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RESUMO

Nesse trabalho foram analisadas Klebsiella pneumoniae isoladas de
pacientes hospitalizados, realizando identificacdo e antibiograma das espécies pelo
sistema de automacédo Vitek2®, teste de Hodge Modificado para a avaliacdo da
producdo da enzima carbapenemase e teste de interacdo da atividade
antimicrobiana do imipenem e fosfomicina pelo método “checkerboard”.

As K.pneumoniae (n=50) foram isoladas entre fevereiro e agosto de 2011 de
pacientes do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto
(HCFMRP-USP) de amostras clinicas de urina e sangue. As bactérias com perfil de
resisténcia aos carbapenémicos (n=36) foram fenotipicamente investigadas quanto a
producéo de carbapenemase através do teste de Hodge Modificado e 86,2% (n=31)
foram positivas. Os isolados de K. pneumoniae foram analisados frente a interagcéo
das drogas imipenem e fosfomicina pelo método de “checkerboard” e os resultados
demonstraram potencial atividade sinérgica tanto nos isolados sensiveis quanto nos
resistentes aos carbapenémicos.

Assim, este estudo envolvendo K.pneumoniae carbapenem-resistentes soma
conhecimento aos ja existentes, podendo orientar novas estratégias para o
tratamento de infec¢cdes provocadas por estes microrganismos e dessa maneira,
contribuir para reduzir o impacto da resisténcia a antimicrobianos, que é um dos

maiores desafios dos microbiologistas e da comunidade cientifica mundial.
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1. Introducéo
1.1 As Enterobacteriaceae
Os bacilos gram-negativos pertencentes as Enterobacteriaceae constituem as

bactérias isoladas com maior frequéncia em amostras clinicas. Esses
microorganismos estdo amplamente distribuidos na natureza, sdo encontrados no
solo, na 4gua, em vegetais e, como indica 0 nome da familia, no trato intestinal de
seres humanos e animais. Tipicamente, os membros das Enterobacteriaceae
produzem colbnias secas ou mucoides relativamente grandes, de cor cinza opaco,
em Agar sangue de carneiro; as coldnias mucoides sugerem cepas encapsuladas de
Klebsiella pneumoniae. A hemolise em agar sangue € variavel e ndo distintiva.

Entretanto, a diferenciacdo das Enterobacteriaceae baseia-se primariamente
na presencga ou auséncia de varias enzimas codificadas pelo material genético do
cromossoma bacteriano. Essas enzimas atuam no metabolismo das bactérias ao
longo de diversas vias que podem ser detectadas por técnicas de cultura in vitro. Os
substratos com 0s quais essas enzimas podem reagir sao incorporados ao meio de
cultura, juntamente com um indicador capaz de detectar a utilizacdo do substrato ou
a presenca de produtos metabdlicos especificos. (KONEMAM, 2008).

Nas ultimas décadas, as bactérias gram- negativas tem assumido um papel
importante nas infeccdes hospitalares, sendo consideradas um dos principais
agentes etiolégicos e um problema para a Saude Publica devido a sua prevaléncia
e altos indices de resisténcia associados a mortalidade.

Estudos multicéntricos tém mostrado que, em pacientes da unidade de
cuidados intensivos na América do Sul, Eschericia coli e Klebsiella pneumoniae séo
0S agentes mais prevalentes da familia das Enterobacteriaceae sendo descritos
como segundo e quarto patégenos mais freqientemente isolados no ano de 2002,
respectivamente, seguidos pelo género Enterobacter (KIFFLER et. al , 2005,
FLEDER et al. , 2006).

1.2 Klebsiella pneumoniae
E um dos géneros bacterianos comumente isolados em casos de infeccdo

hospitalar, como pneumonia, infeccdo urinaria e septicemia, relacionada com as
altas taxas de morbimortalidade (LANDMAN, et al.,2007; MEYER, et al., 1993,
PEREIRA, et al. 2003). No Brasil, relatos demonstram que de 12.1% - 16,9% das

infecgcbes em unidades de cuidados intensivos sdo causadas por K. pneumoniae



(OPLUSTIL et. al., 2005; KIFFER et al., 2005) ocupando o quarto lugar na
ocorréncia de infec¢des hospitalares.

