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Avaliagdo farmacodindmica de antimicrobianos puros ou combinados contra
bacilos Gram negativos multirresistentes

RESUMO
Os bacilos Gram negativos multirresistentes (MDR) como Pseudomonas aeruginosa
produtoras de metalo-p-lactamase (Pa-MBL) e Klebsiella pneumoniae produtoras de Klebsiella
pneumoniae carbapenemase (Kp-KPC) continuam causando altas taxas de morbimortalidade
em todo 0 mundo, e ainda faltam antimicrobianos efetivos e acessiveis para combaté-los. Varios
estudos clinicos mostraram que a terapia combinada com antimicrobianos conhecidos,
incluindo meropenem (MEM), fosfomicina (FOF) e gentamicina (GEN), foi mais efetiva que a
monoterapia, mas ndo definiram posologias. Esse estudo avaliou o sinergismo de (MEM +
FOF) contra Pa-MBL e (MEM + GEN) contra Kp-KPC e comparou o alcance farmacodinamico
dos regimes em monoterapia ou terapia combinada, propondo posologias adequadas, conforme
descrito nos dois artigos: a) “Pharmacodynamic attainment of the synergism of meropenem and
fosfomycin combination against Pseudomonas aeruginosa producing metallo-B-lactamase”; b)
“Resgate do meropenem combinado com gentamicina contra Klebsiella pneumoniae produtora
de KPC-2”. As concentragdes inibitorias minimas (MIC) foram determinadas por
microdiluicdo, e o sinergismo por checkerboard das associa¢fes de MEM + FOS contra 19
isolados clinicos de P. aeruginosa (10 MBL e 9 ndo MBL), e MEM + GEN contra 18 isolados
clinicos Kp-KPC. Analises farmacodinamicas (AF) foram realizadas por simulacdo de Monte
Carlo dos regimes plenos de MEM (1 g gq8h; 1,5 g g6h, 2 g g8h) infundidos (Inf) em 0,5 h ou 3
h e regimes de FOF (4 g g8h; 4 g q6h; 6 g g8h; 8 g q8h) inf 0,5 h, contra as MICs dos isolados
de P. aeruginosa obtidos com sais puros e em associa¢do, assim como regimes de MEM (1 g
g8h; 1.5 g g6h, 2 g g8h) inf 0.5 ou 3 h contra as MICs dos isolados de Kp-KPC obtidos de
MEM puro ou combinado com GEN. Regimes adequados foram considerados aqueles com
probabilidade de alcangar o alvo (PTA) >90%. A AF do regime de GEN (490 mg q24h) foi
realizada por estimativa da concentracdo em um paciente critico virtual. Os indices
farmacodindmicos e valores alvos utilizados para os regimes de MEM, FOF e GEN foram
%fT>MIC >40%, TAUC24n/MIC >40.8, Cmax/MIC >10, respectivamente, e as posologias foram
ajustados para a disfuncéo renal conforme o clearance de creatinina. A combinacdo de MEM +
FOF contra isolados de P. aeruginosa reduziu as MICso e MICg para 1/8 das MICso € MICg
puras. Sete (44%) dos isolados de P. aeruginosa classificados como intermediérios ou
resistentes ao meropenem, tornaram-se sensiveis a esse agente, sendo que quatro desses eram

Pa-MBL. A AF das posologias plenas, regimes de MEM em monoterapia atingiram PTA >90%



(MIC = 4 mg/L) para 6 (32%) isolados, e quando combinados MEM + FOF atingiram PTA
>90% na mesma MIC para 13 (68%) isolados. Nenhum regime de FOF em monoterapia
alcangou PTA >90% (MIC = 16 mg/L), entretanto, quando combinados com MEM, todos os
regimes alcancaram PTA adequada na mesma MIC para 14 (74%) isolados. Em relacdo aos
isolados de Kp-KPC, as MICso e MICg do MEM ap6s a combinacdo MEM + GEN foram
reduzidas em 1/32 e 1/8, respectivamente, das MICso e MICg puras, e paraa GEN a combinagéo
com MEM reduziu as MICsge MICg para 1/4 das MICso e MICg puras. Dos isolados resistentes
ao MEM, oito (44%) tornaram-se sensiveis quando combinados com GEN. O sinergismo
ocorreu em 94% dos testes, e nenhum antagonismo foi verificado. A AF mostrou que os regimes
de MEM + GEN otimizados, ampliaram a cobertura da PTA >90% (MIC =4 mg/L) de 3 (17%)
isolados para 16 (89%) isolados e na (MIC = 16 mg/L). O dois estudos realizados demonstraram
de modo evidente a acdo sinérgica das combina¢6es antimicrobianas de MEM + FOF contra
isolados de Pa-MBL, assim como na associa¢cdo de MEM + GEN contra isolados de Kp-KPC
avaliadas, constatada pela reducdo nas MICso e MICgo, bem como a mudanca de categoria
resistente para sensivel, e a ampliacdo das coberturas farmacodinamicas verificadas apds as
respectivas combinacdes, demonstrando assim o potencial das combina¢cdes em posologias
maximas didrias e otimizadas de MEM + FOF para tratar infec¢des por Pa-MBL, como também,
MEM + GEN para tratar infec¢des por Kp-KPC.

