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Marcolan MM. Associacdo de antibidticos e terapia fotodinamica
antimicrobiana para o controle de Acinetobacter baumannii [tese]. Sao
José dos Campos (SP): Instituto de Ciéncia e Tecnologia, UNESP — Univ
Estadual Paulista; 2015.

RESUMO

Devido ao rapido aumento dos micro-organismos resistentes aos
antibioticos e ao desenvolvimento limitado de novos agentes
antimicrobianos, as infec¢cbes por bactérias Gram-negativas estdo se
tornando um desafio para os profissionais da salde e uma ameaca para a
saude publica internacional. O objetivo desse estudo foi avaliar o efeito
sinérgico dos antibidticos convencionais associados a terapia
fotodindmica antimicrobiana (PDT) no controle de Acinetobacter
baumannii. Para realizacdo desse trabalho, foram obtidos isolados
clinicos de A. baumannii do Laboratorio de Analises Clinicas Valeclin da
cidade de Sdo José dos Campos/SP, identificados pelo método de
bioguimismo e submetidos ao teste de difusdo em disco para verificar a
sensibilidade antimicrobiana. Os isolados selecionados foram transferidos
para o ICT/UNESP, onde foi realizado testes para determinacdo da
Concentracao Inibitéria Minima aos antibiéticos Imipenem e Meropenem
seguindo as normas da CLSI. Cepas sensiveis e resistentes aos
antibiéticos foram avaliadas quanto a sensibilidade in vitro a terapia
fotodindmica antimicrobiana. Além disso, foram testados os efeitos dos
antibioticos convencionais, da PDT e da terapia combinada de antibioticos
e PDT nas infeccbes experimentais induzidas em G. mellonella por
isolados clinicos de A. baumannii resistentes aos antibidticos. Os
resultados das terapias na infeccdo experimental foram avaliados por
meio da curva de sobrevivéncia das lagartas de G. mellonella. Os dados
dos testes in vitro foram submetidos & Andlise de Variancia e teste de
Tukey. Os dados obtidos na curva de sobrevivéncia de G. mellonella
foram analisados pelo método de Log-rank. Em todos os testes, foi
considerado nivel de significancia de 5%. Nos resultados desse estudo,
observou-se que o Laboratério Valeclin identificou 1,54% de amostras
positivas para A. baumannii entre as 13.715 amostras clinicas analisadas
em um periodo de 8 meses. Entre os isolados de A. baumannii, 58%
demonstraram resisténcia aos antibiéticos imipenem e meropenem por
meio de teste de difusdo em disco. A seguir 3 isolados clinicos sensiveis
e 18 isolados resistentes a esses antibidticos foram selecionados para o
presente estudo. O valor de CIM para os isolados sensiveis variou de <



0,5 a 1pg/mL e para os isolados resistentes de 64 a >128ug/mL. A PDT in
vitro reduziu o numero de células de A. baumannii em todos os isolados
testados, mas o percentual de reducdo foi dependente dos isolados
analisados. Além disso, verificou-se nos testes in vivo, que o tratamento
com PDT, antibiéticos (Imipenem e Meropenem) e associacdo de
PDT+Antibioticos resultaram na sobrevivéncia das lagartas de G.
mellonella, porém sem efeito sinérgico. Conclui-se que a PDT teve acédo
antimicrobiana contra isolados clinicos de A. baumannii sensiveis e
resistentes aos carbapenémicos, mas nao apresentou efeito sinérgico
quando associada com antibiéticos.

Palavras-chave: Acinetobacter baumannii. Galleria mellonella.
Antimicrobianos. Terapia fotodinamica antimicrobiana. Resisténcia
Microbiana a medicamentos.



Marcolan MM. Association of antibiotics and antimicrobial photodynamic
therapy for the control of Acinetobacter baumannii [doctorate thesis]. Sédo
José dos Campos (SP): Institute of Science and Technology, UNESP -
Univ Estadual Paulista; 2015.

ABSTRACT

Due to the rapid growth of microorganisms resistant to antibiotics and the
limited development of new antimicrobial agents, infections by Gram-
negative bacteria are becoming a challenge for health professionals and a
threat to international public health. The aim of this study was to evaluate
the synergistic effect of conventional antibiotics associated with
antimicrobial photodynamic therapy (PDT) in control of Acinetobacter
baumannii. In order to conduct this project were obtained clinical isolates
of A. baumannii at the Clinical Laboratory Valeclin situated in the city of
Sao José dos Campos / SP, identified by bioquimismo method and
submitted to disk diffusion test to verify the antimicrobial sensitivity. The
selected isolates were transferred to the ICT / UNESP, which were
conducted tests to determine the Minimum Inhibitory Concentration to
Imipenem and Meropenem antibiotics following the rules of the CLSI.
Sensitive and resistant strains to antibiotics were evaluated in vitro
sensitivity to antimicrobial photodynamic therapy. Besides, the effects of
conventional antibiotics, and combined PDT, and PDT of antibiotics in
experimental infections induced in G. mellonella by clinical isolates of A.
baumannii resistant to antibiotic therapy were tested. The results of
therapies in experimental infection were evaluated by survival curve of
worms G. mellonella. Data from in vitro tests were submitted to ANOVA
and Tukey test. The data obtained in G. mellonella survival curve were
analyzed by log-rank method. In all tests it was considered 5%
significance level. The results of this study, it was observed that the
Valeclin Laboratory identified 1.54% of positive samples for A. baumannii
between the 13,715 clinical specimens analyzed in a period of 8 months.
Among the isolates of A. baumannii, 58% were resistant to antibiotic
imipenem and meropenem by disk diffusion test. Next, 3 isolates clinical
sensitive and 18 isolates resistant to those antibiotics were selected for
this study. The MIC value for sensitive isolates ranged from 0.5 to < 1ug /
mL and resistant isolates from 64 to> 128ug / mL. The PDT in vitro
reduced the number of A. baumannii cells in all isolates tested, but the
percentage of reduction was dependent on the analyzed isolates.
Furthermore, it was found in in vivo tests, treatment with PDT, antibiotic
(Imipenem and Meropenem) and PDT + Antibiotics association resulted in




the survival of G. mellonella caterpillars, but no synergistic effect. It was
concluded that PDT has antimicrobial activity against clinical isolates of A.
baumannii sensitive and resistant to carbapenems, but it had no
synergistic effect when combined with antibiotics.

Keywords: Acinetobacter baumannii. Galleria mellonella. Antimicrobials.
Antimicrobial photodynamic therapy. Drug resistence microbial.




1 INTRODUCAO

Nas Ultimas décadas, o avanco tecnolégico na area
médica propiciou o desenvolvimento de equipamentos de diagnoésticos de
alta precisdo, procedimentos cirdrgicos mais avangados e descoberta de
novos medicamentos, acontecimentos esses que marcaram o aumento da
sobrevida e expectativa de vida da populacdo mundial. Em contrapartida,
esses avancos tecnoldgicos ndo foram capazes de reduzir internacdes e
Obitos causados por infec¢des, deparando-se com o aumento do niamero
de mortes causadas por bactérias multirresistentes (Asencio et al., 2012,
Lutz et al., 2012). Todos esses aditivos de novas tecnologias tornam-se
inexpressivos quando um paciente apresenta uma infeccdo por bactérias
resistentes aos antibidticos disponiveis para tratamento das infec¢bes. O
tratamento de infec¢Bes causadas por bacilos Gram negativos tornou-se
um desafio, a constatar que, a partir de 2009 praticamente ndo houve
novos antimicrobianos contra esse grupo de bactérias, no setor
farmacéutico. Em 2011 foram encontrados alguns antimicrobianos que
tinham atividade contra bacilo Gram negativo em desenvolvimento, mas
nenhum deles chegou a fase 3 de testes (Russo et al., 2013).

O desenvolvimento de resisténcia dos micro-organismos
aos antibioticos e antifingicos contribuem significativamente para as
infeccbes hospitalares. Os micro-organismos encontram nos pacientes
hospitalizados um ambiente de extrema facilidade para sua multiplicacao
e desenvolvimento de seus mecanismos de resisténcia aos
antimicrobianos (lzadpanah, Khalili, 2015). As caracteristicas dos
pacientes internados, principalmente os que estdo em Unidades de

Terapia Intensiva (UTI), preenchem o0s requisitos necessarios para



19

colonizagédo e multiplicagdo de micro-organismos patogénicos, como a
vulnerabilidade imunolégica e o desequilibrio da microbiota residente.
Além disso, esses pacientes sao frequentemente submetidos a varias
exposicdes aos antimicrobianos, muitas vezes atribuidas aos episodios de
infeccbes recorrentes e internacdes anteriores (Winter et al., 2013).
Segundo Winter et al. (2013), 58% dos pacientes internados na UTI do
Hospital das Clinicas de Porto Alegre/Brasil e infectados por bactérias
multirresistentes foram ao Obito apdés quatro semanas do inicio da
infeccéo.

Gales et al. (2012) caracterizaram o perfil dos micro-
organismos responsaveis por infec¢cdes hospitalares, utilizando como
base de dados o Programa “Centro de Vigilancia Antimicrobiana da
América Latina”, no periodo de 2008 a 2010. Foram avaliados mais de
5.000 isolados clinicos, nos quais bactérias como P. aeruginosa, K.
pneumoniae e A. baumannii ficaram entre as principais espécies de micro-
organismos envolvidos nos casos de infec¢cdes da corrente sanguinea,
pneumonia, infecgdes de pele ou tecidos moles. Em Infecgbes da corrente
sanguinea, Klebsiella spp. foi o terceiro micro-organismo mais prevalente
(12,3%), seguido por Pseudomonas spp. (7,5%) e Acinetobacter spp.
(7,2%). Ja nos casos de pneumonia, P. aeruginosa foi a espécie de maior
prevaléncia (31,2%), aparecendo Acinetobacter spp. com (17,7%) seguido
por Klebsiella spp. (10,2%). Nas infec¢cdes de pele, Pseudomonas spp.
com (13,8%), seguida por Klebsiella spp. (10,4%) e Acinetobacter spp.
(9,9%).

Em busca por descrever o perfil das infeccOes
hospitalares, Zorgani et al. em 2015 caracterizaram agentes infecciosos e
padrdes de resisténcia aos antibidticos advindos de infeccdes
nosocomiais, causadas pela utilizagcdo de dispositivos como cateteres,
tubos endovenosos, drenos, entre outros, em unidade de terapia
intensiva. Durante um ano colheram informacdes de 363 pacientes

hospitalizados, dentre esses 79 pacientes apresentaram infecgbes
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hospitalares associadas a uso de dispositiovos. Essa pesquisa apontou
Klebsiella pneumonia, Acinetobacter baumannii e Pseudomonas
aeruginosa (30, 20 e 14%, respectivamente), como 0S organismos mais
frequentemente isolados. Sendo que os isolados de A. baumannii
apresentaram niveis extremamente altos de resisténcia a todos os
antibiéticos, exceto colistina que foi 100% sensivel. Além disso, 56,3%
dos isolados de A. baumannii foram considerados resistente a multiplas
drogas (Zorgani et al., 2015).