As infec¢des hospitalares recidivantes tém como uma das principais causas a
resisténcia bacteriana. A aquisicdo de mecanismos de resisténcia tem levado esses
microrganismos, principalmente a Klebsiella pneumoniae a alcangar notoriedade
como patdégeno causador de surtos de infeccdo hospitalar (ARDANUY et al., 1998).
Os carbapénemicos sdo uma classe de antibiéticos comumente utilizados para tratar
infeccdes causadas por Enterobacteriaceae multiresistentes. No entanto, um
mecanismo cada vez mais comum de resisténcia é a Klebsiella pneumoniae
produtora de carbapenemase (BRADFORD et al., 2004; DESHPANDE et al., 2006;
LOMAESTRO,et al. 2006; NAAS et al., 2005; NAVON-VENEZIA, et al., 2006).

A enzima KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemase) €& a
serinocarbapenemase de maior importancia. O primeiro relato dessa enzima ocorreu
em 2001 nos Estados Unidos, seu nome refere-se a espécie na qual a KPC-1 foi
identificada, tempos depois uma variante KPC-2 foi descrita em Klebsiella sp e
Salmonella entérica, porém uma recente correcao da sequéncia da KPC-1 indicou
gue blakpc: € blakpc2 sé@o idénticas (YIGIT, et al., 2003). Mutacdes do gene
estrutural da enzima KPC-2 tem resultado em trés novas variantes que apresentam
diferentes perfis de hidrolise (WOLTER et al.; 2008).

A enzima KPC ocorre mais comumente em K. pneumoniae mais tem sido
relatada esporadicamente em outras espécies de Enterobacteriaceae e confere
resisténcia a todos os agentes B- lactamicos incluindo penicilinas, cefalosporinas,
monobactamicos e carbapenémicos (ALBA et al., 2005; SMITH MOLAND et al.,
2003 ; YIGIT, et al., 2003).

Relatos indicam que os determinantes de KPC apresentam uma grande
capacidade de disseminacéo, associada a sua localizacéo plasmidial ou a presenca
de elementos mdveis de resisténcia. A presenca de isolados bacterianos produtores
de KPC pode ser clinicamente subestimada, devido a perfis de resisténcia
categorizados como sensiveis na presenca do gene blakpc, 0 que afeta a
sensibilidade de deteccdo dos métodos convencionais ( CLSI, 2009). Na auséncia
de outro mecanismo que contribua com a resisténcia aos antibidticos
carbapenémicos, a concentracdo inibitéria minima (CIM) dos isolados para o
antibidtico Imipenem apresenta apenas uma sensibilidade diminuida e, em alguns

testes fenotipicos, principalmente nos automatizados, sao erroneamente



identificados como ESBL. Essas dificuldades impedem uma boa identificacdo desse
mecanismo 0 que pode gerar resultados equivocados com consequéncias fatais ao
paciente (WALTHER- RASMUSSEN & HOIBY, 2007).

As metodologias usadas para rastreamento de KPC sao diversificadas:
focalizagédo isoelétrica, disco difuséo, E-teste e teste de Hodge modificado. Pode-se
ainda pesquisar o gene blaKPC por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) ou
ribotipagem (BRADFORD et al., 2004; ANDERSON, et al. 2007). Assim, a triagem
fenotipica se dé preferencialmente por meio de antibiograma com discos de
cefalosporinas subclasse Il (cefoperazona, cefotaxima, ceftazidima, ceftizoxima,
ceftriaxona e imipenem (IPM), meropenem (MEM) e ertapenem (ETP), além do teste
de Hodge modificado (CLSI, 2009).

O rapido crescimento nas taxas de infeccdo hospitalar por K. pneumoniae
produtora de carbapenemase tem trazido grandes dificuldades no tratamento dos

pacientes, pois sdo multidroga- resistentes, restando poucas opc¢des terapéuticas.

1.3 Os Antibioticos Fosfomicina e Imipenen
1.3.1 Imipenem

Antibidtico da classe dos carbapenémicos classificado como (- lactamico
com amplo espectro de atividade e desenvolvido para atender as necessidades
médicas na terapia de doengas infecciosas. Assim como todo antibidtico B-
lactamico, os carbapenémicos agem inibindo a sintese da parede bacteriana pela
sua ligacao e inativacdo das proteinas ligadoras de penicilina- PBPs. Atuam na fase
extra-citoplasmatica da sintese da parede blogueando a transpeptidacéo ligacao
covalente das cadeias lineares de fragmentos precursores do peptidoglicano
catalisada pelas transpeptidades (PBPs). O antibiético B- lactamico é um analogo
esterioquimico do seguimento ativo das PBPs, o0 que torna essas enzimas
indisponiveis para o funcionamento, desestruturando a camada de peptidioglicano
da célula bacteriana e predispondo a bactéria a lise celular (SAMPAIO, 2007 IN
NETTO et al., 2007).