Palavras-chave: Meropenem. Fosfomicina. Gentamicina. Terapia combinada. Pseudomonas

aeruginosa. Klebsiella pneumoniae.



Pharmacodynamic evaluation of alone or combination antimicrobials against
multidrug-resistant Gram-negative bacillus

ABSTRACT
Multidrug-resistant (MDR) Gram negative bacillus, such as Metallo-beta-Lactamase-producing
Pseudomonas aeruginosa (MBL-Pa) and Klebsiella Pneumoniae Carbapenemase-producing
Klebsiella pneumoniae (KPC-Kp), continue to cause high morbidity and mortality rates
worldwide, and effective and accessible antimicrobials are still lacking to combat them. Several
clinical studies have shown that combination therapy with known antimicrobials, including
meropenem (MEM), fosfomycin (FOF) and gentamicin (GEN), was more effective than
monotherapy, but did not define dosages. This study evaluated the synergism of (MEM + FOF)
against MBL-Pa and (MEM + GEN) against KPC-Kp and compared the pharmacodynamic
reach of the monotherapy and combination therapy regimens and proposed suitable dosages, as
described in the two articles: a) “Pharmacodynamic attainment of the synergism of meropenem
and fosfomycin combination against Pseudomonas aeruginosa producing metallo-p-
lactamase”; b) "Rescue of meropenem in combination with gentamicin against KPC-2-
producing Klebsiella pneumoniae”. Minimum inhibitory concentrations (MICs) were
determined by microdilution, and the synergism of associations by checkerboard of MEM +
FOF against 19 clinical isolates of P. aeruginosa (MBL, 10; not MBL, 9), and MEM + GEN
against 18 clinical isolates of Kp-KPC. Pharmacodynamic analyzes (PA) were performed by
Monte Carlo simulation of the full regimens of MEM (1 g q8h, 1.5 g g6h, 2 g q8h) infused (Inf)
in 0.5 h or 3 h and and regimens of FOF (4 g g8h, 4 g g6h, 6 g g8h, 8 g g8h) inf 0.5 h, against
the MICs of P. aeruginosa isolates obtained with pure salts and in association, as well as
regimens of MEM (1 g g8h; 1.5 g q6h, 2 g g8h) inf 0.5 or 3 h against the MICs of Kp-KPC
isolates obtained from MEM pure or combined with GEN. Appropriate regimens were
considered those with probability of target attainment (PTA) >90%. The PA of the GEN
regimen (490 mg g24h) was performed by estimating the concentration in a virtual critical
patient. The pharmacodynamic indexes and target values used for MEM, FOF, and GEN
regimens were %fT>MIC >40%, fAUC24n/MIC >40.8, Cmax/MIC >10, respectively, and the
dosages were adjusted for renal dysfunction according to creatinine clearance. MEM + FOF
combination against P. aeruginosa isolates reduced the MICso and MICg to 1/8 of the
respective pure MICs. Seven (44%) isolates of P. aeruginosa classified as intermediate or
resistant to meropenem have become sensitive to this agente, and four of which were Pa-MBL.
The PA of full doses, MEM regimens in monotherapy reached PTA >90% (MIC =4 mg/L) for



6 (32%) isolates, and when combined MEM + FOF reached PTA >90% in the same MIC for
13 (68 %) isolated. No monotherapy FOF regimen achieved PTA >90% (MIC = 16 mg/L),
however, when combined with MEM, all regimens achieved adequate PTA in the same MIC
for 14 (74%) isolates. Regarding Kp-KPC isolates, the MICsg and MICgg of the MEM after the
MEM + GEN combination were reduced to 1/32 and 1/8, respectively, of the pure MICsp and
MICgo; and for GEN, the combination with MEM reduced the MICsp and MICgg to 1/4 of the
pure MICso and MICgo. Of the isolates resistant to MEM, eight (44%) became sensitive when
combined with GEN. Synergism occurred in 94% of the tests, and no antagonism was found.
The PA showed that the combined regimes of MEM + GEN and optimized, increased coverage
PTA >90% (MIC =4 mg/L) of 3 (17%) isolates for 16 (89%) isolates, and in (MIC = 16 mg/L).
The two studies performed in this thesis clearly demonstrated the synergistic action of
antimicrobial combinations of MEM + FOF against Pa-MBL isolates, as well as the association
of MEM + GEN against Kp-KPC isolates evaluated, observed by the reduction in the MICso
and MICgo, as well as the change from resistant to sensitive category, and the expansion of
pharmacodynamic coverage verified after the respective combinations, thus demonstrating the
potential of combinations in maximal dosages daily and optimized of MEM + FOF to treat Pa-
MBL infections, as well as MEM + GEN to treat Kp-KPC infections.