A. baumannii é intrinsecamente resistente a muitos
antibiéticos e tem uma notavel capacidade para desenvolver e transmitir
novos mecanismos de resisténcia, tornando o tratamento extremamente
difici, com opcdes terapéuticas disponiveis limitadas. As infeccdes
causadas por A. baumannii estdo associados a uma mortalidade
significativa (taxas de mortalidade de 20 a 37%) e um aumento do tempo
médio de permanéncia na UTI por 15 dias. Na Australia, a prevaléncia
de A. baumannii em UTlIs € estimado na faixa de 4 a 20%, ao passo que
os numeros relatados na Asia, Europa e América do Norte sdo 19, 23 e
4%, respectivamente (Doan et al., 2015)

O anseio por novas terapias que possam destruir 0s
micro-organismos sem induzir o aparecimento de cepas resistentes
indesejaveis se faz necessario e também de extrema urgéncia, pois o
arsenal de antibidticos preconizados seguros ao individuo, contra os
micro-organismos intitulados como multirresistente, tem se tornado
restrito. Frente a esse panorama surge a Terapia fotodinamica
antimicrobiana (PDT), a qual sugere vantagens sobre a terapia antibiética
tradicional, pois propdem agregar seu potencial, melhorando a condi¢cao
bactericida dos antibiéticos jA& empregados na terapia convencional
(Sperandio et al., 2013).



2 REVISAO DE LITERATURA

Micro-organismos resistentes aos antibioticos tem se
revelado cada vez mais emergentes, tanto a nivel hospitalar quanto
ambulatorial (Sharma et al., 2011a; Winter et al., 2013), demonstrando um
panorama alarmante, no qual se destaca bactérias Gram-negativas, como
A. baumannii, P. aeruginosa e K. pneumoniae. Esses micro-organismos,
até pouco tempo eram vistos como inofensivos e atualmente sdo tratados
como potencialmente letais (Vidaillac et al., 2012; Gales et al. 2012), isso
consequentemente gera buscas por novas terapias para o controle
desses micro-organismos sem induzir o aparecimento de cepas
resistentes.

Frente a essa realidade, segue uma revisado bibliografica
que inclui o micro-organismo em estudo A. baumannii, terapia
fotodinamica antimicrobiana, bem como o modelo hospedeiro de

invertebrado G. mellonella utilizado nesse trabalho.

2.1 Acinetobacter baumannii

Em relacédo ao género Acinetobacter spp., A. baumannii &
a espécie mais comumente encontrada em amostras clinicas humanas e
também a maior responsavel por infec¢cdes adquiridas em hospitais, tendo
em vista sua facilidade de transmisséo entre profissionais da saude e do
meio ambiente em geral, como sobrevivéncia em superficies abibticas sob

condicdes secas durante véarias semanas (Gayoso et al., 2014). Em
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estudo de 222 casos deste género, pode-se eleger A. baumannii como
sendo a espécie de maior prevaléncia no ambito hospitalar com 89%,
seguido de 8% de Acinetobacter nosocomialis e 3% de Acinetobacter
pittii, destacando-se que a sobrevivéncia mais expressiva dos pacientes,
esta nas duas Ultimas espécies (Chusri et al., 2014).

Bactérias do género Acinetobacter consistem em
cocobacilos Gram-negativos iméveis, aerdbios, geralmente dispostos em
pares, nao-fermentadores de carboidratos, oxidase negativa, catalase
positiva, indol negativo, nitrato negativo e classificada na familia
Moraxellaceae e no género Acinetobacter. As espécies de Acinetobacter
apresentam excelente capacidade de formar biofilme e resisténcia
intrinseca e adquirida a uma gama de antibiéticos (Winn et al., 2008; Kim
et al., 2014). Dentre os fatores de viruléncia esta um exopolissacarideo
capsular, composto por ramnose, manose, glicose e &cido glicurénico, os
quais conferem maior patogenicidade as cepas produtoras desta capsula
(Joly-Guillou et al., 2005; Russo et al., 2013).

Afim de promover o conhecimento do perfil de
sensibilidade da espécie, um estudo foi realizado com 213 isolados
clinicos de A. baumannii de pacientes em enfermarias (56), UTI (143) e
cirurgia (14), do laboratério de bacteriologia do Instituto "Marius Nasta" de
Pneumophtisiology (Romenia), no periodo de janeiro de 2012 a dezembro
de 2013. Foi encontrado o seguinte perfil de resisténcia aos antibioticos:
carbenicilina (87,3%), ceftriaxona (87,3%), cefoperazona com sulbactam
(84,9%), ceftazidima (79,3%), carbapenems (imipenem e/ou meropenem
75,1%), fluoroquinolonas (ciprofloxacina e 73,7%), cefepima (66,6%),
piperacilina com tazobactam (62,4%), amicacina (50,2%), netilmicina
(45%), gentamicina (42,7%) e tobramicina (35,6%). Este estudo
demonstrou resisténcia para quase todos os antibiéticos testados, com
excecdo de colistina, o qual torna-se o antibidtico de eleicdo no
tratamento destas infec¢des. O estudo relatou que n&do foram encontradas

diferencas significativas entre a resisténcia aos antibioticos das cepas
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isoladas de pacientes internados em UTI, em comparacdo aqueles
obtidos a partir de alas médicas ou cirurgicas (Moisoiu et al., 2014).

Tien et al. (2012) demonstraram o0 crescente
desenvolvimento de resisténcia de A. baumannii aos agentes
antimicrobianos de ultima geragcdo que estao disponiveis para tratamento
clinico. Esses autores compararam percentuais de cepas resistentes ao
longo dos anos, e verificaram que, em Taiwan, em 2000, a resisténcia ao
antimicrobiano Imipenem era de 22%, passando para 57% em 2006. Ja
os dados de 2008, revelaram que 65 e 68% das cepas de A. baumannii
apresentavam resisténcia respectivamente, aos antibiéticos Imipenem e
Meropenem (Tien et al., 2012). Dados mais atualizados, apresentam A.
baumannii com 90% de resisténcia aos carbapenémicos em paises da
América Latina, e atribuem essa resisténcia a presenca de oxacillinases
OXA-23, OXA-58 (no Brasil) e OXA-143 (Labarca et al. 2014). Kim et al.
(2014) descreveram que a OXA-23 oxacillinase é responsavel pela maior
parte da resisténcia aos carbapenémicos nos EUA e Europa.

Em estudo da epidemiologia de Acinetobacter baumannii
em hospital libanés, pesquisadores chamaram atencdo para uma
caracteristica deste micro-organismo, que tem sido encontrado
amplamente causando infeccBes na comunidade como infeccbes de pele,
tecidos moles e pneumonias. Foram analisados 116 isolados clinicos
hospitalares, sendo que aproximadamente 60% apresentaram fenétipo de
resisténcia a carbapenémicos, com producdo de OXA-23(Rafei et al.,
2015).

A resisténcia aos antibidticos carbapenémicos pelas
cepas de A. baumannii pode resultar da producdo de B-lactamases
(carbapenemases), de alteragcdes nas porinas da membrana externa, a
qual blogqueia a entrada do antibiético, ou da super-expressdo da bomba
de efluxo (Lemos et al., 2014). As bombas de efluxo caracterizam-se pela
presenca de proteinas localizadas na membrana externa do micro-

organismo com capacidade de bombear substancias para fora da célula,
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determinando a expulsdo dos antibidticos do meio interno para o meio
externo da célula bacteriana (Tseng et al., 2009; Prates et al., 2011).

A resisténcia a carbapenémicos € muitas vezes mediada
por oxacillinases serina (OXAS), que sdo codificadas pelos genes bla oxa-
23, bla oxa-40, bla oxa-ss, € genes das familias VIM, IMP e SIM. A resisténcia
a carbapenémicos e isolados de A. baumannii é frequentemente devido a
producdo de OXA, enquanto a producdo de metalo-carbapenemase
(MBL) é mais prevalente em isolados do género Acinetobacter, mas da
espécie “nao” A. baumannii (Kim et al., 2014).

Na busca por compreender a viruléncia e mecanismos de
resisténcia deste género, comparando cepas de Acinetobacter baumannii
sensivel e cepas resistentes aos carbapenémicos, em modelo
invertebrado de Galleria mellonella, Chusri et al. (2014) atestam nao ter
sido observada diferenca significativa na sobrevivéncia entre as lagartas
infectadas com cepas resistentes ou sensiveis aos carbapenémicos.
Neste mesmo estudo foi avaliado a sobrevivéncia das larvas entre
espécies diferentes, puderam também observar que houve maior
sobrevivéncia das lagartas quando estas foram infectadas com cepas de
Acinetobacter ndo baumannii, como A. nosocomialis e A. pittii, € menor
sobrevivéncia das lagartas quando infectadas por A. baumannii sensivel

ou resistente aos carbapenémicos (Chusri et al., 2014).

2.2 Terapia fotodinamica antimicrobiana

A Antimicrobial Photodynamic Therapy (PDT) pode ser
uma terapia alternativa para controlar micro-organismos patogénicos,
como bactérias Gram-positivas, Gram-negativas, leveduras e
fungos. Essa terapia contribui para eliminacdo do micro-organismo, sem

provocar o0 surgimento de cepas resistentes aos antibioticos,
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apresentando assim uma vantagem em relacdo a terapia de antibioticos
tradicional (Sperandio et al., 2013).

PDT é uma reacéao fotoquimica ndo-térmica que envolve a
presenca simultanea de luz visivel, oxigénio e um fotossensibilizador
(PS), este quando se liga ao micro-organismo seguido de
fotoestimulagdo, gera espécies reativas de oxigénio (ERO). A geracao de
ERO pode inativar varias classes microbianas, incluindo bactérias,
fungos, parasitas e estruturas virais (Dovigo et al.,2011; Sperandio et al.,
2013). A geracdo de ERO como consequéncia da PDT segue dois
caminhos principais, caracterizados por diferentes mecanismos
fotoquimicos chamado de "tipo I" e "tipo 1" (Figura 1). O PS deve ser
excitado pela luz visivel de comprimento de onda ressonante
(comprimento de onda absorvido pelo PS) para entrar em um estado
triplete de longa duracdo. Este estado particular do PS pode entdo
interagir com o oxigénio molecular por transferéncia de energia (Tipo II)
ou por processo de transferéncia de elétrons (Tipo 1), mecanismo tipo Il
levara a producdo de oxigénio singlete enquanto tipo | vai formar anion
superoxido que podem passar a formar ROS mais reativas, como 0s

radicais hidroxila, evidenciado na figura 1 (Castano et al., 2004).

Virus (/
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P—
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Figura 1 - Geracdo de ERO como consequéncia da PDT, seguindo dois caminhos, "tipo
I" e "Tipo II" (Sperandio et al., 2013).
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A escolha do PS, para realizagdo da PDT, é de extrema
importancia afim de erradicar células microbianas, causando o minimo de
dano ao tecido do hospedeiro. O PS ideal deve possuir baixos niveis de
toxicidade no escuro e presenca de bandas de absorcdo na janela Optica
de 600-900 nm (comprimento de onda longo geralmente luz vermelha)
para penetracdo de luz suficiente no tecido, também deve ter um alto
rendimento no estado triplete (Sharma et al., 2011b; Castano et al., 2004).

O desenvolvimento de cepas de bactérias multi-
resistentes € uma ameaga para a saude publica, surgindo principalmente
ao uso excessivo de antibioticos. A PDT é considerada como uma
abordagem alternativa, para infeccbes resistentes e tem a vantagem
adicional de ndo levar a selecao de cepas resistentes. Mas para essa
estratégia terapéutica ser efetiva, pontos como a estrutura bacteriana
devem ser observados. Enquanto as bactérias Gram-positivas
apresentam uma parede celular espessa e porosa de camadas de
peptideoglicano interligadas, as Gram-negativas tém uma membrana
exterior, com uma camada mais fina de peptideoglicano, com uma
bicamada lipidica dupla envolvendo a camada de peptideoglicano, mais
uma camada exterior de lipopolissacarideo, o que resulta em um baixo
grau de permeabilidade para pequenas moléculas lipofilicas. J4 a parede
celular de fungos tais como Candida mostra uma permeabilidade
intermediaria entre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas,
considerando assim bactérias Gram-negativas com menor efetividade a
PDT, comparada aos outros micro-organismos (Dai et al., 2009).