O imipenem possui um amplo espectro de agdo in vitro, o que inclui atividade
contra cocos gram-positivos, bacilos gram-negativos, e bactérias anaerdbias, com
excecdo do Enterococos faecium, Staphylococcus meticilina resistentes e
Stenotrophomona maltophilia (ZHANEL et al., 2007; MOHR, 2008).



Os antibidticos carbapénemicos tém sido considerados terapia de escolha
pela sua estabilidade, espectro de agdo e poucos relatos de resisténcia, além de
serem drogas bem toleradas pelos pacientes, sendo os efeitos adversos mais
comuns, complicagbes no sitio da infusdo e toxicidade gastrointestinal (NICOLAU,
2008). Na ultima década, porém, os indices de resisténcia tém aumentado de forma
proporcional ao seu uso como uma resposta adaptativa das bactérias e, muitas

vezes como consequéncia do seu uso indiscriminado (NETO et al., 2007).

1.3.2 Fosfomicina

Os primeiros trabalhos cientificos sobre o antibidtico fosfomicina apareceram
na 9.a Conferéncia Interciéncia de Agentes Antimicrobianos e Quimioterapicos, em
Washington, no ano de 1969. A fosfomicina obtida inicialmente em caldo de
fermentacéo de Streptomyces fradiae e depois Streptomyces viridicromogenes
e wedmorensis, sendo facilmente sintetizado posteriormente (LAGUNERO, 1974;
STAPLEY, et al, 1970). E um antibiético de amplo espectro, altamente sensivel, de
boa tolerancia e que atua sobre a bactéria inibindo a etapa inicial da biossintese da
parede celular impedindo a formacdo do acido N-acetii muramico (LORENZO-
VELASQUES, 1973).

A fosfomicina € derivada do acido fosfonico, tendo como mecanismo de acéo
a inibicdo de piruvil transferase que € uma enzima citoplasmatica que catalisa o
primeiro passo da biossintese dos peptidoglicans (MINASSIAN et al., 1995). No
inicio dos anos 80, foi sintetizado um sal de fosfomicina, a fosfomicina trometamol,
gue melhorou as suas caracteristicas farmacologicas favorecendo a administracéao
oral pela sua melhor biodisponibilidade (HENDLIND et al, 1969; PATEL, 1997). A
biodisponibilidade oral de uma dose Unica de fosfomicina trometamol varia de 34% a
41%, mas esta propor¢cdo aumenta para 54%-65% quando expressada como uma
razdo da dose total oral recuperada na urina (BERGAN et al, 1993).

A fosfomicina trometamol possui um amplo espectro antimicrobiano contra
bactérias gram-positivas e gram-negativas comumente associadas a infeccdo do
trato urinario, tendo rapida acao bactericida em baixas concentracdes. Estudos tém
demonstrado consistentemente a excelente ac&o bactericida da fosfomicina
trometamol diante de Vvarias espécies bacterianas uropatogénicas, em
concentragfes inibitérias minimas muito baixas e com baixa ocorréncia de

resisténcia bacteriana (GELFAND et al.,, 1997). Além disso, diversos estudos



comprovam a atividade superior da fosfomicina trometamol frente a outros
antimicrobianos, como cotrimoxazol e norfloxacino, na capacidade de aderéncia dos
diversos uropatégenos (SILVA, et al., 2008; BARRY et al , 1991; CARLONE et al,
1987).

O uso de fosfomicina endovenosa tem sido proposto no tratamento de
pacientes com infec¢cdes sistémicas por bacilos gram-negativos resistentes aos

antimicrobianos convencionais.

