC/m).
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FIGURA 2 - Tempo de sobrevida (horas) apos a injecdo
de solucio de 1.0x10*UFC/ml em animais
sem tratamento (controles) e nos tratados
imediatamente com 50mg/kg de meropenem.
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FIGURA 3 — Culturas quantitativas de fluido peritoneal em UFC/ml
nos animais n3o tratados e tratados que receberam
respectivamente solugdes com 2,0x10*UFC/ml e
tratamento com 30mg/kg de meropenem em dose
Unica e solugdes de 1,0x10“UFC/mi e tratamento
com 50mg/kg de meropenem em 3 doses.

DISCUSSAO

Estudos prévios descreveram modelos experimentais
de inoculos para sepse peritoneal de enterobactérias ndo
K.pneumoniae®***.Modelos de infecc3o de partes moles em
ratos neutropénicos foram realizados com inoculos pouco
concentrados para avaliar dados microbiologicos e ndo a
mortalidade relacionada ao tratamento antimicrobiano®.
Este estudo descreve a padronizacdo para atingir um
modelo de sepse letal por K. pneumoniae ESBL, passivel de
tratamento para avaliar a resposta ao antimicrobianos em
ratos imunocompetentes.

Inoculos com concentragdes de 10* e 10* UFC/mi
promovem sepse nao letal em ratos imunocompetentes.
Sepse induzida por solugdes nestas concentragdes,
pode ser util para estratificar dose de antimicrobianos e
comparar a eficacia antimicrobiana através de resultados
microbiologicos, mas n3o permite avaliar o desfecho em
termos de sobrevida.Inoculos concentrados excessivamente
promovem sepse letal, porém ndo permitem avaliar
diferencas de mortalidade e de culturas quantitativas
entre animais tratados e controles. No presente estudo,
observou-se que a concentragio de 2,0x10"UFC/ml nos
indculos foi excessiva em termos de observar diferengas
de sobrevida e culturas quantitativas.

Inoculos de 1.0x10' UFC/m, aferidos acuradamente
por espectrofotometria produziram sepse letal passivel
de ser tratada imediatamente apos a indugdo da sepse,
com antibioticoterapia por 24 horas. Tal modelo permitiu
comparar sobrevida e dados microbiologicos de animais
tratados e controles. Indaga-se se a administracdo imediata
de antimicrobianos poderia reduzir a carga bacteriana do
inoculo; porém, observou-se a positividade de culturas
apesar desta técnica e além disso, a mesma baseou-se em
outros modelos prévios®®.

Este estudo valida um modelo experimental de sepse
induzindo peritonite letal entre seis e 24 horas. O modelo
possibilita a avaliacdo da eficicia antimicrobiana através
de hemoculturas, culturas quantitativas e sobrevida dos
animais.

CONCLUSAO

O modelo experimental com indculo de 1,0x10*UFC/
ml submetido ao tratamento imediato e por 24 horas foi
capaz de avaliar resposta microbiologica e de sobrevida
podendo ser modelo de embasamento e de controle
para tratamento de sepse letal por Klebsiella pneumoniae
produtora de carbapenemase.
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Letter to the editor

Efficacy of tigecycline, polymyxin, gentamicin,

meropenem and associations in experimental
Klebsiella pneumoniae carbapenemase-producing
Klebsiella pneumoniae non-lethal sepsis

Dear Editor,

Retrospective clinical data suggest that antibiotic combi-
nations, including tigecycline (TIG) and polymyxin (POL),
result in better outcomes than monotherapy against Klebsiella
pneumoniage carbapenemase (KPC)-producing K. pneumoniae
(KPC-KP).* An in vitro study with time-kill assay has shown
that TIG, POL and meropenem (MPN) as single agents do not
exhibit efficient bactericidal activity against most of the KPC-
producing strains, and TIG alone might be a therapeutic option
for infections caused by KPC-producers when bacteriostatic
activity is adequate, or combined with POL when bactericidal
activity is required. The TIG and MPN association was neither
synergistic nor bactericidal against KPC-KP strains, suggesting
an antagonist effect, as demonstrated by Pournasara et al. in
a previous publication in the [JAA? Additional in vivo tests are
warranted to better assess killing kinetics of TIG in combina-
tion with other antibiotics against KPC-producers.