Tegos et al. (2008) relataram que uma expressao génica
elevada para bomba de efluxo em algumas cepas de Candida albicans,
reduzem a quantidade de fotossensibilizador no interior da célula
microbiana, prejudicando assim a eficacia da PDT. Com o objetivo de
aumentar a atividade antimicrobiana desta terapia, Hashimoto et al.

(2012) utilizaram hipocrelina B, associado ao verapamil como modelo
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blogueador da bomba de efluxo do micro-organismo. Para tanto, o0s
autores desenvolveram um modelo de infecgdo experimental de
gueimadura em camundongos, nos quais as lesGes foram infectadas por
cepas clinicas de P. aeruginosa e posteriormente tratadas com PDT. Os
resultados demonstraram que este método reduziu significativamente a
carga bacteriana nas lesdes, e os niveis da bactéria no sangue foram de
2 a 3 Log abaixo do grupo controle (ndo tratado com PDT).

Huang et al. (2012) estudaram a PDT, em modelo murino,
com e sem artrite em joelho, provocada por Staphylococcus aureus
resisteste a Meticilina. Os autores verificaram o efeito redutor da infeccao
por acdo direta ao micro-organismo. E utilizaram este método com azul de
metileno no tecido de forma preventiva. Observaram uma forte ativacao
nos mecanismos de defesa inatos do hospedeiro, principalmente com
migracdo imediata de neutréfilos para o local da aplicacao, efeito esse
gue nao apresentou resultados satisfatorios quando apenas aplicado o
laser ou o fotossensibilizador separadamente no tecido.

Entre as principais indicagcdes da terapia fotodindmica
antimicrobiana estdo os tratamentos de infeccOes localizadas, como as
dentarias, dos tecidos moles bucais e as dermatolégicas (Fuchs et al.,
2007; Di Poto et al., 2009; Maisch et al., 2011; Kharkwal et al., 2011; Dai
et al., 2009).

Dai et al. (2009), testaram a terapia fotodinamica sobre
isolado clinico multirresistente de A. baumannii em modelo de infeccao de
pele por queimadura em ratos. Os autores observaram que a PDT reduziu
significativamente as células de A. baumannii e impediu que essa bactéria

penetrasse profundamente na pele animal.

2.3 Modelo in vivo: Galleria mellonella
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Véarios estudos in vivo de terapia fotodinamica
antimicrobiana foram realizados em modelos vertebrados de ratos e
camundongos (Teichert et al., 2002; Junqueira et al., 2009; Mima et al.,
2010; Martins et al.,, 2011; Costa et al., 2012). Mas até o momento a
maioria dos estudos de PDT foram realizados in vitro, utilizando modelos
de micro-organismos em crescimento planctonico (Souza et al., 2006;
Rossoni et al.,, 2010; Myabe et al., 2011) ou organizados em biofilmes
(Pereira et al., 2011; Junqueira et al., 2011). Como modelos in vitro
impossibilitam o estudo da interacdo patdgeno-hospedeiro e modelos in
vivo em ratos e camundongos apresentam limitagcBes éticas, estudos
recentes desenvolveram um novo modelo de estudo de PDT em animais
invertebrados, utilizando Galleria mellonella como modelo de infeccéo
(Chibebe Junior et al., 2013).

G. mellonella, inseto conhecido popularmente como a
larva do bicho da cera, vem sendo amplamente utilizada como modelo
hospedeiro alternativo aos modelos mamiferos para o estudo das
respostas do hospedeiro frente a infeccdo por patégenos. O uso de um
modelo hospedeiro invertebrado para o estudo da patogénese microbiana
e para a verificacdo da eficdcia de agentes antimicrobianos apresenta
vantagens quando comparado ao modelo vertebrado, como: ndo ha
implicacdo ou restricao legal ou ética em sua utilizacdo; os animais nao
precisam ser anestesiados; pode ser utilizado em larga escala, gerando
grande namero de amostras por grupo e apresentam baixo custo (Jander
et al., 2000; Mylonakis et al., 2005; Aperis et al., 2007; Peleg et al., 2009;
Fuchs et al., 2010; Desbois, Cote, 2011).

A correlagéo entre os padrdes de viruléncia expressos em
G. mellonella e mamiferos tem sido demonstrada em infeccdes
experimentais induzidas por uma ampla variedade de bactérias e fungos.
Diversos autores encontraram tal relacdo quando estudaram a viruléncia
dos patogenos desenvolvida no modelo invertebrado e no modelo

vertebrado (Kavanagh, Reeves, 2004; Desalermos et al., 2012). Entre os
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micro-organismos que tiveram sua patogénese estudada em G. mellonella
pode-se destacar: A. baumannii (Peleg et al., 2009; Gaddy et al., 2012),
P. aeruginosa (Jander et al., 2000; Miyata et al., 2003), K. pneumoniae
(Insua et al., 2013), Francisella tularensis (Aperis et al., 2007), Yersinia
pseudotuberculosis (Champion et al., 2009), S. aureus (Desbois et al.,
2011), Streptococcus pyogenes e Streptococcus mutans (Abranches et
al., 2011; Olsen et al., 2011), Enterococcus faecalis (Yasmin et al., 2010,
Michaux et al., 2011) Enterococcus faecium (Lebreton et al., 2011,
Chibebe et al., 2013), Candida albicans (Fuchs et al., 2010; Junqueira et
al., 2011) e Cryptococcus neoformans (Mylonakis et al., 2005).

G. mellonella apresenta sistema imunolégico comparado
aos dos vertebrados, sendo que a resposta imune € imediatamente
acionada quando algum agente atravessa sua cuticula. A resposta
imunolbgica desse animal é composta por sistema imune humoral e
celular. O componente celular € representado pela acdo de células
fagocitarias denominadas hemdcitos, que circulam livremente pela
hemolinfa do inseto e estdo envolvidas na fagocitose de células
invasoras. O componente humoral € composto essencialmente por
peptideos antimicrobianos, que atuam nas células bacterianas ou
fungicas invasoras, que alcancam a hemolinfa. A densidade de hemdcitos
circulantes na hemolinfa pode ser utilizada como indicativo de infecgéo
(Olsen et al., 2011; Desalermos et al., 2012).

Chibebe et al. (2013) utilizaram larvas de G. mellonella
infectadas por E. faecium com a finalidade de desenvolver um modelo
hospedeiro de invertebrado para o estudo in vivo da terapia fotodinamica
antimicrobiana (isolada ou em associacdo com antibiéticos). Esses
autores verificaram que o tratamento das larvas com terapia fotodinamica,
mediada por azul de metileno, prolongou a sobrevivéncia das larvas,
sugerindo que G. mellonella pode ser um modelo util para o estudo da
PDT. O fotossensibilizador foi facilmente injetado na hemolinfa do inseto

e, devido a presenca de uma cuticula clara e translicida no corpo da
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larva, a luz irradiada foi capaz de alcancar e excitar as moléculas do
fotossensibilizador, gerando o processo fotodinamico. Posteriormente, 0s
autores infectaram larvas de G. mellonella com uma cepa de E. faecium
resistente a vancomicina, e verificaram que o tratamento associado de
PDT e vancomicina resultou em um aumento significativo da
sobrevivéncia das larvas quando comparado ao tratamento isolado de
PDT ou ao tratamento isolado de vancomicina. Esses dados demostraram
que apods a aplicacdo de PDT, a cepa de E. faecium que era resistente a
vancomicina tornou-se mais susceptivel a esse antibiético, possivelmente
a permeabilizacéo da parede celular bacteriana provocada pela PDT pode
ter facilitado a entrada da vancomicina no interior da célula de E. faecium.



3 PROPOSICAO

Os objetivos deste estudo foram:

a)

b)

c)

determinar a concentracao inibitéria minima dos
antibiéticos Imipenem e Meropenem para
isolados clinicos de Acinetobacter baumannii;
avaliar a acdo da PDT sobre -culturas
planctbnicas de A. baumannii, comparando
isolados sensiveis e resistentes aos antibidticos
em relacao a sensibilidade a PDT;

testar a acdo dos antibiéticos convencionais, da
PDT e da terapia combinada de antibiéticos e
PDT nas infecgbes experimentais induzidas em
G. mellonella por isolados clinicos de A.

baumannii resistentes aos antibioticos.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Micro-organismos e condi¢des de crescimento

Para o estudo proposto foram utilizados 21 isolados
clinicos de Acinetobacter baumannii, sendo 18 resistentes e 3 sensiveis
aos carbapenémicos, previamente identificados nos laboratérios de
origem pelo método Bioquimismo (Rugai, Enterokit C, Kit NF). As cepas
foram cedidas pelo Laboratério de Analises Clinicas Valeclin, dentro do
Hospital Santa Casa da cidade de Sdo José dos Campos, Sdo Paulo.
Esse trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos do Instituto de Ciéncia e Tecnologia da Universidade Estadual
Paulista (ICT/UNESP) Campus de Sao José dos Campos, sob registro n®
24409813.9.0000.0077, o qual encontra-se no ANEXO C.

Como micro-organismos controle para todos 0s
experimentos, foi utilizada uma cepa padrdo cedida pela Fundacéo
Oswaldo Cruz-FIOCRUZ, Instituto Nacional de Controle de Qualidade em
Saude - INCQS, sob-registro Acinetobacter baumannii (ATCC 19606).

A cepa padrdo e os isolados clinicos foram mantidas em
estoque em caldo infuso cérebro-coracao (BHI, Himedia®, Mumbai, India)
com 20% de glicerol a temperatura de menos 70 °‘C no freezer do
Laboratério de Microbiologia e Imunologia do ICT/UNESP. Para ativacédo
desses micro-organismos, as cepas foram cultivadas em caldo BHI (37 °C
por 24 h), a seguir semeadas em agar MacConkey (Himedia®, Mumbai,

India), incubadas em estufa bacterioldgica a 37 °C por 24 h (Figura 2).
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As cepas clinicas obtidas foram submetidas ao teste para
Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima e estudo da terapia

fotodinamica antimicrobiana in vitro e in vivo.

Figura 2 - Colbnias de A. baumannii em placa de Agar MacConkey, coldnias planas,
discretamente mucéides de coloracdo branco-acinzentada com didmetro de cerca de 1,5
a 3mm, atmosfera de ar a temperatura de 37 °C.

4.2Determinacéo da Concentracédo Inibitéria Minima (MIC)

Os isolados obtidos foram submetidos aos testes de
Concentracéo Inibitéria Minima para os antibidticos de uso clinico. Entre
esses, foram selecionados o0s carbapenémicos, representados pelo
Imipenem e Meropenem (Sigma-Aldrich St. Lois, EUA).