1.4 Combinagdes de Antimicrobianos

A interacdo medicamentosa (IM) ocorre quando um medicamento interfere na
acdo do outro. A ocorréncia de IM depende de varios fatores, mas, sobretudo das
caracteristicas dos medicamentos que apresentam potencial interativo, 0os quais sao

denominados precipitadores e objetos, dependendo das suas propriedades

Farmacocinéticas (BACHMANN, 2001). Sdo chamados precipitadores aqueles
agentes gque possuem alta ligacdo as proteinas plasmaticas (PP), que deslocam os
medicamentos objeto dos sitios de ligacdo as PP. O deslocamento de um agente do
seu sitio de ligacédo as PP por outro, eleva seu nivel sérico; modificam (induzem ou
inibem) o metabolismo de outros. A indu¢do do metabolismo de um agente objeto
por um precipitador pode diminuir o nivel sérico do primeiro, enquanto a inibicdo do
metabolismo de um agente objeto por um precipitador pode aumentar o nivel sérico
do primeiro; alteram a funcéo renal e a depuracdo de medicamentos objeto. Os
medicamentos chamados objeto sdo aqueles que apresentam uma curva dose-
resposta com inclinacdo abrupta, ou seja, cuja alteracdo da dose, por menor que
seja, causa modificacdo expressiva no efeito farmacolégico (GRAHAME-
SMITH,2004).

A combinacdo de antibidticos é realizada com base na susceptibilidade
microbiana, pois a potencializacdo do efeito antimicrobiano € usualmente obtida
guando o microrganismo € susceptivel a cada um dos antibiéticos associados.
Entretanto, diferentes estudos tém demonstrado o aumento deste efeito, quando
combinacdes de antibioticos sdo adicionadas, tanto em cultura de amostras
bacterianas sensiveis quanto em amostras resistentes aos agentes testados.

A atuacdo simultdnea de dois antimicrobianos sobre uma bactéria pode

resultar em efeito sinérgico, indiferente ou antagbnico. A busca de combinactes



sinérgicas, na qual uma droga potencializa a outra, € uma justificativa para este

trabalho que avalia a interagdo de imipenem e fosfomicina.

2. Objetivos
2.1 Objetivo geral

Identificar fenotipicamente a resisténcia aos carbapenémicos em isolados de
Klebsiella pneumoniae de amostras clinicas do HCRP-USP de Ribeirdo Preto e
avaliar eventual sinergismo entre os antibiéticos Fosfomicina e Imipenem sobre
Klebsiella pneumoniae produtora de carbapenemases e também em Klebsiella

pneumoniae sensiveis aos carbapenémicos.

2.2 Objetivos especificos
e Identificar fenotipicamente Klebsiella pneumoniae isoladas de amostras
clinicas do Laboratorio de Microbiologia HCRP-USP quanto a resisténcia aos

antibidticos carbapenémicos.

e Determinar a Concentracdo Inibitéria Minima dos antibiéticos imipenem e

fosfomicina utilizados isoladamente e em combinacéao.

e Avaliar possivel sinergismo entre imipenem e fosfomicina.

3. Material e Métodos

Foram estudados 50 isolados clinicos de Klebsiella pneumoniae, sendo que
36 isolados foram fenotipicamente identificados como KPC e 14 foram consideradas
sensiveis aos antibidticos testados. Esses isolados foram obtidos das culturas de
urina (n=18) e hemocultura (n=32) do Laboratério de Microbiologia do Hospital das
Clinicas de Ribeirdo Preto- HCRP- USP dentre os meses de fevereiro a agosto do
ano de 2011.

As amostras foram preservadas em TSB + 20% Glicerol a -20°C e para a
realizacdo dos testes fenotipicos e de sinergismo de drogas foram descongeladas e
semeadas em agar sangue com subsequiente repique e incubados em estufa

microbiolégica controlada a 35°C, durante 24 horas.



3.1 Confirmacéo Fenotipica de Resisténcia

3.1.2 Teste de sensibilidade aos antimicrobianos
Foram realizados antibiogramas utilizando o sistema automatizado Vitek 2®

para obter o perfil de resisténcia das bactérias previamente identificadas pelo
mesmo método. Os isolados de Klebsiella pneumoniae que apresentaram um perfil
de elevada resisténcia aos antibidticos foram analisadas novamente quanto a
sensibilidade aos antimicrobianos utilizando o método de difusdo (Kirby-Bauer). Este
teste consiste na aplicacdo de um in6culo bacteriano, em turvacao equivalente a 0,5
da escala de McFarland, & superficie de uma placa de Agar Mueller-Hinton. Discos
de papel de filtro contendo uma concentracdo definida de antibidticos séo
distribuidos na superficie da placa que s&o incubadas por 24 horas. Os diametros
dos halos de inibicdo formados ao redor dos discos sdo medidos em milimetros e
interpretados segundo o CLSI 2011. Nas amostras em que os resultados foram

discrepantes o método de difusao foi utilizado como padréo ouro.