After approval by the local Ethics Committee for Animal
Experimentation, a non-lethal experimental murine model
of KPC-KP sepsis was conducted, aiming to observe the
effect of different monotherapies and antimicrobial combina-
tions on blood cultures and quantitative peritoneal cultures.
Thirty-six rats were inoculated with a low dose inoculum
(9 x 108 CFU/mL) of a KPC-KP. MPN minimal inhibitory con-
centration (MIC) was above 16ug/mL, but the strain was
susceptible to TIG (MIC=1 pg/mL), POLB (MIC<0.5 pg/mL) and
gentamicin (MIC=4 pg/mL). Antibiotic dosages and combina-
tions are described in Table 1. Dosages were the same in
combined and monotherapy groups. A control group without
antibiotic was included.

No differences were observed in untreated controls
and animals treated with MPN, since both groups had
positive blood cultures and peritoneal fluid cultures with
10°-10° colony-forming units/mL (CFU/mL). All animals
treated with TIG, GEN and POL as monotherapy had negative
blood cultures, as did the animals treated with POL plus

GEN, POL plus TIG, TIG plus GEN and triple therapy. Those
groups also presented negative peritoneal fluid cultures,
except for two animals treated with TIG monotherapy, who
had 10° CFU/mL in peritoneal fluid cultures. When POL and
TIG were combined with MPN, three out of six blood cultures
turmned out positive after 12h of incubation, a worse micro-
biological result than monotherapies with TIG, POL and GEN
and other combinations.

All monotherapies with TIG, POL and GEN (total n=9)
showed higher efficacy in sterilizing peritoneal and blood cul-
tures than the group of untreated controls and animals treated
with MPN (n=6) (p=0.011). Triple therapy (MPN+TIG+POL)
and double therapies with no MPN (TIG+POL, TIG+GEN,
POL + GEN) (total n=12) were significantly more effective than
controls (untreated controls and animals treated with MPN
alone) in sterilizing cultures (p=0.011). On the other hand,
when the TIG + MPN and POL + MPN combinations (n=6) were
compared to untreated controls and animals receiving MPN
(n=6), there were no significant differences in culture posi-
tivity (p=0.275).

This finding must be confirmed with larger samples, but
these data suggest that combinations of MPN with TIG or POL
might have an antagonist effect in vivo.

As previously reported by Pournarasa, 2011, MPN plus TIG
was non-synergistic in this in vivo experiment. Additionally,
POL plus MPN or TIG plus MPN associations may be less
effective than monotherapies or other combinations to treat
KPC-KP sepsis.

Antibiotic associations should be cautiously used, even for
carbapenemase-producing Enterobacteriaceae strains. In vitro
studies showing this paradox or antagonist effects used empir-
ical combination therapies in humans with infections by
KPC-KP. An experimental study with concentrated inoculum
aiming to evaluate the effect of antimicrobial combination in
lethal sepsis is ongoing and may elucidate this subject. Clin-
ical trials could answer those questions, but, until then, the
combined therapy for synergistic effect of carbapenems and
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Table 1 - Experimental study with non-lethal sepsis in
rats by KPC-producing Klebsiella pneumoniae.
Monotherapy was compared with antibiotic

combinations. Meropenem combined with other
antibiotics besides having no benefit, positive cultures
suggest an antagonistic effect.