Os testes para determinacdo da Concentracdo Inibitéria
Minima foram realizados seguindo o protocolo de microdiluicdo em caldo
estabelecido pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)
documento MO07-A9, 2012. Suspensbes padronizadas dos micro-

organismos foram preparadas em solucao fisiolégica a partir de colénias
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isoladas em agar infuso cérebro-coracao (BHI, Himedia, Mumbai, India). A
densidade Optica da suspenséo foi ajustada em espectrofotdmetro (B582,
Micronal, Sdo Paulo, Brasil). A absorbancia em 625 nm foi ajustada entre
0,08 a 0,10, que corresponde a solucdo padrdao Mc Farland 0,5,
resultando em uma concentracdo de 10° UFC/ml de células bacterianas.
Solugbes estoques dos antibidticos Imipenem e
Meropenem (Sigma-Aldrichl St. Lois EUA) foram preparadas e diluidas
serialmente em Caldo Mueller-Hinton (Difco Mumbai, india) nas placas de
microtitulacdo de 96 pogos (KASVI K12-096; China). A seguir, foram
acrescentados os indculos das suspensfes padronizadas de cada micro-
organismo. Apés 24 h de incubacdo em estufa a 37°C, os valores de MIC
foram determinados pela observacdo da turvacdo do meio nas placas de
microtitula¢do. O valor do MIC foi definido como a menor concentragao de
antimicrobiano capaz de inibir o crescimento bacteriano. Os pontos de
corte de sensibilidade e resisténcia para os antibioticos testados foram
interpretados de acordo com o CLSI M100-S23, considerando-se 0s
seguintes valores: Imipenem (Sensivel < 4 e resistente = 16) e

Meropenem (Sensivel < 4 e resistente = 8).

4.3Estudo in vitro da terapia fotodinamica

Para realizagdo da fotossensibilizagao in vitro foi utilizado
azul de metileno (Sigma-Aldrich, S&o Paulo, Brasil) como
fotossensibilizador, na concentragédo de 300 uM (Souza et al., 2006). A
fonte de luz foi um laser em baixa intensidade de Arseneto de Galio
Aluminio (Easy Laser, Clean Line, Taubaté, Brasil) com comprimento de
onda de 660 nm (vermelho visivel), correspondente a faixa de
comprimento de alta absorcdo por esse fotossensibilizador, poténcia de

50 mW e densidade de energia de 15 J/cm?.
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Foi preparada suspensdo de cada isolado clinico
contendo 10° células/mL. Para o preparo dessa suspensdo, o isolado foi
semeado em agar MacConkey (Himedia) e incubada a 37 °C por 24 h. A
seguir, esses micro-organismos foram cultivados em Caldo Infuso
Cérebro-Coracao (BHI) por 24 h a 37 °C. O crescimento foi suspenso em
5 mL de solucao fisiolégica e centrifugado a 5000 rpm (MPW-350, Med.
Instruments) durante 10 min, desprezando-se 0 sobrenadante. Esse
procedimento foi repetido e o sedimento ressuspenso em 5 mL de solucao
fisiolégica. A contagem do numero de células da suspenséao foi realizada
através de espectrofotbmetro (B582, Micronal, Sdo Paulo, Brasil) com
comprimento de onda de 600 nm com densidade 6ptica entre 0,6 a 0,8 0
que corresponde a 10 8 células / mL (Dai et al. 2009). Com o propésito de
confirmar o numero de células bacterianas no inoculo utilizado, foi
realizada a contagem de UFC/mL. Aliquotas das diluicbes seriadas do
in6culo foram semeadas em placas de agar BHI (37 °C por 24 h) para
contagem de UFC/mL.

Em placa de microtitulacdo de 96 pocos de fundo plano,
esterilizadas e com tampa, foram adicionados 0,1 mL da suspensao de
cada cepa de micro-organismo e 0,1 mL do fotossensibilizador ou de
solucéo fisioldgica tamponada (PBS). A seguir, a placa contendo as
amostras foram agitadas durante 5 min em agitador orbital (Solab,
Piracicaba, Brasil). Ap6s esse periodo, o conteddo de cada poco foi
irradiado (Figura 3) de acordo com 0s grupos a seguir: Fotossensibilizador
e Laser (F+L+), Solucao fisiolégica e Laser (F-L+), Fotossensibilizador

sem Laser (F+L-) e Solucéo fisiolégica sem Laser (F-L-).
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Figura 3 — A) Aplicagéo da Terapia fotodindmica (PDT) com laser em baixa intensidade
de Arseneto de Galio Aluminio (Easy Laser, Clean Line, Taubaté, Brasil), comprimento
de onda de 660 nm (vermelho visivel), poténcia de 50 mW e densidade de energia de 15
Jlcm? em A. baumannii in vitro; B) Uso de anteparo negro-fosco.

Em cada grupo foram realizados 5 ensaios por grupo.
Apoés a irradiacdo, a partir de cada amostra, foram realizadas diluicdes
seriadas e aliquotas de 0,1 mL das diluicbes foram semeadas em agar
MacConkey. Apés incubacdo a 37 °C por 24 h, foi feita a contagem de
UFC/mL (Figura 4).

A

Figura 4 - Estudo in vitro: Diluicdes de A. baumannii apés acdo de PDT semeadas em
agar MacConkey A(10%), B(10™), C(10°) e D(10°).
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4.4 Estudo in vivo da terapia fotodinamica: Modelo de G. mellonella

Todos os experimentos com Galleria mellonella foram
realizados conforme metodologias descritas por Mylonakis et al. (2005) e
Chibebe Junior et al. (2013).

Inicialmente, os parametros da PDT in vivo tiveram que
ser estabelecidos, testando-se a toxicidade do fotossensibilizador e da
fonte de luz para G. mellonella. As lagartas receberam diferentes
concentracdes de azul de metileno (variando de 30 a 300 uyM) e diferentes
densidades de energia do Laser (10, 15 e 20 J/cm?). Todos os parametros
testados mantiveram 100% de lagartas vivas até o final do experimento,
nao apresentando toxicidade para os animais. Assim, foi adotado como
parametros para a PDT, a concentracdo de 300 uM de azul de metileno e

20 J/cm?de densidade de energia do Laser.

4.4.1 Lagartas de G. mellonella

Foram utilizadas lagartas de G. mellonella em estagio final
da fase larval com peso corporal de aproximadamente 250-350 mg,
criadas e mantidas no Laboratorio de Invertebrados do ICT/UNESP.

A criacdo se iniciou com a utlizacdo de recipientes
plasticos pretos com furos na tampa para receber lagartas em seu ultimo
estagio e/ou ja pupas, para transformarem em mariposas. Nessa fase os
animais nao se alimentam e sdo mantidos em temperatura ambiente. No
interior desses recipientes foram colocados pedagos de cartolina azul

escuro e um tecido, para transposicao dos ovos para cartolina (Figura 5).
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Figura 5 - Lagartas no ultimo estagio e/ou ja pupas, transformam-se em mariposas, apés
a copula¢é@o formam-se 0s ovos.

Semanalmente, as cartolinas (azuis) com 0sS ovos Sséo
retiradas e transferidas para recipientes plastico (branco) contendo racao
e cera, esse pote contendo os ovos € incubado em estufa propria & 28°, e
mantido por 20 dias. A racao consite em 250 g de fuba, 150 g levedura de
cerveja, 100 g de farinha de soja, 100 g de leite em p6 desnatado, 200 g

de mel e 200 g de glicerol, adquiridos no mercado local (Figura 6).

Figura 6 - Incubacéo dos ovos (A) com racdo (B) e cera (C), nos potes brancos (D) em
estufa 28 °C, por 20dias, para evolugdo de ovos para lagartas.

Apos 20 dias, quando as lagartas ja estdo num tamanho
gue permita ser manuseada (aproximadamente 1 cm), € realizada a
limpeza das mesmas, retirando as teias e os casulos, e separando-as de
acordo com o tamanho e peso (Figura 7).
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Figura 7 - Limpeza e manuseio com as lagartas, prolegue evidenciada na seta.

4.4.2 Preparo das suspensdes bacterianas

Suspensfes padronizadas das cepas de A. baumannii
foram preparadas para serem injetadas em G. mellonella. Para o preparo
dessa suspensdo, a cepa do micro-organismo foi semeada em &agar
MacConkey (Himedia®) e incubada a 37 °C por 24 h. A seguir, esses
micro-organismos foram cultivados em Caldo BHI por 18 h a 37 °C. O
crescimento foi suspenso em 5 mL de solucéo fisiolégica tampéao fosfato
(PBS) esterilizada e centrifugado a 5000 rotacdo por minuto (rpm) durante
10 min, desprezando-se o sobrenadante. Esse procedimento foi repetido
e o0 sedimento ressuspenso em 5 mL de PBS. A contagem do numero de
células da suspenséo foi realizada através de espectrofotdmetro (B582,
Micronal, Sdo Paulo, Brasil) com comprimento de onda de 600 nm
conforme descrito anteriormente. O numero de células a ser injetado foi
determinado de acordo com a susceptibilidade de G. mellonella a infecgéo

por cepas de A. baumannii.

4.4.3 Injecdo do micro-organismo em Galleria mellonella
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Um in6culo de 10 yL da suspenséao padronizada de cada
cepa foi injetado na hemolinfa de cada lagarta através da ultima prolegue
esquerda, utilizando seringa Hamilton de 10 pL (Hamilton Bonaduz AG,
Bonaduz/Switzerland). Em todos os experimentos foi realizado um grupo
inoculado apenas com PBS para acompanhar o estado de saude das

lagartas de G. mellonella durante o experimento (Figura 8).

Figura 8 - Material injetado na hemolinfa da lagarta por meio da ultima prolegue
esquerda, utilizando seringa Hamilton de 10 pL.

4.4.4 Verificacdo da susceptibilidade de G. mellonella a infeccao por A.
baumannii

Antes do estudo das terapias antimicrobianas sobre a
infeccdo experimental em G. mellonella, foi realizada uma analise da
susceptibilidade de G. mellonella a infeccdo por isolados clinicos de A.
baumannii. Para isso, foram injetadas em G. mellonella véarias
suspensdes padronizadas em diferentes concentrages (10° a 10’
células/mL). A seguir, a viruléncia em G. mellonella foi avaliada pela
determinacdo da curva de morte das lagartas de G. mellonella.
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4.45 Curva de sobrevivéncia em Galleria mellonella

Para determinacdo da curva de sobrevivéncia de G
mellonella, ap6s a inoculagdo do microrganismo, as larvas foram
armazenadas em placas de Petri e incubadas a 37 °C em estufa
bacteriol6gica e o numero de lagartas de G. mellonella mortas foi anotado
diariamente durante 7 dias. As larvas foram consideradas mortas quando

nao apresentaram nenhum movimento ao toque (Figura 9).

Figura 9 - Durante curva de sobrevivéncia, observa-se escurecimento da cuticula apés
morte por infeccdo bacteriana.

4.4.6 Estudo de terapias antimicrobianas para o tratamento da infeccao
experimental em G. mellonella

Apos determinacdo do numero de células de A. baumannii
necessarias para causar uma infeccdo experimental em lagartas de G.
mellonella, foram realizados os testes para estudar a sensibilidade das
infeccbes a terapia fotodinamica antimicrobiana, aos antibioticos
convencionais, e a terapia combinada de PDT e antibidticos

convencionais. Também foram incluidos grupos controle de larvas néo
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infectadas por A. baumanni e tratadas com o fotossensibilizador ou com

os antibioticos.

4.4.6.1 Terapia fotodindmica antimicrobiana (PDT) na infecgéo
experimental em G. mellonella

Primeiramente, foram testados varios protocolos de PDT
em larvas de G. mellonella a fim de selecionar um protocolo para o0s
proximos experimentos, que nao apresentasse toxicidade para G.
mellonella. Entdo, larvas ndo infectadas receberam injecdo do
fotossensibilizador azul de metileno nas concentragbes de 30 e 300 pM
(Figura 10). Para a irradiacdo luminosa, foram testadas as seguintes
densidades de energia: 10, 15 e 20 J/cm? (laser em baixa intensidade de
Arseneto de Galio Aluminio, Easy Laser, Clean Line, Taubaté, Brasil). A
seguir, os efeitos toxicos do fotossensibilizador ou laser foram avaliados

pela curva de sobrevivéncia, com padronizacdo de 300 uM para todo o

experimento, por ndo apresentar toxicidade ao modelo in vivo.

