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1. INTRODUCAO

O desenvolvimento de novas drogas antibacterianos que apresentem eficacia
no tratamento de infeccBes por bactérias multirresistentes, principalmente patége-
nos gram-negativo como Acinetobacter baumannii (Ab), tem sido prioritario em todo
o mundo (DE OLIVEIRA et al., 2020; LEON-BUITIMEA et al., 2020). A resisténcia
aos antibacterianos € um grave problema em saude publica, o rapido aumento da
resisténcia exige a implementacao de diferentes estratégias de controle das infec-
cbes (HOWARD et al., 2012; LEON-BUITIMEA et al., 2020). Neste sentido, uma
terapia de combinacéo de drogas adequada é de extrema importancia no combate
a infeccbes por A. baumannii resistente aos carbapenémicos (SINGH,;
THANGARAJ; CHAKRABARTI, 2013). As combina¢des medicamentosas consis-
tem na associacdo de dois ou mais medicamentos para aumentar a eficacia da
estratégia terapéutica, e também as chances de aplicacdes clinicas (PEYCLIT;
BARON; ROLAIN, 2019). Tratamentos combinatérios sédo indicados como uma ex-
celente forma de desenvolver e lancar novos medicamentos. Por diferentes razdes,
a combinacao terapéutica proporciona beneficios como: reduzida dosagem dos
medicamentos, menores efeitos adversos, reduzido risco de desenvolvimento de
resisténcia aos medicamentos, melhor resposta combinada (efeitos sinérgicos),
amplo espectro de acao antibacteriana e, em alguns casos, aumento do efeito an-
tibacteriano (LEON-BUITIMEA et al., 2020).

Recentemente, diversas estratégias baseadas na nanotecnologia tém sido
propostas como alternativa para o problema da resisténcia antimicrobiana, dentre
elas, nanomateriais metalicos, como as nanoparticulas de prata (AgNPs) (DOAN et
al., 2020). As AgNPs possuem potencial bactericida contra patdgenos gram positi-
VOS e gram negativos. Além disso, essas nanoparticulas juntamente com os anti-
biéticos sdo ativas contra muitas bactérias resistentes a medicamentos, e podem
ser usados como medicamento para o tratamento de varias infecgbes (SIDDIQI;
HUSEN; RAO, 2018). Alternativamente, as nanoparticulas de prata biogénica (Bio-
AgNP), chamam a atencéo por tratar de uma opc¢ao econémica e ecologicamente
viavel para a producéo de nanoparticulas metélicas (DURAN et al., 2019). Sabe-se
que, a Bio-AgNP pode apresentar efeito bacteriostatico, bem como, bactericida, e
demonstrar efeito sinérgico quando combinada com antibidticos (ALLEND et al.,
2022). Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar in vitro a atividade
antibacteriana de uma Bio-AgNP combinada ao carbapenémico meropenem, frente
a isolados multirresistente de A. baumannii.