No antibiotics
Meropenem
Gentamicin
Tigecydline
Polymyxin B
Polymyxin B + tigecycline
Gentamicin + tigecycline
Polymyxin B + gentamicin
Gentamicin + meropenem
Polymyxin B + meropenem
Tigecydine + meropenem
Polymyxin

B + tigecycline + meropenem
CFU/mL, colony-forming units per milliliter.

o
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other classes of antimicrobials is not recommended, at least
for strains with higher MPN MIC.
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ANEXO IV — RESULTADOS DOS ESTUDOS IN VIVO E IN VITRO DA
COMPARACAO ENTRE MONOTERAPIAS E ASSOCIAGOES DE
ANTIMICROBIANOS EM SEPSE LETAL POR KLEBSIELLA PNEUMONIAE
PRODUTORA DE CARBAPENEMASE

4] AAC

Joumas ASMorg

Activity of Antimicrobial Combinations against KPC-2-Producing
Klebsiella pneumoniae in a Rat Model and Time-Kill Assay

Paula Virginia Mu:helon Toledo,™® Ayrton Alves Aranha Junior, ®° Lavinia Nery Arend,” Vanessa Ribeiro,” Alexandre Prehn Zavascki,®

Felipe Francisco Tuon™'

Internal Madicine Postgraduate Training, Universikdade Federal do Parand, Curitiba, BraziP; Medidne Department, Universidade Estadual de Ponta Grossa, Ponta Grossa,
Brazl®; Anatormy Departrent, Universidade Federal do Parand, Curitiba, Brazil; Bacteriology Section, Laboratario Central de Saode Poblica do Estado LACEN-PR, Curitiba,
Brazil®, Infectious Disazses Senvice, Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Porto Alegre, Brazl®; Division of Infectious and Parasitic Diseases, Hospital Universitario Evangelico

de Cuntiba, Curitiba, Brazl’

This study evaluated the efficacy of tigecycline (TIG), polymyxin B (PMB), and meropenem (MER) in 80 rats challenged with
Klebsiella pneumoniae carbapencmase (KPC)-producing K. pneumoniae infection. A time-kill assay was performed with the
same strain. Triple therapy and PMB+TIG were synergistic, promoted 100% survival, and produced negative peritoneal cul-
tures, while MER+TIG showed lower survival and higher culture positivity than other regimens (P = 0.018) and was antagonis-
tic. In vivo and in vitro studies showed that combined regimens, except MER+TIG, were more cffective than monotherapies for

this KPC-producing strain.

I nfections due to Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC)-
producing Enterobacteriaceae are associated with therapeutic
failure and increased mortality (1-5). It has been suggested that
antibiotic combination might be a better alternative compared to
monotherapy for treatment of KPC-producing isolates (4-9);
however, further investigation on this therapeutic strategy is re-
quired (10, 11).

In the present study, we evaluated the efficacy of regimes fora
KPC-producing K. pneumoniae strain in an experimental model
of systemic infection and in a time-kill assay (TKA).

A KPC-producing K. pnewmoniae strain, coded RM-1209, was
isolated from a patient’s blood and identified by Vitek 2 (bio-
Mérieux, Craponne, France) in 2012. Antibiotic MICs were deter-
mined by agar dilution and interpreted according to CLSI and
EUCAST for tigecycline (TIG) (12, 13). The strain presented
MICs of =32 mg/liter, 1 mg/liter, and 0.5 mg/liter for meropenem
(MER), tigecycline, and polymyxin B (PMB), respectively. Detec-
tion of the blag - gene was performed with BigDye v1.1 Sequenc-
ing kits (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), and KPC-2
was confirmed at databases queried by NCBI BLAST (6).

The study was approved by the ethical committee, according to
the Protocol for the Protection and Welfare of Animals (European
Union). The animal model has been previously described (13). In
brief, male and female immunocompetent Wistar rats weighing
between 190 and 300 g were randomized into each treatment
group. Absence of immunosuppression demanded administra-
tion of highly concentrated inoculums with 1.5 X 10'® CFU/mL
This solution, when diluted 1:20 presents an absorbance of 0.546
at 625 nm wavelength on spectrophotometry (corresponding to
tube 50 of nephelometric scale). Seven groups of 10 rats were
treated with the following regimens: MER, TIG, PMB,
MER+PMB, MER+TIG, PMB+TIG or PMB+MER+TIG. Ten
rats were untreated (control group). The sample size (80 rats) was
calculated using the formula n = z22P(Q)/d2 based on the expected
proportion of deaths (50%) and 8% standard error with an 80%
statistical power.

