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1. INTRODUCAO

Acinetobacter baumannii € considerado um patégeno oportunista, que afeta
principalmente pacientes imunocomprometidos, internados em unidades de terapia
intensiva (UTIs), e associados a equipamentos invasivos (NEETHU et al., 2018). O
tratamento de infeccbes causadas por este patégeno sdo com antibiéticos da
classe dos carbapenémicos (RODRIGUEZ; NASTRO; FAMIGLIETTI, 2018).
Porém, o aumento da resisténcia bacteriana aos antimicrobianos convencionais,
aliado a falta de novos antimicrobianos no mercado, tem limitado as opg¢des
terapéuticas e levado ao uso de drogas pouco utilizadas, como as polimixinas
(MENEGUCCI et al., 2016).

As polimixinas foram descobertas no final dos anos 40, e utilizadas
amplamente até meados da década de 80, quando foram abandonadas devido a
efeitos adversos (nefrotoxicidade). Estas drogas foram reintroduzidas no arsenal
terapéutico como ultimo recurso para o tratamento de infec¢cdes causadas por
bactérias gram-negativas multirresistentes, como A. baumannii (FALAGAS;
RAFAILIDIS; MATTHAIOU, 2010).

Nesse contexto, a nanotecnologia surge como uma alternativa para o
desenvolvimento de novos antimicrobianos ou estratégias de tratamento (LEE; KO;
HSUEH, 2019). As nanoparticulas de prata biogénicas (Bio-AgNPs) sdao
promissoras devido as suas propriedades antimicrobianas e acao sinérgica com
outros medicamentos (SIDDIQI; HUSEN; RAO, 2018). Além disso, séo ativas
contra muitas bactérias e podem ter grande potencial para tratar infec¢des
causadas por A. baumannii multirresistente (CAVASSIN et al., 2015).

Desta forma, este trabalho avaliou a atividade antibacteriana de
nanoparticulas de prata biogénicas (Bio-AgNPs), isoladamente e em combinacao
com polimixina B contra A. baumannii resistente aos carbapenémicos.

2. METODOLOGIA

Foram utilizados quatro isolados de A. baumannii resistentes aos
carbapenémicos e uma cepa padrdo ATCC® 19606™ pertencentes ao Laboratorio
de Bacteriologia e Bioensaios (LaBBio) da Universidade Federal de Pelotas. A Bio-
AgNP usada neste estudo foi obtida pelo método bioldgico de sintese mediada por
Fusarium oxysporum (DURAN et al., 2005). Os ensaios de determinacdo da
concentracdo minima inibitoria (CMI) e da concentra¢cdo minima bactericida (CMB)
seguiram o CLSI (CLSI, 2017). As suspensodes bacterianas foram homogeneizadas
e a densidade 6ptica medida (ODe30 entre 0,08 e 0,1) correspondente a escala de
0,5 de McFarland (1,5 x 108 CFU/mL). O inéculo foi preparado com suspenséo
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bacteriana 1:20 em caldo Muller Hinton (MH-Kasvi®). A polimixina B foi obtida
comercialmente (Sigma Aldrich®, St. Louis, EUA). Em uma placa de microdiluicdo
de 96 pocos foram adicionados 50 pL de caldo MH, 30 pg/mL de Bio-AgNPs e 1
pg/mL de polimixina B e realizada a microdiluicdo, onde as concentra¢des variaram
de 0,03 a 30 ug/mL para Bio-AgNPs e de 0,0005 a 1 pg/mL para polimixina B. Apos
a microdiluicdo, foram adicionados 50 pL do in6culo bacteriano. As microplacas
foram incubadas a 37°C por 24h. Apds o periodo de incubacéo, 20 pL de resazurina
0,02%, que atua como um indicador de viabilidade celular, foram adicionados e
observados por 1 h (LESCAT et al., 2019). A CMI foi definida como a concentracao
minima capaz de inibir o crescimento bacteriano. A CMB foi determinada a partir
dos resultados da CMI onde aliquotas foram retiradas dos po¢os em que houve
inibicdo do crescimento bacteriano, e semeadas em placa de MH e incubadas a
37°C por 24h. A auséncia de crescimento bacteriano nas placas MH indicou que os
compostos testados foram bactericidas. Apos a determinacdo da CMI, a Bio-AgNP
foi combinada com a polimixina B pelo método de checkerboard (WEI; YANG,
2017). As concentragdes iniciais de Bio-AgNPs e polimixina B foram 30 pg/mL e 1
pug/mL, respectivamente. Usando uma placa de 96 pocos com caldo MH, foram
realizadas diluicbes seriadas da polimixina B e posteriormente foram realizadas
diluicGes da Bio-AgNP. O inéculo usado foi de 3 x 10* UFC/mL. A placa foi incubada
a 37°C por 24 h, e 20 pL de rezasurina 0,02% foram adicionados. A concentracao
fracionaria inibitéria (FIC) foi definida como a menor concentracdo na qual a Bio-
AgNP e a polimixina B combinadas podem inibir o crescimento bacteriano. A
interpretacdo dos resultados do checkerboard foi realizada usando o indice de
concentragdo fracionaria inibitoria (FICI) obtido pela seguinte formula: FICI = (CMI
da Bio-AgNP combinada/CMI da Bio-AgNP sozinha) + (CMI da polimixina B
combinada/CMI da polimixina B sozinha). Os resultados do FICI foram
interpretados da seguinte forma: FICI < 0,50 = SINERGISMO; 0,50 <FICI £ 1,0 =
ADITIVIDADE; 1,0 <FICI < 4,0 = INDIFERENCA e FICI> 4,0 = ANTAGONISMO.
Além disso, o Fator Modulatério (FM) foi calculado: CMI da polimixina B sozinha /
CMI da polimixina B em combinacdo com a Bio-AgNP. O resultado foi interpretado
como o numero de vezes em que a Bio-AgNP reduziu a CMI da polimixina B. Foi
feito o controle de esterilidade dos compostos e meio de cultivo, bem como, o
controle de crescimento dos isolados e cepa padrdo. Os testes foram realizados
em triplicata.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da atividade antibacteriana da polimixina B e da Bio-AgNP
contra os isolados e ATCC® 19606™ de A. baumannii s&o demonstrados na
Tabela 1. A CMI e a CMB da polimixina B variarm entre 0,007 e 0,030 pg/mL,
enquanto que para Bio-AgNP variaram entre 0,460 e 1,870 pg/mL. Estudos
avaliaram a atividade antibacteriana da polimixina B em isolados de bactérias
Gram-negativas e observaram uma CMI de 0,06 a 128 pg/mL (DOYMAZ;
KARAASLAN, 2019; WILHELM et al., 2018). Outros estudos avaliaram a atividade
antibacteriana de AgNP e Bio-AgNP contra bactérias Gram-negativas
multirresistentes e observaram uma CMI variando de 0,125 a 780 pg/mL. Alguns
fatores podem influenciar os resultados da atividade antibacteriana da Bio-AgNP,
como o0 método de producao e a metodologia de determinag¢do da CMI (HOSSAIN
et al., 2019; NEETHU et al., 2018).