Figura 10 — A) Lagarta sem aplicag&o; B) Inicio da Inje¢cdo de 10uL de Azul de Metileno
(300 puM); C) Dispercao e escurecimento da cuticula com tonalidade azul, D)Total
disperséo do fotossensibilizador.

Ap6és a padronizagcdo da  concentracdo  do
fotossensibilizador e radiagdo luminosa, as lagartas foram infectadas com
cepas de A. baumannii resistentes a antibiéticos. Decorridos 90 min da
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infeccdo, as lagartas de G. mellonella receberam injecdo de azul de
metileno (10 uL) na ultima proleg direita do inseto. A seguir, as larvas
permaneceram 30 min no escuro (tempo pré-irradiacdo) para proporcionar
uma boa dispersdo do corante pelo corpo do animal. Entdo, o laser foi
aplicado de acordo com os parametros previamente definidos. Apés a
realizacdo da PDT, as lagartas foram incubadas em estufa a 37 °C para

determinacao da curva de sobrevivéncia de G. mellonella.

4.4.6.2 Tratamento com antibidticos convencionais na infec¢do
experimental em G. mellonella

Apés 90 min da infeccdo de G. mellonella por A.
baumannii, os animais foram injetados com 10 pL do antibiético na ultima
proleg direita do inseto. Os antibioticos utilizados, assim como suas
respectivas doses foram: Meropenem (20 mg/kg) ou Imipenem (15
mg/kg). ApGs o tratamento, as lagartas foram incubadas em estufa a 37

°C para determinacéo da curva de sobrevivéncia de G. mellonella.

4.4.6.3 Tratamento combinado de antibiéticos convencionais e PDT na
infecgao experimental em G. mellonella

As lagartas receberam terapia fotodinamica e injecdo de
antibioticos conforme protocolos descritos anteriormente. Portanto foram
realizadas 3 injecdes em G. mellonella: a primeira foi executada na ultima
proleg esquerda para inocular a bactéria, foi utilizado 10 yL de A.
baumannii na concentracao de 10® UFC/mL (equivalente a 10° UFC/mL
inoculado), apds essa inoculacdo foi esperado 90 min para que fosse

estabelecida a infeccdo, a segunda para injetar 10 pL do
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fotossensibilizador na concentragdo de 300 uM esta foi executada na
ultima proleg direita, as lagartas ficaram no escuro por 30 min para que
houvesse dispersdo do corante pela hemolinfa, apos esse periodo foi
aplicado o laser em baixa intensidade de Arseneto de Galio Aluminio
(Easy Laser, Clean Line, Taubaté, Brasil), comprimento de onda de 660
nm (vermelho visivel), poténcia de 50 mW e densidade de energia de 15
J/icm? por 5 min, imediatamente ap6s foi realizada a terceira injecdo para
injetar 10 pyL do antibiético, aplicada na penultima proleg esquerda do
animal. A seguir, as larvas foram incubadas no escuro em estufa a 37 °C
para determinacdo da curva de sobrevivéncia de G. mellonella e

contagem de UFC/mL.

4.5 Analise estatistica

Para a andlise estatistica dos resultados de UFC/mL foi
realizado Anélise de Variancia (ANOVA) e teste de Tukey, utilizando-se o
Programa Minitab. Em relagdo aos experimentos de sobrevivéncia em G.
mellonella, foi realizada a curva de sobrevivéncia e estimativa das
diferencas pelo método de Log-rank (Mantel-Cox) utilizando Programa

Graph Pad Prism. Foi considerado nivel de significancia de 5%.
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5 RESULTADOS

5.1 Isolados clinicos

Para realizacdo desse trabalho foram utilizados isolados
clinicos de A. baumanni cedidos pelo Laboratério de Analises Clinicas
Valeclin de Sdo José dos Campos. Entre julho de 2014 a fevereiro de
2015 (periodo de 8 meses), o Laboratorio Valeclin deu entrada a 13.715
amostras clinicas suspeitas de estarem ligadas a processos infecciosos
provenientes de pacientes hospitalizados. Dessas amostras, 13.426
confirmaram um processo infeccioso, sendo que 207 amostras clinicas
foram positivas para A. baumannii (1,54%). Entre os isolados clinicos de
A. baumannii, 58% demonstram resisténcia aos antibiéticos Imipenem e
Meropenem por meio do teste de difusdo em disco de Kirby & Bauer
(CLSI 2915) realizado no préprio Laboratério Valeclin.

Nos ANEXOS A e B contemplam informacdes sobre os
isolados clinicos cedidos pelo laboratorio, os quais apresentam
resisténcia aos carbapenémicos, podendo também ser avaliado o perfil
de sensibilidade a outros antibioticos, bem como sitio de isolamento,
origem, género e idade dos pacientes de onde 0s micro-organismos
foram isolados.

Para realizacdo desse projeto, o Laboratério Valeclin
forneceu 21 isolados de A. baumannii, sendo 3 isolados sensiveis e 18

resistentes aos antibiéticos Imipenem e Meropenem.
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5.2Concentracgéo Inibitéria Minima (MIC)

Ap0Os aprovacgdo pelo Comité de Etica em Pesquisa com
Seres Humanos, esses isolados foram transferidos para o Laboratorio de
Microbiologia do ICT/Unesp, onde foram submetidos ao teste de
microdiluicdo em caldo para Determinacdo da Concentracédo Inibitéria
Minima (MIC) ao Imipenem e Meropenem (Figura 11), cujos resultados
estdo apresentados na Tabela 1.

Figura 11 - Determinacdo da Concentragdo Inibitéria Minima (MIC) de A. baumannii ao
Imipenem, a seta indica a menor concentra¢do capaz de inibir o crescimento microbiano
(64 pg/mL de Imipenem).
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Tabela 1 - Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima das cepas
clinicas de A. baumannii

Isolados de Imipenem (ug/mL) Meropenem (pg/mL)
A. baumannii MIC Padréo MIC Padréo
AS1 1 S 1 S
AS2 <0,5 S <0,5 S
AS5 1 S 1 S
Al >128 R 128 R
A2 >128 R 128 R
A3 >128 R 128 R
A4 >128 R 64 R
A5 64 R 64 R
A6 >128 R 128 R
A7 >128 R 64 R
A8 >128 R 128 R
A20 >128 R 128 R
A23 >128 R 64 R
A24 >128 R 64 R
A25 >128 R 64 R
A26 >128 R 128 R
A27 >128 R >128 R
A28 >128 R 64 R
A3l >128 R 128 R
A32 >128 R 64 R
A33 >128 R 128 R

ATCC 8 I 4 |

Padrao de sensibilidade aos antibidticos: S: Sensivel. I: Intermediario e R: Resistente

5.3Terapia Fotodindmica Antimicrobiana (PDT)

A seguir, foi realizada a fotossensibilizagdo in vitro para

verificar a susceptibilidade dos isolados clinicos de A. baumanni a terapia
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fotodinamica. Nesse teste foi incluido também uma cepa padréo de A.
baumanni (ATCC 19606). Inicialmente, a PDT foi realizada sobre 3
isolados sensiveis aos antibidticos (AS-1, AS-2 e AS-5) e 3 isolados
resistentes aos antibidticos (Al, A2 e A6). Os resultados obtidos
demonstraram que para esses isolados testados, a média de UFC/mL no
grupo com terapia fotodinamica foi inferior aos demais grupos estudados
(grupos controle, tratado apenas com laser e tratado apenas com
fotossensibilizador). Os resultados de UFC/mL foram convertidos em log
para serem analisados estatisticamente pelos testes ANOVA e Tukey, no
qual foram encontradas diferencas estatisticamente significantes entre os
grupos Controle e Tratado com terapia fotodinamica para os isolados
analisados (p<0,05). Os resultados obtidos para a cepa ATCC, isolados
clinicos sensiveis e resistentes aos antibidticos estdo demonstrados,

respectivamente, nas Figuras 12, 13 e 14.

Acinetobacter baumannii

ATCC 19606
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Figura 12 - Médias e desvios-padrdo de UFC/mL (Log) da cepa padrdo de A. baumannii
ATCC 19606 para os grupos controle, tratado apenas com laser, tratado apenas com
fotossensibilizador e tratado com terapia fotodindmica (PDT), letras diferentes
representam diferenga estatisticamente significativa entre os grupos (Teste de Tukey, p<
0,05).
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Acinetobacter baumannii AS-1
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Figura 13 - Médias e desvios-padrdao de UFC/mL (Log) dos isolados clinicos de A.
baumannii sensiveis ao Imipenem e Meropenem para 0s grupos controle, tratado apenas
com laser, tratado apenas com fotossensibilizador e tratado com terapia fotodindmica
(PDT), letras diferentes representam diferenga estatisticamente significativa entre os
grupos (Teste de Tukey, p< 0,05), separados em trés graficos A B e C, indicando 3
isolados clinicos diferentes.
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Acinetobacter baumannii A1
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Figura 14 - Médias e desvios-padrao de UFC/mL (Log) dos isolados clinicos de A.
baumannii resistentes ao Imipenem e Meropenem para 0S grupos controle, tratado
apenas com laser, tratado apenas com fotossensibilizador e tratado com terapia
fotodindmica (PDT), letras diferentes representam diferenca estatisticamente significativa
entre os grupos (Teste de Tukey, p< 0,05), separados em trés graficos A B e C,
indicando 3 isolados clinicos diferentes.
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Visto que entre os 3 isolados clinicos de A. baumannii
resistentes aos antibidticos, todos apresentaram sensibilidade a
fotossensibilizagao in vitro, pode-se sugerir que a terapia fotodinamica
tem potencial para auxiliar no tratamento de infec¢bes causadas por A.
baumannii. Assim mais 15 isolados de A. baumannii resistentes aos
carbapenémicos foram submetidos a fotossensibilizac&o in vitro, na qual
foram testados apenas dois grupos experimentais: Controle (F-L-), Laser
(F-L+), fotossensibilizador (F+L-) e Tratado com terapia fotodinamica
(F+L+).

Para analise e comparacdo dos resultados obtidos, foi
calculado o percentual de reducdo de UFC/mL dos grupos Tratados com
terapia fotodinAmica em relacdo ao Controle para todos isolados clinicos
de A. baumannii analisados nesse estudo (1 cepa ATCC, 3 cepas
sensiveis aos antibiéticos e 18 cepas resistentes aos antibiéticos). Os
resultados do percentual de reducéo estdo demonstrados nas Figuras 15
e 16, nas quais é possivel observar que a PDT reduziu o nimero de
células de A. baumannii em todos os isolados testados, mas o percentual

de reducéo foi dependente da cepa analisada.

Efeito PDT em isolados clinicos
A. baumannii
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Figura 15 - Percentual de reducdo (%) de UFC/mL observado nos grupos Controle (P)
em relac@o aos grupos Tratados com PDT para a cepa de A. baumannii ATCC 19606 e
para as 3 isolados sensiveis aos antibiéticos Imipenem e Meropenem. P: representa o
Grupo controle (L-F-).
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Efeito PDT em:

isolados clinicos Resistentes A. baumannii
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Figura 16 - Percentual de reducédo (%) de UFC/mL observado nos grupos Controle (P)
em relac@o aos grupos Tratados com PDT para a cepa de A. baumannii ATCC 19606 e
para as 18 isolados resistentes aos antibidticos Imipenem e Meropenem. P: representa o
Grupo controle (L-F-).