Keywords: Meropenem. Fosfomycin. Gentamicin. Drug-combination therapy. Pseudomonas

aeruginosa. Klebsiella pneumoniae.
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e os gréaficos a direita mostram os regimes de meropenem infundidos em 3 horas.
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CAPITULO |

INTRODUCAO

Os beneficios promovidos com o uso clinico da penicilina na década de 1940
revolucionou o tratamento das doencas infecciosas, como também, demonstrou na época, 0
enorme potencial dos antibidticos para a assisténcia a salde e estimulou a industria
farmacéutica a desenvolver novos agentes. Entretanto, o efeito indesejado da resisténcia
microbiana foi aparecendo subsequente a cada novo antimicrobiano utilizado na clinica e se
disseminando, tornando-se com o tempo um dos problemas mais temidos pela satde publica
em todo o mundo, sendo considerado a “crise da medicina moderna” (1). Atualmente, o
desenvolvimento de novos antimicrobianos alcangcou um “certo platé”, mas a resisténcia
microbiana continua sendo detectada até contra antimicrobianos em desenvolvimento ou
recentemente aprovados (2-3).

Para aumentar a conscientizacdo sobre esse problema ameacador a vida, em 2013 o
Central for Disease Control and Prevention (CDC) emitiu um documento apontando os 18
patdgenos multidrug-resistant (MDR) mais temidos nos Estados Unidos da América (EUA) e
suas possiveis consequéncias caso nenhuma acgdo for tomada, estimando causarem infeccdes
em mais de 2 milhGes de pessoas por ano, das quais 23.000 morreriam (4).

A Organizacdo Mundial da Satde (OMS) por sua vez alertou que se a resisténcia
microbiana ndo for efetivamente contida, causard um problema imponente e eminente com
capacidade de alterar os sistemas de salde em todo 0 mundo pela falta de terapia antimicrobiana
viavel. A OMS também recomenda a¢6es abrangentes por meio de varios niveis que envolvam
toda a sociedade, profissionais de salde, pacientes, industria farmacéutica, servigos de salde
publicos e privados, e 6rgaos de satde nacionais e global. Estima-se que atualmente no mundo
a resisténcia microbiana seja responsavel por 700.000 mortes ao ano, e se nao haver nenhuma
acdo importante e efetiva para combaté-la, devera causar 10 milhdes de mortes em 2050 (5-7).

O congresso dos EUA, diante da obsolecéncia dos atuais antimicrobianos causada pela
resisténcia microbiana e do desinteresse da industria farmacéutica em desenvolver novos
agentes, aprovou em 2011 a lei GAIN (Generating Antibiotic Incentive Now), fornecendo
incentivos econdmicos para descobrir, desenvolver e acelerar a aprovacdo de novos
antimicrobianos, além de incluir novos diagnosticos e programas de stewardship (8).

A Sociedade Americana de Doencas Infecciosas nos ultimos anos vem dando atencao

especial a um grupo de bactérias Gram positivas e Gram negativas denominadas pelo acronimo
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ESKAPE, referindo-se aos patdgenos Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter
spp. Esse alerta destacado justifica-se pelo elevado potencial dessas bactérias em hospedar
importantes mecanismos de resisténcia que reduzem as opg¢des terapéuticas, como também,
serem comuns causadoras de infec¢Ges em pacientes criticos imunocomprometidos com risco
de vida (9,10).

Seguindo a mesma importancia disponibilizada para formar o grupo “ESKAPE”, nossa
equipe de pesquisa selecionou os patdgenos P. aeruginosa e K. pneumoniae para avaliar nesse
estudo regimes combinados de antimicrobianos (meropenem, fosfomicina e gentamicina),

conhecidos e disponiveis na maioria dos servi¢os de saide no mundo.

1. Pseudomonas aeruginosa

Bactéria Gram negativa (BGN) em forma de bastdes, aerdbica facultativo néo
fermentador da glicose, que faz parte da microbiota normal intestinal em pequenas quantidades
na populacdo geral, entretanto, sdo frequentemente encontradas nos pacientes criticos
hospitalizados causando infec¢bes, e normalmente originados de uma fonte exdgena (10). O
grande potencial de hospedar diversos tipos de mecanismos de resisténcia intrinsecos ou
adquiridos, produzir biofilmes e fatores de viruléncia, e elevada capacidade de disseminacéo,
destaca-se a P. aeruginosa dos demais patdgenos ESKAPE (10,11).

