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1. INTRODUCAO

As infec¢Bes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS)tém sido relatadas
em hospitais de todo o mundo, comelevada taxa de mortalidade, e vém gerando
um problema de saude publica, uma vez que A. baumannii apresenta resisténcia
a varios antibacterianos,aumentando o numero de cepas multirresistentes
(MDR)(CORREA et al., 2017; ASPAS et al., 2018; JASPER et al., 2016). Segundo
a Organizacao Mundial de Saude (OMS), cerca de 700 mil pessoas morrem todos
0S anos por causa de bactérias resistentes. Estima-se que no ano de 2050, 10
milhdes de pessoas poderéo vir a 6bito (WHO, 2017).

Atualmente os carbapenémicos sédo os antibacterianos de escolha para o
tratamento dessas infec¢des, entretanto devido a disseminacdo de cepas
resistentes a essa classe de antibacterianos, o uso de polimixinas foi incentivado
como droga de Ultima escolha para o tratamento de infec¢cdes de bactérias gram-
negativo MDR, como A. baumannii (FALAGAS; RAFAILIDIS; MATTHAIOU, 2010;
MENEGUCCI et al., 2016; RODRIGUEZ; NASTRO; FAMIGLIETTI, 2018). Dessa
forma, é extremamente necessario que novas medidas de tratamento sejam
desenvolvidas para o controle de bactérias MDR, como A. baumannii
(DALMASIO, 2018).

Neste sentido as nanoparticulas de prata biogénica (Bio-AgNP) tém
despertado o0 interesse por possuir uma sintese sustentavel, econdmica e
simples,produzidasa partir de extratos vegetais, fungos, algas ou
leveduras(DURAN et al., 2019). As Bio-AgNPs surgem com uma alternativa no
desenvolvimento de novos antibacterianos ou de novas estratégias de tratamento,
em razao da sua significativa e comprovada propriedade antimicrobiana,podendo
ser utilizada sozinha ou em combinacdo (FIGUEIREDO et al., 2019; SIDDIQI;
HUSEN; RAO, 2018; SINGH et al., 2015).

O objetivo deste estudo foi determinar a curva de crescimento (tempo de
morte) de isolados e ATCC® 19606™ de A. baumannii MDR frente a polimixina B
e Bio-AgNP isoladamente e em combinacéao.

2. METODOLOGIA

As concentragbes minimas inibitérias (CMIl)e minimas bactericidas (CMB) foram
determinadas previamente, e estdo disponiveis na patente depositada com n° de
processo BR1020200215221. O ensaio de tempo de morte foi realizadopara
avaliar o efeito da polimixina B e Bio-AgNP na curva de crescimento de isolados e
ATCC® 19606™ de A. Baumannii MDR de acordo com a metodologia de
DANIEL-JAMBUN et al., 2019. As bactérias foram cultivadas, e um indculo
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correspondente a escala 0,5 de McFarland foi preparado em caldo Mueller Hinton
na propor¢gao de 1:100. A Bio-AgNP e a polimixina B foram avaliadas
isoladamente e em combinacdo, e foram utilizadas em concentracbes quatro
vezes superiores a CMI. Uma curva padréo de cada isolado e ATCC® 19606 ™ foi
preparada em caldo MH. As placas de 96 pocos foram incubadas a 37°C e as
amostras foram obtidas em diferentes tempos (Oh, 10min, 20min, 30min, 1h, 2h,
4h, 6h, 8h e 24h). Aliquotas de 100uL foram coletadas da cultura bacteriana e
diluidas em 900uL de solucdo salina 0,9%, onde foram transferidos 10 pL para
uma placa com agar MacConkey (Kasvi®) e incubados a 37°C por 24h. ApoGsas
colonias foram contadas e expressas emunidades formadoras de colGnias
(UFC/mL), e uma curva de tempo de morte foi construida. As curvas de tempo de
morte foram construidas plotando o log10 UFC/mL versus o tempo ao longo de
24h. A atividade bactericida foi definida como uma reducéo de 99,9% (= 3 log10)
do numero total de UFC/mL quando comparada ao indculo original. O controle de
esterilidade de Bio-AgNP, polimixina B em caldo MH foi avaliado.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A curva de tempo de morte dos isolados e ATCC® 19606™ de A.
baumanniisdo mostrados na Figura 1.
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Figura 1. Curvasde tempo de morte dos isolados e ATCC® 19606 ™de A.
baumannii (Ab). Polimixina B e Bio-AgNP: tratamento isolado ou combinado em
uma concentragcdo de 4X aCMI. A curva padrdo (p<0,05) representa o
crescimento do respectivo A. baumannii ndo tratado.

A atividade bactericida foi destacada em todos os tratamentos avaliados com
uma reducgéo de 99,9% (= 3 log10) do numero total de UFC/mL no inéculo original
usando 4X a CMI, e apresentada com uma diferenca estatistica contra A.
baumannii ndo tratado (padrdo curva, p<0,05). Considerando o tempo de morte
celular, polimixina B ou Bio-AgNP, quando usadas sozinhas inibiram todos os
isolados de A. baumannii resistentes aoscarbapenémicos e ATCC® 19606™
dentro de 1 h.Quando usados em combinacdo, a polimixina B e Bio-AgNP
reduziram a carga bacteriana para niveis indetectaveis dentro de 0,5h a 4h de
tratamento de acordo com cada isolado. Para Ab2 e ATCC® 19606™, a
combinacao reduziu a carga bacteriana em 0,5h, tempo necessario para matar as
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células bacterianas, no qual foi mais rapido do que a polimixina B ou Bio-AgNP
sozinho (1 h) (p<0,05). No entanto, os isolados Ab13 e Ab47 tiveram um aumento
do tempo de morte de 3h e 1h, respectivamente, quando polimixina B e Bio-AgNP
foram usados em combinagdo em comparacdo com eles sozinhos (p <0,05). A
curva de tempo de morte para A. baumannii obtida neste estudo, mostrou que a
polimixina B e Bio-AgNP isoladamente foram bactericidas apos 1h de tratamento
com uma concentracdo de 4X a CMI.

Assim como, outros estudos que encontraram uma reducdo de células
bacterianas viaveis ap0s 1h de exposicdo a polimixina B sozinha e até 5h de
exposicao para Bio-AgNP (DOYMAZ; KARAASLAN, 2019; NEETHU et al., 2018).
Entretanto, nenhum estudo avaliando combinac¢ces de polimixina B e Bio-AgNP
foram encontradas na literatura até o momento. Contudo, alguns autores
relataram uma curva de tempo de morte entre 2h e 24h de tratamento usando
polimixina B e AgNP combinados contra A. baumannii (JASIM et al., 2017;
NASER, 2018).

4. CONCLUSOES

Os resultados apresentados neste trabalho demostram que a atividade
bactericida foi destacada em todos os tratamentos avaliados.A Bio-AgNP tanto
sozinha quanto combinada a polimixina B possui capacidade de inibir o
crescimento bacteriano, sendo, assim uma alternativa promissora para
tratamentos de infeccbes causadas por A. baumannii resistente aos
carbapenémicos.
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