3.1.3 Teste de Hodge Modificado
Nas amostras para as quais os testes de triagem para a producao de KPC foi

positivo realizamos o teste de Hogde Modificado. Um indculo da cepa de E. coli
ATCC 25922 ¢é preparado na escala correspondente a 0,5 de Mc Farland e
posteriormente semeado em uma placa de agar Mueller-Hinton de maneira
homogenia por toda a superficie da placa.Um disco de meropenem foi colocado no
centro da placa e ao redor desse disco sao feitas estrias com as amostras suspeitas.
O teste de Hodge é considerado positivo quando houver um alargamento da area de
crescimento bacteriano na insercdo com o limite externo do halo de inibicdo (Figura

1).



Figura 1. Teste de Hogde positivo

3.1.4 Avaliacdo da interagcdo Imipenem X Fosfomicina pelo método
chekerboard

A avaliacdo da interacdo entre as drogas Imipenem e Fosfomicina foi
realizada in vitro pela técnica de “checkerboard” em meio de cultura Mueller Hinton
(MH- Oxoid). Foram utilizadas 100 placas de microtitulacdo de 96 orificios para a
realizacéo do teste em duplicata.

Para a realizacdo do teste foram estabelecidas faixas de concentracdes
diferentes do imipenem ( ABL-Lab Antibidticos do Brasil) para as Klebsiella
pneumoniae consideradas resistentes aos antimicrobianos (512ug/ml a 1ug/ml) e
para as que eram sensiveis ao imipenem (64ug/ml a 0,12ug/ml). Foi utilizada uma
cepa padrdo de Klebsiella pneumoniae como screening do ponto de corte para
Concentracdo Inibitoria Minima (CIM). A faixa de concentracdo de fosfomicina
(SIGMA) foi a mesma tanto as cepas sensiveis quanto para as resistentes (256ug/mi
a 4ug/ml).

As drogas foram diluidas em agua destilada estéril, armazenadas a -
20°C e descongeladas no momento da realizagdo do experimento. Utilizamos 25ul
de cada droga nos orificios destinados ao teste, 100ul de MH, 5ul de bactéria e agua
destilada estéril em quantidade para totalizar 155ul em cada pogo. As placas foram
esquematizadas de maneira em que alguns pog¢os fossem destinados ao controle
negativo das drogas, Blank e controles positivos foram incluidos como observado na
Figura 2.



Figura 2. Protocolo para o teste de sinergismo para K. pneumoniae resistente
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A leitura foi feita, ap0s 24 horas de incubacdo em estufa bacteriolégica,
no Fotdbmetro Multiskan MS e também macroscopicamente através da turvacédo dos
pocos onde houve crescimento bacteriano.

Para a determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) das drogas
isoladas ou combinadas utilizou-se o critério da menor concentracdo dos
antimicrobianos que reduzisse o crescimento bacteriano a 20% ou menos da média

dos controles positivos (célculo em unidades de absorvancia).

4. Resultados e Discussao
4.1 Teste de Hodge Modificado

O teste de Hodge foi realizado para os isolados de K.pneumoniae que
apresentaram elevado perfil de resisténcia aos antimicrobianos carbapenémicos. O

total de amostras testadas quanto a producao da enzima carbapenemase foi de 36 e



apenas 16,6% (6) das amostras (n°10, 28, 35, 36,39 e 46) foram consideradas
negativas para o teste, indicando que a resisténcia aos carbapenens verificada
nesses isolados possivelmente possa ser atribuida a presenca de outros
mecanismos como, por exemplo, a AmpC e/ou ESBL associados a alteragdo dos
canais de porina, que modificam a acéo e a penetracao dos farmacos.