5.4 Estudo in vivo: terapia combinada de PDT e antibioticos na
infeccdo experimental em Galleria mellonella

Dando continuidade a proposta desse projeto, o estudo da
terapia fotodindmica sobre A. baumannii resistentes aos antibiéticos foi
estendido para estudo in vivo, utilizando G. mellonella como modelo de
infeccdo experimental.

Em primeiro lugar, foi necessario testar a susceptibilidade
das lagartas de G. mellonella a infeccdo experimental pelas cepas de A.
baumannii. Assim, a cepa ATCC foi injetada nas larvas em diferentes
concentracdes (10°, 10° e 10’ células/lagarta) e a curva de sobrevivéncia
dos animais foi avaliada, verificando-se que A. baumanni na concentracao
de 10° ndo causou infeccdo letal em G. mellonella. Por outro lado, a
concentracéo de 10’ levou a 100% de mortalidade dos animais ap6s 24 h
da infeccdo. A concentracdo de 10° matou aproximadamente 60% das
larvas até o final do experimento, ou seja, 7 dias (168 h) apés a infeccao
(Figura 17). Portanto a concentragao de 10° células/larva de A. baumannii

foi adotada para todos os experimentos subsequentes.
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Figura 17 - Curva de sobrevivéncia (%) das lagartas de G. mellonella apés a infeccdo
com A. baumannii ATCC 19606 nas concentracdes de 10°, 10°e 10’ células/lagarta.

Apoés padronizacdo da concentracdo da suspensao de A.
baumannii a ser injetada em G. mellonella, partimos para o estudo das
cepas de A. baumannii, sensiveis e resistentes aos antibiéticos, em G.
mellonella. Desse modo, os 3 isolados clinicos sensiveis aos
carbapenémicos (AS1, AS2 e AS4) foram injetados em G. mellonella,
sendo observado um aumento da sobrevida das lagartas em um isolado
comparado a cepa ATCC (Figura 18). Ja para os isolados resistentes (A2,
A6, A7 e A26) verificou-se que todos foram mais virulentos do que a cepa

ATCC previamente testada (Figura 16).
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Figura 18 - Curva de sobrevivéncia (%) das lagartas de G. mellonella infectadas por A.
baumannii (106 células/lagartas) cepa ATCC 19606 e isolados sensiveis aos antibidticos

Imipenem e Meropenem.
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Figura 19 - Curva de sobrevivéncia (%) das lagartas de G. mellonella infectadas por A.
baumannii (106 células/lagartas) cepa ATCC 19606 e isolados resistentes aos

antibiéticos Imipenem e Meropenem.

Tendo em vista que o isolado de A. baumannii A26 foi
bastante virulento para G. mellonella (Figura 19) e apresentou alta
sensibilidade a terapia fotodindmica in vitro (Figura 16), esse isolado foi

escolhido para a realizagéo da terapia fotodinamica in vivo.



55

A sequir, as lagartas de G. mellonella foram infectadas
com o isolado de A. baumannii A26 e tratadas com terapia fotodinamica
nos parametros definidos acima. Também foi realizado tratamento com
antibiotico (Imipenem ou Meropenem) e tratamento combinado de PDT +
antibiéticos para estudo do possivel sinergismo entre antibidticos e PDT.
Os resultados demonstraram que os tratamentos com PDT, antibiético
(Imipenem e Meropenem), e associacdo de PDT + antibidtico levaram a
um discreto aumento na sobrevivéncia das larvas de G. mellonella,
entretanto n&do foram encontradas diferencas estatisticamente
significantes entre os grupos (Figuras 20 e 21).

A. baumannii A26

100 - - PBS
-= |mipenem
= - PDT
% T -+ PDT + Imipenem
g ¥ p=0.4095
S
I — 3
0 L] L] T 1
0 50 100 150 200

Time (hours)

Figura 20 - Curva de sobrevivéncia das lagartas de G. mellonella infectadas por A.
baumannii resistente a Imipenem e Meropenem (isolado A26). As lagartas infectadas
foram tratadas com PBS, PDT, Imipenem ou terapia combinada de PDT + Imipenem.
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Figura 21 - Curva de sobrevivéncia das lagartas de G. mellonella infectadas por A.
baumannii resistente a Imipenem e Meropenem (isolado A26). As larvas infectadas
foram tratadas com PBS, PDT, Meropenem ou terapia combinada de PDT + Meropenem



6 DISCUSSAO

Micro-organismos como A. baumannii s&o uma causa
morte importante em hospitais principalmente em unidades de terapia
intensiva, sua gravidade se d& a fatores de viruléncia como
exopolissacarideo capsular, producao de B-lactamases
(carbapenemases), alteracGes nas porinas da membrana externa, super-
expressdo da bomba de efluxo. A diversidade dos fatores de viruléncia
permite A. baumannii escapar da resposta imune do hospedeiro bem
como da terapia com antibiéticos, persistindo assim a infeccdo (Lemos et
al., 2014; Tseng et al., 2009, Prates et al., 2011).

O grande problema de A. baumannii nas infeccdes
hospitalares é que esse micro-organismo vem modificando seu perfil de
resisténcia aos antibioticos ao longo dos anos (Perez et al. 2007). Embora
0s carbapenémicos sejam considerados antibidticos muito eficazes para
infeccbes causadas por A. baumannii, diversos estudos tém relatado o
aumento de resisténcia dessas bactérias aos carbapenémicos. Kuo et al.
(2012) demonstram um crescimento expressivo na resisténcia das cepas
de A. baumannii ao antibidtico Imipenem, que em 2002 era de 3,4%,
passando para 58,7% em 2010, esses dados concordam com oS
resultados obtidos nesse trabalho, no qual 58% dos isolados de A.
baumannii do Laboratério Valeclin apresentaram resisténcia aos
antibioticos Imipenem e Meropenem. Altun et al. (2014) também
verificaram expressiva resisténcia, apontando 86,6% ao Meropenem.

Em pesquisa de dados epidemiologicos do Laboratorio
cedente dos isolados clinicos, verificamos que A. baumannii foi

responsavel por 1,54% das infeccbes de pacientes hospitalizados
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identificadas no Laboratério Valeclin em um periodo de 8 meses de
observacdo (2014 a 2015). Utilizando dados epidemiol6gicos Gaynes,
Edwards (2005) analisaram 400.000 isolados clinicos de origem hospitalar
registrados no Sistema Nacional de Vigilancia Hospitalar Infeccfes (NNIS)
de 1986 a 2003 em Atlanta, Georgia (EUA) e encontram 7% de A.
baumannii entre isolados identificados nos Laboratérios de Analises
Clinicas hospitalares, dados um pouco superiores aos encontrados em
nossa pesquisa.

Neste trabalho, as sensibilidades dos isolados clinicos de
A. baumannii aos antibiéticos Imipenem e Meropenem foram comparadas
por dois métodos diferentes: difusdo em disco e microdiluicio em caldo.
Os dados apresentados apontaram que os dois métodos foram eficazes
para identificar a sensibilidade dos isolados, pois o método de
microdiluicdo em caldo confirmou todos os resultados obtidos no teste de
difusdo em agar. Em estudos comparativos de métodos de andlise de
sensibilidade, Liu et al. (2012) sugerem que o método de difusdo em
disco, com sua vantagem de baixo custo, pode ser utilizado como
substituto ao método padrdo ouro, que é o método de microdiluicdo em
caldo, apontando fidedignidade ao método de disco difusao.

A Terapia Fotodindmica antimicrobiana (PDT) é uma
terapia alternativa para controlar micro-organismos patogénicos, como
bactérias Gram-positivas, Gram-negativas, leveduras e fungos (Sperandio
et al., 2013). Infecgbes por A. baumannii multirresistentes representam
um problema crescente, especialmente em feridas traumaticas e
gueimaduras. A PDT tem se mostrado uma alternativa aos agentes
antimicrobianos que se mostram ineficazes a classe de micro-organismos
multirresistentes, utilizando a combinagdo de fotossensibilizadores nao
téxicos e luz visivel (Dai et al., 2009; Zhang et al., 2014).

Em recente trabalho, Zhang et al. (2014) avaliaram a acao
bactericida da PDT sobre A. baumannii multirresistente utilizando

bioluminescéncia e também testaram a viabilidade celular em
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queratinécitos. Os resultados demonstraram que a taxa média de
inativacdo ao isolado de A. baumannii foi 21 vezes maior que a acao
sobre os queratindcitos, apontando resultados promissores para utilizacao
in vivo, com minimo efeito lesivo sobre a pele. Ainda nesse trabalho foi
utilizado queimaduras de terceiro grau em ratos, com posterior infeccao
pelo isolado clinico ap6s 30min e observou-se que no grupo tratado com
luz, a luminescéncia bacteriana foi completamente eliminada depois de
uma Unica exposicdo 55,8 J/cm? j4 no grupo ndo tratado o grau de
infeccdo ndo regrediu, mantendo-se estavel (Zhang et al., 2014).

Com o mesmo proposito, de reduzir os niveis bacterianos,
no presente trabalho utilizou-se a PDT em isolados clinicos de A.
baumannii com diferentes sensibilidades aos antimicrobianos oriundos de
pacientes hospitalizados. A PDT foi analisada previamente in vitro, com
posterior analise in vivo. Os isolados clinicos de A. baumannii sensiveis
aos antibiéticos Imipenem e Meropenem e a maioria dos isolados
resistentes apresentaram sensibilidade significativa a fotossensibilizacao
in vitro, confirmando que a PDT € uma técnica promissora com potencial
coadjuvante a tratamentos com antibiéticos. A PDT reduziu o numero de
células de A. baumannii em todos os isolados testados, mas o percentual
de reducdo foi dependente da cepa analisada, caracteristica essa
também encontrada em trabalhos da literatura. Dai et al. (2009)
realizaram aplicacao tépica de azul de metileno seguido de luz vermelha
em queimaduras de pele de rato infectadas por A. baumannii. A
densidade da poténcia utilizada foi de 100 mW/cm?, os ratos receberam
uma exposicéo & luz total de até 240 J/cm?, esses pesquisadores usaram
bactérias bioluminecentes, observando reducao de luminescéncia apos o
tratamento com PDT. Esta terapia induziu uma reducgao de cerca de 1,8
log10 em luminescéncia bacteriana da queimadura do rato, enquanto que
durante o mesmo periodo de tempo, foi observada uma reducéo inferior a
0,9-log1l0 de luminescéncia bacteriana para o controle escuro. Pode-se

observar também no trabalho destes pesquisadores que quanto mais
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imediato a terapia foi aplicada apos a infecgdo, melhor o resultado de
reducado bacteriana.

Tendo em vista a reducdo de células bacterianas com
utilizagédo de PDT in vitro, este trabalho foi estendido para um modelo de
infeccdo in vivo. Diversas pesquisas utilizam a lagarta de G. mellonella
como um modelo in vivo para se investigar a viruléncia de A. baumannii,
principal espécie a causar infeccbes hospitalares (Peleg et al., 2009;
Gaddy et al., 2012). Estudos prévios indicam que o modelo G. mellonella
€ uma ferramenta poderosa para investigar a viruléncia de uma variedade
de agentes patogénicos bacterianos e fungicos (Olsen et al., 2011;
Desalermos et al., 2012; Chibebe et al., 2013). O sistema imunoldgico
inato de insetos, como G. mellonella apresenta um elevado grau de
semelhanca com os sistemas imunitario de mamiferos, que fazem da G.
mellonella uma alternativa interessante aos modelos animais para a
investigacdo de patogenicidade infecciosa (Olsen et al., 2011;
Desalermos et al., 2012). Citando ainda que plasmdécitos e granuldcitos
foram identificados em G. mellonella como tipos de hemdcitos que estao
envolvidos na fagocitose, encapsulamento e formacdo de nédulos, que
sdo elementos importantes na defesa contra bactérias patogénicas.