2. METODOLOGIA
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Foram utilizados quatro isolados de A. baumannii resistentes a
carbapenémicos e uma cepa padrao ATCC® 19606™ pertencentes ao Laboratério
de Bacteriologia e Bioensaios (LaBBio) da Universidade Federal de Pelotas. A Bio-
AgNP usada neste estudo foi obtida por método bioldgico de sintese mediada por
Fusarium oxysporum (DURAN et al., 2005). Os ensaios de determinacdo da
concentracéo inibitéria minima (CMI) e da concentracéo bactericida minima (CMB)
seguiram o CLSI (CLSI, 2017). As suspensodes bacterianas foram homogeneizadas
e a densidade Optica medida (ODeso 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 suspensao
bacteriana 1:20 em caldo Muller Hinton (MH-Kasvi®). O meropenem foi obtido
comercialmente (Sigma Aldrich®, St. Louis, EUA). Em uma placa de microdiluicdo
de 96 pocos, foram adicionados 50 pL de caldo MH e 30 pg/mL de Bio-AgNP ou
250 pg/mL de meropenem e realizada a microdiluicdo, onde as concentracdes va-
riaram de 0,03 a 30 pg/mL para Bio-AgNP e de 0,0005 a 250 pg/mL para merope-
nem. Apés a microdiluicdo, foram adicionados 50 pL do inéculo bacteriano. As mi-
croplacas foram incubadas a 37°C por 24h. Ap6s o periodo de incubacao, 20 uL de
resazurina 0,02%, que atua como um indicador de viabilidade celular, foram adici-
onados e observados por 1 h (LESCAT et al., 2019). A CMI foi definida como a
concentracdo minima capaz de inibir o crescimento bacteriano. A CMB foi determi-
nada a partir dos resultados da CMI onde aliquotas foram retiradas dos pogcos em
gue houve inibicdo do crescimento bacteriano, e semeadas em placa de MH e in-
cubadas a 37°C por 24h. A auséncia de crescimento bacteriano nas placas MH
indicou que os compostos testados eram bactericidas. Apds a determinacao da
CMl, a Bio-AgNP foi combinada com o meropenem pelo método de Checkerboard
(WEN et al., 2017). As concentracdes iniciais de Bio-AgNP e meropenem foram 30
pug/mL e 15,6 pg/mL, respectivamente. Usando uma placa de 96 pocos com caldo
MH, foi realizada diluicbes seriadas do meropenem e posteriormente foi realizada
as diluicdes da Bio-AgNP. O inéculo usado foi de 3 x 10* UFC/mL. A placa foi incu-
bada a 37°C por 24 h, e 20 puL de rezasurina 0,02% foram adicionados. A concen-
tracao fracionaria inibitoria (FIC) foi definida como a menor concentracao na qual a
Bio-AgNP e o meropenem combinados podem inibir o crescimento bacteriano. A
interpretacdo dos resultados do Checkerboard foi realizada usando o indice de
Concentracdo Fracionaria Inibitdria (FICI) obtido pela seguinte férmula: FICI = (CMI
da Bio-AgNP combinada / CMI da Bio-AgNP sozinha) + (CMI do meropenem com-
binado / CMI do meropenem sozinho). 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 do meropenem sozinho/CMI do meropenem
em combinacdo com a Bio-AgNP. O resultado foi interpretado como o nimero de
vezes em que a Bio-AgNP reduziu a CMI do meropenem. Foi avaliado o controle
de esterilidade dos compostos e meio de cultura, bem como o controle de cresci-
mento dos isolados e cepa padréo. Os testes foram realizados em triplicata.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da atividade antibacteriana do meropenem e da Bio-AgNP
contra os isolados e ATCC® 19606™ de A. baumannii s&o demonstrados na
Tabela 1. A CMI e a CMB do meropenem variaram entre 0,03 e 31,2 pg/mL,
enquanto que para Bio-AgNP variaram entre 0,46 e 1,87 pg/mL. ABDUL-
MUTAKABBIR et al., 2021, analisando a atividade antibacteriana do meropenem
encontraram uma variagcdo de CMI de 8 e 128 mg/mL frente a isolados de A.
baumannii resistentes a carbapenémicos. Ja, SHINOHARA et al., 2019,
encontraram uma CMI do meropenem de 64 e 128 pg/mL contra isolados de A.
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baumannii. Enquanto para a Bio-AgNP, NEETHU et al., 2018, ao avaliar a eficacia
antibacteriana da nanoparticula de prata biogénica contra A. baumannii encontrou
uma CMI de 15,62 pg/mL e uma CMB de 31,24 pg/mL, valores bem acima do
encontrado neste trabalho, o que podem ser justificado pela diferenca na sintese
da nanoparticula de prata biogénica, ja que utilizaram um fungo endofitico marinho
Penicillium polonicum. No teste checkerboard o meropenem e a Bio-AgNP
apresentaram efeito antibacteriano sinérgico e aditivo (Tabela 1). A combinacdo
demonstrou atividade antibacteriana potencializada contra ATCC® 19606™ e
isolados de Ab2, Ab13, Ab15 e Ab47 de A. baumannii, diminuindo a concentracao
utilizada para o efeito antibacteriano com valores de CMI de 0,0015 e 0,230 pg/mL
para o meropenem e a Bio-AgNP, respectivamente. Os valores de FICI foram
calculados considerando as combinag¢des mais baixas do meropenem e Bio-AgNP,
com as quais ndo houve crescimento visivel. Os valores de FICI variaram de 0,36
a 0,62 para ATCC® 19606™ e os isolados de A. baumannii, indicando efeito
sinérgico (FICI < 0,50) e aditivo (0,50 <FICI < 1,0).

As nanoparticulas podem entrar na membrana celular dos micro-organismos
patogénicos e interferir em importantes vias moleculares, formulando mecanismos
antimicrobianos exclusivos, ainda em combinacdo com antibidticos, as
nanoparticulas demonstram sinergia e podem ajudar a limitar a resisténcia
bacteriana (LEE; KO; HSUEH, 2019). Para todas as cepas bacterianas testadas,
a combinacdo de meropenem e de Bio-AgNP apresentou sinergismo, exceto para
Ab13, para o qual a combinagao apresentou aditividade. Além disso, foi observado
que a Bio-AgNP foi capaz de reduzir de 4 a 8 vezes (FM) a CMI do meropenem
frente as cepas testadas (Tabela 1). Até onde sabemos, nosso estudo € o primeiro
a avaliar a combinacdo de Bio-AgNP com meropenem contra isolados de A.
baumannii resistentes aos carbapenémicos.

TABELA 1. Concentracdo Inibitéria Minima (CMI), Concentracdo Bactericida
Minima (MBC), Indice da Concentracdo Fracionaria Inibitéria (FICI), Fator
Modulatério (MF) da Bio-AgNP em combinag¢do com meropenem.

MEROPENEM Bio-AgNP MEROPENEM/ Bio-AgNP
A. baumannii CMmI CmB CMmI CmB CMmI FICI FM
(hg/mL)  (pg/mL)  (ug/mL)  (ug/mL) (hg/mL)
ATCC®19606™  0.03 0.03 1.870 1.870 0.015;0.46 0.49(S) 4
Ab 2 31.2 31.2 0.930 0.930 3.9;046  049(S) 4
Ab 13 15.6 15.6 0.460 0.460 0.48;0.23 062(A) 8
Ab 15 7.8 31.2 0.460 0.460 0.48;046  036(S) 8
Ab 47 15.6 31.2 0.930 0.930 0.97;046  048(S) 4

(S) sinergismo; (A) aditividade.
4. CONCLUSOES
A nanoparticula de prata biogénica combinada com meropenem possui efeito
sinérgico e aditivo, podendo servir como base para o desenvolvimento de um novo
agente antibacteriano para tratamento de infecgcdes causadas por Acinetobacter
baumannii multirresistente.
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