Em pesquisa realizada por Bratu et al. (2005) em dois hospitais de Nova York,
foram testadas 602 amostras de Enterobacteriaceae e 45% apresentaram algum
mecanismo de resisténcia, sendo apenas 3,3% (44) foram confirmadas por biologia
molecular como KPC-2. Dessa forma, pode ocorrer resisténcia aos antimicrobianos
de maior espectro e sensibilidade aos de menor espectro de acdo, ou seja,
resistentes a carbapenens e sensiveis a cefalosporinas de terceira e/ou quarta
geracao (ROSSI, et al., 2005). Por fim, a diminuigdo de sensibilidade também pode
ocorrer por associacdo de outras carbapenemases, como a metalobetalactamase
(MBL), que hidrolisam todos os betalactamicos, com excec¢do do aztreonam (in vitro)
(QUEENAN, et al., 2007).

4.2 Avaliacéo da interacdo Imipenem X Fosfomicina pelo método chekerboard
As CIMs de cada antibiotico e das combinacbes foram determinadas e
utilizadas para o calculo do indice da fracdo inibitéria (IFl), por meio da seguinte
formula: IFlimp=(CIM IMP+FOSF/CIM IMP) ou IFls=(CIM FOSF+IMP/CIM FOSF),
em que: CIM IMP+FOSF representa a CIM do imipenem quando associada a
fosfomicina e CIM FOSF+IMP representa a CIM da fosfomicina quando associada
ao imipenem.A CIM IMP e a CIM FOSF representam a CIM do imipenem e
fosfomicina respectivamente, quando testadas isoladamente. A somatdria dos IFIs
(SIFI=IFIimp + IFlsesr) foi utilizada para a classificacdo dos efeitos, de acordo com os
critérios propostos por SONG et al., 2003 : sinergismo (SIFlI < 0,5), sinergismo
parcial (SIFI > 0,5 < 1), aditivo (SIFI = 1), indiferente (SIFI> 1 < 4) e antagonismo

(SIFI = 4). Os resultados podem ser observados na Tabela 1.

Tabela 1. Avaliacdo da Interacéo entre Imipenem e Fosfomicina.

Isolado CIM @g/mly  CIM (ug/ml) IFI CIM @g/ml)y  CIM (ug/ml) IFI SIFI
Imp Imp+Fosf Imp Fosf Fosf+imp Fosf

ATCC <1 0,25 0,25 >256 8 0,03 0,28

1R 128 8 0,06 >256 32 0,12 0,18

2R 16 <1 0,06 >256 16 0,06 0,12




3S <0,12 * * >256 * * *
4S 0,25 0,06 0,48 128 4 0,12 0,18
5R 64 <1 0,01 2256 32 0,12 0,13
6R 8 4 05 128 64 05 1
7R 16 2 0,12 128 8 0,06 0,18
8S 0,25 <0,03 0,12 256 <4 0,01 0,13
9R 512 4 0,00 128 16 0,06 0,06
10R 4 <1 0,25 256 16 0,06 0,31
11R 128 8 0,06 256 32 0,12 0,18
128 * * * * * * *
13S 1 0,12 0,12 256 16 0,06 0,18
14S 0,25 0,06 0,24 32 <4 0,12 0,36
15R 128 4 0,03 >256 64 0,25 0,28
16R 2 16 05 64 8 0,12 0,62
17R 64 1 0,01 256 <4 0,01 0,02
185 0,5 <0,12 0,06 128 4 0,03 0,09
19S 1 <0,03 0,03 >256 16 0.06 0,09
20S 0,5 <0,03 0,06 >256 4 0.01 0,07
21R 16 1 0,06 >256 8 0,03 0,09
22S 0,5 <0,03 0,06 >256 <4 0,01 0,09
23S 0,5 0,12 0,24 256 16 0,06 0,09
24S 2 0,25 0,12 256 8 0,03 0,15
25R 32 <1 0,03 128 8 0,06 0,09
26S 1,0 <0,03 0,03 >256 16 0.06 0,09
27S 4 0,13 0,03 >256 16 0.06 0,09
28R <1 * % 32 @ @ %
29R 16 <1 0,06 >256 <4 0,01 0,07
30R 32 <1 0,03 256 64 0,25 0,28
31R 64 <1 0,01 >256 16 0,06 0,07
32R 64 <1 0,01 >256 32 0,12 0,13
33R 32 <1 0,03 >256 32 0,12 0,15
34R 128 <1 0,00 >256 <4 0,01 0,01
35R 32 <1 0,03 >256 <4 0,01 0,04
36R <1 ki * 64 * * *
37R 128 2 0,01 >256 <4 0,01 0,02
38R 64 2 0,03 >256 64 0,25 0,28
39R 1 * * 256 * * *
40R 128 8 0,06 >256 <4 0,01 0,07