Animals were injected with a 0.7-ml intraperitoneal aliquot of
1.5 X 10" CFU/ml KPC-producing K. pneumoniae inoculum in
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the log growth state (14). After infection, rats received antimicro-
bials intraperitoneally, TIG (Tygacil) at 7 mg/kg of body weight
every 12h (15, 16), PMB (polymyxin B) at 2 mg/kg every 12h (17,
18), or MER (Meronem) at 50 mg/kg every 8 h (19), or they re-
mained untreated. No pharmacokinetic (PK) data were obtained.
Length of survival was observed for 24 h, and euthanasia was per-
formed on rats surviving at 24 h. Blood samples were collected by
aseptic cardiac puncture, and peritoneal fluid samples were ob-
tained through direct observation after incision by an aseptic tech-
nique. Blood samples were incubated in broth, and peritoneal
fluid was incubated on MacConkey agar plates for quantitative
cultures with a 1-pl loop.

In vitro TKA was performed by inoculating 5 X 10° CFU/ml of
the clinical strain into 10 ml of fresh cation-adjusted Mueller-
Hinton broth (Oxoid, Basingstoke, United Kingdom) and incu-
bating it at 35°C. MER at 4 mg/liter, TIG at 1 mg/liter, and PMBat
0.25 mg/liter were tested alone and in the same combinations
performed in vivo. Aliquots were removed at 1,6, 12, and 24 hafter
inoculation. Samples were serially diluted (10" to 107%) and
plated in duplicate on blood agar plates for colony count. Antimi-
crobial carryover was controlled by streaking the transferred ali-
quot over the agar plate and observing possible inhibition of
growth at the site of the initial streak. Potential in vitro MER hy-
drolysis was not assessed.

Time-kill curves were constructed by plotting mean colony
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FIG 1 Animal model of sepsts of KPC-2-producing K. preumoniae and effects of different antiblotic combinations. (A) Mortality (*, P < 0.05 compared with
PMB, MER+TIG, MER, TIG, and control; **, P < 0.05 compared with control); (B) peritoneal culture (*, P < 0.05 compared with control, MER, TIG, and
MER+TIG); (C) blood culture (***, P < 0.05 compared with control, MER, TIG, and MER+TIG).

counts versus time. The results were interpreted after 24 h of in-
cubation.

Survival curves were constructed, and a Gehan-Breslow-Wil-
coxon test was performed. Mann-Whitney U and Kruskal-Wallis
tests evaluated differences in blood, peritoneal cultures, and mor-
tality between groups. Alpha adjustment was performed with
Dunn’s multiple comparison tests. SPSS 16 (IBM, Armonk, NY,
USA) software was used for statistical analysis, and Prism (Graph-
Pad, La Jolla, CA) was used for graph construction. A P value of
<0.05 was considered statistically significant.

In Kaplan-Meier survival curves, untreated rats presented
with 809% mortality, a proportion similar to that of rats treated
with TIG and MER monotherapies, whose mortality was 60.0%
in the two groups (P = 0.061 and P = 0.114). All animals
treated with combinations incduding PMB survived
(PMB+TIG, PMB+TIG+MER, PMB+MER), whereas a
70.0% survival rate was observed with MER+TIG (P = 0.018).
The MER+TIG combination did not produce significantly dif-
ferent survival from PMB monotherapy (P = 0.901) (Fig. 1A
and 2).