No teste checkerboard a polimixina B e a Bio-AgNP apresentaram efeito
antibacteriano sinérgico e aditivo (Tabela 1). A combinag¢do demonstrou atividade
antibacteriana potencializada contra ATCC® 19606™ e isolados de Ab2, Abl3,
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Ab15 e Ab47 de A. baumannii, diminuindo a concentracdo necessaria, com valores
de CMI de 0,002 e 0,120 pg/mL para polimixina B e Bio-AgNP, respectivamente.
Os valores de FICI foram calculados e variaram de 0,31 a 0,76 para ATCC®
19606™ e os isolados de A. baumannii indicando efeito sinérgico (FICI < 0,50) e
aditivo (0,50 <FICI < 1,0). Para todas as cepas bacterianas testadas, a combinacao
de polimixina B e de Bio-AgNP apresentou sinergismo com excecédo de Abl3, para
o qual a combinacdo foi de aditividade. O mecanismo do efeito sinérgico obtido pela
combinacao de AgNPs com um agente antibacteriano contra A. baumannii se deve
provavelmente ao papel da polimixina B na sinergia dos farmacos, em que ha
rapida permeabilizacdo da membrana celular permitindo maior penetracdo pela
AgNP e retardamento do desenvolvimento de resisténcia das nanoparticulas (WAN
et al., 2016). Além disso, foi observado que a Bio-AgNP foi capaz de reduzir de 2 a
16 vezes (FM) a CMI da polimixina B frente as cepas testadas (Tabela 1). Da
mesma forma, SALMAN et al., (2019) avaliaram o efeito combinado de AgNP e de
polimixina B e encontraram uma reducéao de 4 vezes a CMI da polimixina B em
comparacao com a CMI da polimixina B sozinha. Até onde sabemos, nosso estudo
€ o primeiro a avaliar a combinacao de Bio-AgNP com polimixina B contra isolados
de A. baumannii resistentes aos carbapenémicos.

TABELA 1. Concentragdo Inibitéria Minima (CMI), Concentragdo Bactericida
Minima (MBC), Indice da Concentracdo Fracionéaria Inibitéria (FICI), Fator
Modulatério (MF) da Bio-AgNP em combinac¢éo com polimixina B.

Polimixina B Bio-AgNP Polimixina B/ Bio-AgNP
A. baumannii CMI CMB CMI CMB CMI FICI FM
(Mg/mL)  (ug/mL)  (ug/mL)  (pg/mL) (Hg/mL)
ATCC®19606™  0.030 0.300 1.870 1.870 0.003;0.230 0.38(S) 6
Ab 2 0.030 0.030 0.930 0.930 0.015; 0.230 0.44 (S) 4
Ab 13 0.015 0.015 0.460 0.460 0.003;0.230 0.76 (A) 2
Ab 15 0.015 0.015 0.460 0.460 0.002;0.120 0.47 (S) 7
Ab 47 0.007 0.007 0.930 0.930 0.002;0.230 0.31(S) 16

(S) sinergismo; (A) aditividade.
4. CONCLUSOES

A Bio-AgNP possuem atividade antibacteriana frente a A. baumannii resistente
aos carbapenémicos, com CMI e CMB variando de 0,460 a 1,870 pg/mL. Além
disso, quando combinada a polimixina B com a Bio-AgNP houve efeitos sinérgicos
e aditivo e decréscimo de até 16 vezes a CMI da polimixina B.
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