O uso de G. mellonella como modelo in vivo tem sido
bastante difundido, e se mostra eficaz quando utilizado para analisar a
sobrevida das lagartas infectadas por A. baumannii. Hornsey, Wareham
(2011) buscando avaliar a acdo de antibidticos contra cepas de A.
baumannii, utilizaram o modelo in vivo G. mellonella. Esses autores
avaliaram a monoterapia e a terapia combinada, usaram 0S
glicopeptideos, Teicoplamina e/ou Vancomicina associadas a colistina,
primeiramente com testes in vitro, com posterior sustentacao in vivo. Os
resultados utilizando G. mellonella se mostraram significativos, sugerindo
como proximo passo 0 estudo em mamiferos com posterior ensaios

clinicos em humanos para analise de farmacocinética e farmacodinamica.
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Chusri et al. (2014) também fizeram uso do modelo in vivo
de G. mellonella, injetando 10 pL de diferentes espécies do género
Acinetobacter sp. (1,5 x 10 > UFC/mL) na dltima proleg de cada lagarta,
estas foram incubadas a 37 °C durante 6 dias e observadas para a
sobrevivéncia a cada 24 h. Estes autores utilizando o modelo invertebrado
com isolados clinicos de diferentes espécies de Acintobacter sp., oriundo
de pacientes internados em um Unico hospital, puderam verificar
viruléncia e sensibilidade a antibidticos dos isolados, podendo concluir
que a sobrevida das lagartas foi dependente das diferencas intrinsecas de
viruléncia dos isolados clinicos de A. baumannii, independente de seu
perfil de sensibilidade aos antibioticos.

Para esse trabalho inicialmente foi elaborado uma curva
de sobrevivéncia de G. mellonella com A. baumannii ATCC 19606,
indicando que a concentracdo de 10° células/lagarta de A. baumannii
atingiu 60% de letalidade, sendo adotada para todos os experimentos
subsequentes. Seguido a curva foi realizado a analise de parametros para
pré-estabelecer a técnica de PDT em A. baumannii utilizando G.
mellonella do ICT/UNESP.

Para PDT in vivo, foram testados diferentes parametros,
como concentracdo do fotossensibilizador, tempo de infeccéo, irradiacédo
de energia, utilizando diversos suportes com diferentes maneiras de
irradiacéo, afim de encontrar dados que pudessem viabilizar o restante da
pesquisa. Para isso deu-se inicio, com a andlise de sensibilidade das
lagartas frente ao fotossensibilizador, avaliando a curva de sobrevivéncia,
onde todos os parametros testados mantiveram 100% de lagartas vivas
até o final do experimento, ndo apresentando toxicidade para os animais.
Assim, foi adotado como parametros para a PDT, a concentragdo de 300
UM de azul de metileno e 20 Jicm? de densidade de energia do Laser.
Cabe destacar que, entre outros pesquisadores cita-se Ragas et al.
(2010), baseados em Dai et al. (2009), também avaliando a eficacia da

PDT em modelo in vivo, utilizaram murino com queimaduras infectadas
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por A. baumannii multirresistente, neste estudo o azul de metileno foi
considerado um bom fotossensibilizador, sob condigbes de 10 pM, com
uma entrega de 30J/cm? com 100mW/cm? conseguiu reduzir até 3
unidades logaritimicas as células bacterianas do tecido infectado. Esses
dados incentivaram o presente estudo na escolha do fotossensibilizador.

No presente trabalho obteve-se em estudo in vitro uma
expressiva reducdo nos niveis bacterianos, ndo se observando a mesma
intensidade de reducdo quando esses isolados clinicos foram submetidos
a PDT in vivo, utilizando G. mellonella. Destaca-se que os resultados aqui
apresentados ilustram diferentes niveis de viruléncia entre os isolados,
pois a mesma espécie resultou em diferentes curvas de sobrevivéncia,
indicando diferentes mecanismos de viruléncia utilizados por cada isolado
clinico, citando como exemplo o isolado clinico sensivel aos
carbapenémicos AS 1, que denotaria pensar que o0 mesmo sofreria mais
acdo da PDT e maior sobrevivéncia do modelo in vivo, foi o que
apresentou maior viruléncia, eliminando todas as lagartas infectadas por
ele em menos de 24h ap6s inoculacao e o isolado clinico ndo sofreu acéo
apos aplicacdo da terapia fotodinamica.

Esse fato € compreensivel quando nos deparamos com
trabalhos como o de Chusri et al. (2014) que na busca por compreender a
viruléncia e mecanismos de resisténcia do género Acinetobacter sp.,
comparando cepas de A. baumannii sensivel e cepas resistentes aos
carbapenémicos, utilizando G. mellonella, atestam néo ter sido observada
diferenca estatistica significativa na sobrevivéncia entre as lagartas
infectadas com cepas resistentes ou sensiveis aos carbapenémicos. No
estudo destes autores foi avaliado a sobrevivéncia das lagartas entre
espécies diferentes e puderam observar que houve maior sobrevivéncia
das lagartas quando estas foram infectadas com cepas de Acinetobacter
“ndo” baumannii, como A. nosocomialis e A. pittii, € menor sobrevivéncia
das larvas quando infectadas por A. baumannii sensivel ou resistente aos

carbapenémicos (Chusri et al., 2014).
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Quando se analisa varios isolados clinicos de uma
espécie o0s quais apresentam diferentes resultados de uma mesma
técnica, isso fortalece a compreensdo da variedade de mecanismos de
viruléncia deste micro-organismo e o quéo importante € o diagndstico
gendmico desta espécie, para que ndo se incida em estarmos lidando
com cepas mutantes que ap0s o contato com antibioticos apresente
resisténcia, ou seja, inicialmente apresenta-se sensivel a uma gama de
medicamentos, mas in vivo apresenta capacidade de adquirir resisténcia.
Cabe ressaltar que recentemente uma nova enzima foi encontrada a Nova
Deli metalo-B-lactamase 1, que faz com que algumas bactérias que ja sao
resistentes a carbapenémicos ampliem ainda mais essa resisténcia
(Zhang et al., 2014)

Autores como Chibebe Junior et al. (2013) também
utilizaram lagartas de G. mellonella infectadas por bactérias utilizando a
terapia fotodindmica antimicrobiana (isolada ou em associagcdo com
antibioticos), podemos observar que o tratamento das larvas com terapia
fotodinamica, mediada por azul de metileno, prolongou a sobrevivéncia
das lagartas infectadas com E. faecium. Estes autores também
verificaram que o tratamento associado de PDT e vancomicina resultaram
em um aumento significativo da sobrevivéncia das larvas quando
comparado ao tratamento isolado de PDT ou ao tratamento isolado de
vancomicina. Esses dados sugeriram que a PDT tornou a cepa de E.
faecium resistente a vancomicina mais susceptivel a esse antibiotico,
possivelmente a permeabilizacdo da parede celular bacteriana provocada
pela PDT pode ter facilitado a entrada da vancomicina no interior da
célula de E. faecium.

Utilizando-se dos mesmos parametros de PDT do
trabalho de Chibebe et al. (2013) nesse estudo, a PDT e o tratamento
combinado de PDT com antibioticos (Imipenem ou Meropenem) nao
demonstraram efeitos significativos na sobrevivéncia das lagartas

infectadas por cepa de A. baumannii resistente aos antibioticos, sugerindo
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que as infec¢des por bactérias Gram-negativas sao mais dificeis de serem
tratadas pela PDT do que infecgBes por bactérias Gram-positivas.

Bactérias Gram negativas sdo extremamente toxicas pela
liberacdo de LPS (lipopolissacarideo), isso pode explicar que as lagartas
poderiam estar morrendo em fungcdo do choque téxico produzido pelo
LPS, quando esta teria sofrido a acdo da PDT. A PDT pode ter matado
as bactérias, mas o LPS pode ter continuado ativo levando a morte dos
animais, para tal esclaresciento estudos futuros devem realizar a cultura
da hemolinfa contendo o micro-organismo, antes e depois da aplicacéo de
PDT.



7 CONCLUSAO

Diante dos resultados apresentados foi possivel concluir
que:

a) a PDT in vitro reduziu o nimero de células de A.
baumannii em todos os isolados testados, mas o
percentual de reducgéo variou conforme o isolado
clinico estudado;

b) no modelo hospedeiro de G. mellonella, a PDT e o
tratamento combinado de PDT com antibidticos
(imipenem e meropenem) nao demonstraram
efeitos significativos na sobrevivéncia dentro desse
estudo das lagartas infectadas por cepas de A.

baumannii resistente aos antibiéticos.
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ANEXO A - Perfil de sensibilidade dos isolados clinicos de A. baumannii,

realizado no Laboratoério Valeclin, pelo método de disco difusao
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Intermediario N:

Padrdo de sensibilidade aos antibi6ticos: S: Sensivel e R: Resistente I:

Nao testado
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ANEXO B - Caracterizacdo dos isolados clinicos de A. baumannii cedidos
pelo laboratério Valeclin

Isolados de__ Material Origem do Idade Género
A. baumannii material (anos)
Al Secregao_ H.Santa Casa 50 Masculino
Extenoctomia
A2 Secrec¢do Sacra H. Santa Casa 64 Masculino
A3 Aspirado Traqueal | UTI Santa Casa 65 Feminino
A4 Secrecdo Traqueal | UTI Santa Casa 47 Masculino
A5 Aspirado Traqueal | UTI Santa Casa 77 Feminino
A6 Aspirado Traqueal | UTI Santa Casa 81 Masculino
A7 Secrecdo Traqueal | UTI Santa Casa 57 Masculino
A8 Secrecao do Reto UTI Santa Casa 59 Masculino
A9 Secrecao de axila LabClin 59 Masculino
Al10 Diversos UTI Santa Casa 76 Feminino
All Secrecdo Traqueal | UTI Santa Casa 48 Feminino
Secrecdo Memb. Santa Casa .
Al2 Inferior Queimados 69 Masculino
Al13 Tronco Sant.a Casa 59 Masculino
Queimados
Al4 Secrec¢do de Reto H.Santa Casa 75 Masculino
Al5 Cateter occipital UTI Santa Casa 65 Masculino
Al8 Secrecdo Traqueal | UTI Santa Casa 53 Feminino
Al19 Sangue UTI Santa Casa 57 Feminino
A20 Urina UTI Santa Casa 93 Feminino
A21 Liquido Intra LabClin 45 Feminino
abdominal
Secrecao Santa Casa -
A22 Coxa/Dorso Queimados 20 Feminino
A23 Swab Reto Labclin 31 Feminino
A24 Secrec¢ao Sacra UTI Santa Casa 51 Feminino
A26 Secrecgdo Traqueal | UTI Santa Casa 40 Masculino
Isolados de , Origem do Idade A
. Material . Género
A. baumannii material (anos)
A27 Secrecao de ferida uTi S’gsrgl Sdo 51 Feminino
A28 Secrecao uTl/ Ger?id Sao 76 Masculino
Pleurostomia José
A29 Secrecao Ferida/ Sant_a Casa 69 Masculino
coxa Queimados
A30 Secrecao Traqueal H.Santa Casa 53 Masculino
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Devidc & rapida expans8o dos micre-organismos resistentes 303 ansbioticos & 30 desenvoiimeanto fimitado
de noves agentes anfimicrobianos, a3 infecgles por bacterias Gram-negativas estio se tomando um desafio
para o3 profizzionals da sadde & uma ameags para 3 salde pUdlica Intemacional O objetivo desze estudo
sers avaliar o efeito sinérgico dos antibioticos convenclionals associados & terapia fotodindmica
antmicrobiana (PDT) no controle de bactérias Gram-negativas multiresistentes, utiizando © modeio de
Infecglo experimental em Galeria melionela. Fara reatzacSo desse trabaiho, serfo obtidas cepas cinicas
de Fzeudomonas seruginosa, Klebsiels pneumoniae & Acnelobacter baumanns dos Laboratorios de
Anaiizez Clinicas da cidade de 28c Jose dos Campos/2F. Tedas as cepas ciinkas serfo submetdas 30z
testes para determinagdo da Concertraglo inibitoria Minima acs antbicticos Imipenem, Meropenem e
Cipeofioxacina seguindd 33 nonmas CL2L Cepas sensivels e resistentes a0z antibidticos sero avaliadas
Quanid & sensibiidade In vitro a terapla fotodindmica antimicroblans. Am dlzzo, serfo testados o3 efelios
dos antibidticos convenclonals, da PDT e da terapla combinada de antibioticos e POT nas infecgles
experimentals induzidas em G. melionelis por isolades clinicos de P. aeruginosza, K. pneumoniae & A,
baumannil resistentes 303 antiblotices. Os resultados das teraplas na infecgio experimental
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serfo avatados por melo da curva de sobrevivencia das iarvas de G. meloneila e contagem de UFC/mL de
bacterias presentes ns hemeiinfa dos animais, Os dados dos testes In vitro & da contagem de UFC/mL em
G. mefioneiia serSc submetdos & Analize de Variancia e teste de Tukey. Os dados obtidos ma curva de
scbrevivéncia de G. mellonels serfo anailsados peio métode de Log-rank. Em todos os testes, sers
considerado nivel de