PMB monotherapy and combinations including PMB signifi-
cantly sterilized more peritoneal cultures than MER+TIG (P =
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FIG 2 survival curves of 2 rat model of sepsis infected with KPC-2-producing
Klebsiella pmewmoniae and response to treatment by antiblotic combinations
or monotherapies. *, Pvalue of <0.05 compared with other groups; **, Pvalue
of <0.05 compared with control.
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0.001) (Fig. 1B). The PMB+TIG combination determined the
lowest positivity of the blood cultures, statistically significantly
different from the control, MER, TIG, and MER+TIG groups
(P < 0.001) (Fig. 1C).

The PMB+TIG combination and triple therapy were synergis-
tic, whereas MER +TIG showed an antagonistic effect in the TKA
(Fig. 3).

Evaluating survival and overall culture sterilization, better per-
formance occurred with PMB+TIG, followed by triple therapy,
PMB+MER, and PMB. Monotherapies did not present the same
efficacy observed in the better performing combinations,
PMB+TIG and PMB+TIG+MER, corroborating previous stud-
ies, which observed lowered mortality with antimicrobial combi-
nations (4-9).

It has been previously described, in retrospective data, that
triple therapy might lower mortality in patients infected with
KPC-producing K. pneumoniae; however, the MER MIC was not
mentioned (4). In the present study, triple therapy was not supe-
rior to PMB+TIG; however, this finding should be confirmed
using a lower MER MIC strain.

Moreover, the combination of PMB+MER demonstrated an
impact on survival and peritoneal cultures but was not superior to
PMB monotherapy for treating bacteremia. Despite the lower
mortality observed with the PMB+MER combination, no syner-
gism was observed with PMB+MER in the TKA.

Of interest, we found an antagonistic effect of TIG+MER,
which caused worse outcomes than PMB monotherapy, as previ-
ously suggested by our group (20). Pournaras et al. also showed
that MER+TIG is not synergic in vitro (21). Previous studies of
nonlethal and nonsystemic infections were discordant about the
antagonistic effects of TIG+MER in vive (20, 22) and in vitro (23).
Further investigation using this combination is required, but we
believe that TIG + MER should be used with caution for treatment
of infections due to KPC-producing isolates. On the contrary, the
activity of TIG+PMB showed favorable results in our study, cor-
roborating previous in vitro (21) and in vivo (24) findings. Tige-
cycline monotherapy did not perform better than MER alone,
potentially because of a bacteriostatic effect and inadequate PK for
the treatment of bloodstream infections, where TIG should be
avoided (25).

A strength of this study is that the in vive and in vitro experi-
ments showed similar findings of antimicrobial activity and sam-
ple size with an adequate statistical power to detect relevant dif-
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FIG 3 Time-kill assay of KPC-2-producing K. prewmoniae using antiblotic combinations: (A) PMB+TIG: (B) PMB+MER; (C) PMB+MER+TIG: (D)
MER+TIG. Bactericsdal activity was defined as 2 =3-log,, reduction In the total number of CFU per milliliter from the original inoculum at 24 h; bacteriostatic
activity was defined as 2 <<3-log,, reduction in the total number of CFU per milliliter from the original inoculum at 24 h; synergism was defined as a difference
of =2 log,, In the reduction of the number of CFU per milltliter between the combination and the most active agent at 24 h; antagonism was defined 2s2 =2-log,,
Increase of the number of CFU per milliliter between the combination and the most active agent at 24 h.

ferences in dinical and microbiological outcomes. A limitation of
the present study was the evaluation of only one strain, as differ-
ences among strains can affect study results despite similar MICs
(26). We also did not perform a PK evaluation of the antibiotics in
rats, which might contribute to the interpretation of our findings
(15, 17-19), but previous in vitro studies have demonstrated that
combinations of TIG and MER and TIG and PMB present favor-
able PK results (27, 28).

In summary, a combined regimen including PMB resulted in
improved outcomes in this experimental study. Triple therapy
was not superior to dual combinations with PMB. In vitro antag-
onism of TIG+MER was correlated with similar outcomes and
resulted in worse microbiological findings compared to MER,
TIG, and PMB monotherapies.
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