41R 16 <1 0,06 256 64 0,25 0,31

42R 32 2 0,06 >256 64 0,25 0,31
43R 128 2 0,01 256 32 0,12 0,13
44S 2 0,5 0,25 128 8 0,06 0,31
45R 32 <1 0,03 >256 64 0,25 0,28
46R <1 @ & >256 & 3 *

47R 64 | 0,01 >256 16 0,06 0,07
48R 32 <1 0,03 >256 16 0,06 0,09
49R 32 | 0,03 >256 <4 0,01 0,04
50R 256 <1 0,00 128 <4 0,01 0,01

* N&o foi possivel avaliar a interacdo entre as drogas. R- Bactéria Resistente / S- Bactéria

Sensivel

A andlise dos resultados obtidos nos testes de checkerboard, considerando a
interpretacdo do IFlI nos permitiu concluir que houve sinergismo entre as drogas
testadas para a maioria dos isolados. Observamos que apenas 2 amostras
obtiveram SIFI > 0,5 < 1 assim sendo, a interacao entre as drogas foi considerada
de sinergismo parcial de acordo com SONG et al., 2003.

Endimiani e colaboradores testaram no ano de 2010 a atividade in vitro da
fosfomicina sobre 68 isolados de K.pneumoniae que possuiam o gene bla(KPC),
utilizando o método de diluicdo em agar, e 93% dos isolados foram considerados
sensiveis a fosmicina com MIC50= 16ug/ml e MIC90= 64ug/ml. A sensibilidade de
K.pneumoniae produtora de carbapenemase a fosfomicina também foi testada por
Falagas et al., 2010 e os resultados foram concordantes, pois 94% dos isolados
foram considerados sensiveis a este antimicrobiano.

Estudo realizado no ano de 2011 por Souli, Boukovalas, Gourgoulis,
Chryssouli, Kanellakopoulou e Panagea demonstraram atividade sinérgica da
fosfomicina com o imipenem (64,7%) sobre isolados de K.pneumoniae produtora de
carbapenemase. De maneira semelhante, Samonis e colaboradores avaliaram em
2011 a combinacédo de fosfomicina com carbapenémicos sobre patogenos gram-
negativos multi-drogas-resistentes (MDR), os resultados demonstraram 74% de
atividade sinérgica entre a fosfomicina e imipenem sobre K. pneumoniae MDR.

Fosfomicina ndo mostrou atividade in vitro contra K.pneumoniae, mas a

adicdo de imipenem reduziu a CIM de muitos isolados para niveis inferiores ao



breakpoint. Da mesma forma, imipenem testado conjuntamente com fosfomicina
contra isolados produtores de carbapenemase teve importante reducdo dos valores
de CIM. Para varios isolados, a nova CIM de imipenem e fosfomicina atuando
simultaneamente, sugere que se possa ter sinergismo e eficacia com as
concentragfes que essas drogas atingem no sangue e na urina dos pacientes em
tratamento. Para outros isolados, a concentracdo de cada droga necessaria para
obter sinergismo foi muito elevada, prenunciando ineficdcia da combinacdo dos
antibiéticos na terapéutica humana. E interessante, portanto, testar cada isolado de
K.pneumoniae produtor de carbapenemase pelo método checkerboard para avaliar a
utilidade clinica da combinag&o imipenem com fosfomicina.

Em uma época em que constatamos um grande aumento na
resisténcia bacteriana e o desenvolvimento de novos antibacterianos ativos contra
bacilos gram-negativos € escasso, a combinacdo de drogas de diferentes grupos
pode ser uma estratégia de tratamento util quando a monoterapia ndo encontra
resultados satisfatorios.Testes de sinergismo podem auxiliar a determinar a mais

apropriada associagao para infec¢cdes causadas por microrganismos resistentes



5. Conclusodes

e 86,2% das bactérias fenotipicamente consideradas resistentes aos
carbapénemicos foram positivas para o teste Hodge modificado indicando

producéo de carbapenemase.

e O teste de checkerboard demonstrou a ocorréncia de atividade sinérgica
entre as drogas imipenem e fosfomicina tanto para K.pneumoniae com perfil
de sensiblidade aos antimicrobianos quanto para as resistentes a

carbapenémicos.
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