sgnficincia oe S%.

Objetivo da Pecquica:

Hpotese:

A buzca por novas lerapias Que possam destrur o3 microrganismos sem Induzir © aparscimento de cepas
resistentes indesejdvels se faz necessanc & lambém de extrema urgéncia, pois © arsenal ge antibioticos
preconizados segurcs 30 ndividuc, contra 03 microrganismos Int2ulados como multiresisiente, tem ze
tomado restrilo. Frente a ezze panorama surge a Terapia fotodndmica antimicroblana (FOT), a qual supere
vantagens sobre 3 terapis antbotca tradicional, pois propdem agregar zau potencial, meorandc a
conaigio bactericida dos antbitticos J8 empregados na terapia convencional.

Chjetivo Primario:

O cbjetivo desse estudo serd avallar uma nova abordagem no controle de bactérias Gram-negativas
mutimesistentes, utilzando antimicrobiancs convencionals 3s50Ciades & terapis fotodndmica antimicroblans
(FOT) para o tatamento de nfecglo experimentsl em modeic invertebrado de G. melioneila.

Otjetvo Secundario:

- Determinar a Concentrazio Inibiddria Minima doz artbidticos convencionals para isclados clinicos de
Acinetobacter baumannd, Pseudomonas aerugnosa e Kiebsisila pneumoniae;- Avadar a az8c ca FOT sobre
Culturas plancidnicas de F. aeruginozs, K. preumoniae ¢ A. baumanni, comparandd 120iados sensivels &
resistentes 302 antbioticos em reisgdc a senshilidade & POT:- Testar 3 aglo dos antbidticos convenclonals,
da PDT e da terapla combinada de antbidtices e PDT nas infecgles experimentsis induzidas em G.
melionelia por Isolados clinicos de P. aeruginosa, XK. preumeniae & A baumannil resistentes aos
antinioticos.
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Riscos:
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Nio axiste risco 302 zares humanos partcipanies da pesguisa, pols serfo trabahadas com cepas de
microrganismo que foram |dentificadas dos seres Rumanos, por melo de analise com pasterior identficagdo
de zeusz materials Diologicos estas capas de microrganismo ndo retormarfo sos pacientes, daremos

segumento com anaises laboratorials In viro, utilizando para a andiize in vitro © invertebrado Galleris
melonelia.

Seneficios:

A abcrgagem e pesquizd desta terapla altemativa allada 3 convencional ¥3 permitir o entendimento de
propriedades de microrganismos de interesse hospitaiar, 05 quals e2t8o presentes em infecgles localzadas
de balxo rizco, que deviad sud Vinséncla & auséncia de senziblidade 303 antbioticos, evoluem rapidamente
para infecgles sistémicas com alto Indice de letalidade. Utilzando para essa interagio um modelo
nospedero de infecclo experimental invertedrado, @ G. Meflonefia, com ampia & promisson utfizaglo no
campo de pesquisa que requerem caracteristicas de processas infecclosos em hospedeiro vivo,
aprezentando vantagens de utiizaglo quando comparada com medelos de vertsbrados, auxiliando na
dezcoberta de novas estrategias terapéuticas para as Infecgles rumanas.

Comentarioc & Concideragfec cobre a Pecquica:

Naz Qitimas G&cadas, 0 avango tecnoiogico na Area da madicing ievou a0 desenvolvimento de
eqipamensos de diagncsticos de alta precis§o, procedimentos CIngicos Ma's avan(ados e 3 descoberta de
noves medicamentos, acontecimentos 2333 QuUe MANCaram o aumento da sobrevida e sypectatva de vids
da populagio mundial. Em coRtraparsda, e3ses avangos tecnoitgiccs e depararam com 0 sumento do
romers de mortes Causddas por bacterias mulirresisientes (Asenclo et . 2012, Lutz L et 31 2012). Todos
esses aditves de novas tecnoiogias tomam-22 nexpressivos qUando um paciente agresenta uma infecglo
por bacterias rezistentes aos antibioticos disponiveis para tratamento das nfecgBes. O desenvolvimento de
resistancia dos micro-organismos 303 antbidticos e antfingicos contribuem significativamente para as
infecgles hospitaisres.

Qs micro-organismos encontram Nos pacientes hospitalzados um ambiente de extrema “aclidade pars sue
muttipicagdo e desenvolvimento dos mecanizmos de resisténcls 305 antimicroblanos (Waish et & 2004). As
caracteristicas dos pacientes intemados, principaimente o que 23280 em Unidades de Terapia Intensiva,
preenchem o3 requiz®os necessarios par colonizagdo e muitpicaglo ce micro-organizmos patogénicos,
como 3 vurerabildade munoidgica ¢ o desequilibric da microdiota rezidente. Aldm dis30, 23523 pacienties
s8c freguentemente
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submetidos a wariss :l:p-u-ﬂl;ﬂﬂ acs animicroblanos, mukas veres atfbuldas aos eplsddios o= Inf:l:p!-l:s
recoarentes & intemagbes anteriores (Winter et al. 2012). Segunds Winker ef al. (2013}, 58% dos packenies
niemades na Unidade de Terapla intensiva do Hosplal das Clinlcas de PorfoAlegreiBras] & infectzdos por
bactérins mulnmesisienies foram 4 dbilo apds quaim s=manas do Iniclo da Inf-ecl;iu.n'ul principals bachérias
Que ESCApA 30 Alcance dos andbidticos disponivels aluaimente, foram depominadas por Rice et al. (2008)
como gups "EBXAPE" (E. Taechum, 2. sureus, K. pneumoniae, A, baurranl, F. asnuginosa & Ent=robacier
spp-). Enfre esses micro-onganismios, deshcam-se &5 baclédas Sram-negativas, que slo camcterizadas
Feia presenca de uma memibana exiema que [ImEa & penetraglo de varos ansbittoos. Grande parte das
mfecples Fospitatares iEm sido atribuida 35 seguinies sspeécies de Dacienias Gram-negatvas: Acinetobactsr
baumannil, Fseudomonas asruginosa & kixbsislla pneumonias (Vidallac =t al. 3012). Gales et al. [Z012)
carscterzamm o perdl dos micro-organismos resporsavels por nfecgles hospEsares, utizando omo base
de dados o Programa Cenfro de Viglidnda AnSmicrobiana da América Ladna; , no periodo de 2008 & 2000.
~oram consultsdos malks de= 5.000 Isolados clinlcos, nos quals Psewdomonas aeruginoss, Klebslsla
pneumonlas & Aclnefobact=r baumannll ficaram snbe as principals sspécies de micro-organismios
ervolvidas nos casos de Infecples da corente sanguirea, pneumenia, & infecgles de pele ou teddos
mioies. Em infecgles da cormemie sanguinea, Kisbsiella spp. fol 0 Erosiro mico-organismo mais prevaienhs
{12,3%:), sepuido por Prsudomonas spp. (7,5%) & Acinedobacier spp. (7,2%]. JA mos casos de pneumonia,
Pseudomonas asrugingsa fol a espécle de malor prevaléncis (31,2%), aparscendds ACmstobacier spp. &m
terceiro lugar (17.7%) seguido por Kiebsiella spp. (10,2%). Mas infecgles de pele, Posudomonas sop.
recEbey o tarceing luger (13,8%), seguida por Klebslella spp. (10,4%:) & ACheiobacier spp. (5,59% ) Em
r:lu;-.'-u aces micro-organismos Acineiobacter spp., Acneiobacier baumannl & a espéde mals Comumenis
enconirada em amostras clinicas hamanas & ambém a malor responsdvel por Infecy fes adquirkdas em
Fiospitals. Essa espécle consisbe &=m cocobaclos Gram-regativos Imdvels, oxidase negatha & classficads
ra faila Morars lacess & no género Acneobascher. As sspécies de Acineiobaciesr fandem 8 sar recisienies
& uma gama de antbiotioos, iRcushe sus resisiéncy & peniclina pode SEfvir COMo prova de ientfioagio
microbiana (Winn =t al, 20081 Tien et al. (2012} demonsiraram o crescene desenvolimenio de resisidnck
de A baumanni aos agentes antimicroblanos de @ima gemagio gue =:2lo disponiveis para ratamento
clinko. Esses autores compararam percentuals de cepas resisientes ag longs dos anos, & verficaram gue,
ami Tabkwan, no ano 2000 & resistircla &0 anbmicroblang Imipenems era de 22%, passando para 57% em
2005, J& o5 dados de 2008, revelaram que &5 & B8% das c=pas de A baumannl apresentavam resisi#ncia
respecivaments, 505
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antbiotices Imipenem 2 Meropenam.

Concideraglec cobre oc Termos de aprocentagdo cbrigatoria:
A pesquiza dizpensa o uzo do TCLE por ser reaizada in viro com material bioidgico doado por laboratérios
o municiplo.

Recomencagdec:

Avaliamos que 2 Pesquizd tem relevancia, podendo contribur No fratamento de bactérias mutimesistentes,
mas como noz3a atrbuiglo & avallar oz diverzos aspectes da sua reailzaglo, nos preocupamos tambem
com $odas a3 etapas do processo. O pesquisador fol claro e detalhade na fundamentagio e metodeicgia.

Conclucles ou Pencénolac o Licta de Inadequagles:
Atendendo & solkitaglo do colegiado o pesquizador encaminnou 3 autorizagio do Ladboratero ValeCiln,

Situaglo do Parecer:
Aprovado

Neoscolta Apreclagdo da CONEP:
NS

Concideragfec Finaic a oritério do CEP:
O Caoiegiado aprova o parecer do relator
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