A resisténcia intrinseca da P. aeruginosa € principalmente mediada pela combinacgéo
dos mecanismos de reducdo na permeabilidade das porinas aos antimicrobianos, producéo de
cefalosporinase AmpC induzivel, e os sistemas constitutivos de bomba de efluxo MexAB-
OprM e MexXY-OprM (12).

A permeabilidade reduzida das porinas na P. aeruginosa dificulta naturalmente a
penetracdo de antimicrobianos e outras substancias nesse patdégeno. Como exemplo, a
deficiéncia da proteina OprD na membrana externa da P. aeruginosa dificulta a permeabilidade
aos carbapenémicos, especialmente ao imipenem, favorecendo a resisténcia a esses [-
lactamicos (13).

Dois mecanismos de resisténcia enzimaticos constitutivos estdo presentes na P.
aeruginosa. O blacxas0 Oxacillinase apresenta menor importancia na alteracdo de
susceptibilidade aos P-lactdmicos, diferente da resisténcia mediada por AmpC que confere
resisténcia a cefuroxima e ceftriaxona. O sistema de efluxo MexAB-OprM confere resisténcia
aos [-lactamicos (exceto imipenem), fluorquinolonas, sulfametoxazol/trimetoprima,

cloranfenicol e tetraciclinas, enquanto o MexXY-OprM confere resisténcia a cefepima,
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aminoglicosideos, fluorquinolonas, tetraciclinas, cloranfenicol, sulfametoxazol/trimetoprima, e
macrolideos (12).

A exemplo de outros patdgenos, P. aeruginosa apresenta a capacidade intrinseca de se
organizar em comunidades celulares formando biofilmes, conferindo assim tolerancia a acao
de algumas classes de antimicrobianos, como aminoglicosideos, tetraciclina e colistina (14).

Além da resisténcia natural, P. aeruginosa é capaz de adquirir mecanismos adicionais,
0s quais podem modificar a estrutura e/ou expressar genes pré-existentes por mutacfes ou
receber horizontalmente determinantes de resisténcia. A presenca de antimicrobianos causam
estresse celular e podem levar a selecdo de mutacdo pontual estimulando os sistemas intrinsecos
de bomba de efluxo (MexAB-OprM, MexXY-OprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN), elevando
a concentracdo inibitéria minima (MIC, do inglés minimum inhibitory concentration) (15). A
mutacdo em gene regulatorio também pode expressar AmpC, como também as mutacdes em
gene regulatdrio gyrA/gyrB e parC/parD, causando resisténcia as fluorquinolonas (12).

Sistemas enzimaticos de resisténcia comumente encontrados em outras espécies
também sdo detectados atualmente em P. aeuruginosa, podendo ser exemplificado pelas -
lactamases de espectro expandido (ESBL) como PER, SHV, PME, GES, e até os mediados por
CTX-M que séo tipicas da familia Enterobactereaceae. Embora a resisténcia da P. aeruginosa
aos carbapenémicos seja normalmente mediada por deficiéncia de porina combinada com o
sistema de bombas de efluxo, os mecanismos enzimaticos klebsiela pneumoniae
carbapenemase (KPC), metalo -lactamase (MBL) e mais recentemente as ESBL (variantes
GES), também podem ser encontrados nesse patdgeno, sendo capazes de hidrolisar

carbapenémicos (16).

2. Klebsiella pneumoniae

Bacilo Gram negativo pertencente a familia Enterobacteriaceae, normalmente
encapsulado, fazendo parte da microbiota intestinal. Esse patdgeno e outras espécies do género
sdo frequentemente associados as infecgdes graves nos servicos de saude, principalmente em
pacientes criticos imunocomprometidos internados em unidade de terapia intensiva. Além
disso, sdo causadores de infecgdes urinarias, trato respiratorio, sitio cirdrgico, endocardites,
pneumonia necrotizante, abcessos hepaticos e endoftalmites. H4 muito tempo se conhece a
capacidade do género Klebsiella spp em carrear mecanismos de resisténcia, causando perda da
sensibilidade as cefalosporinas, fluorquinolonas e aminoglicosideos. Entretanto, sua capacidade
demonstrada nos altimos anos em adquirir, carrear ¢ disseminar [B-lactamases do tipo

carbapenemase por meio de elementos genéticos moveis (plasmideos e integrons) surpreendeu
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os profissionais clinicos e exigiu vigilancia especial dos servicos de controle de infecgédo sobre
essa bactéria (17).

3. Principais p-lactamases identificadas nas bactérias avaliadas

B-lactamases sdo enzimas bacterianas que hidrolisam compostos com anel B-lactamico
na molécula, os quais estdo presentes na maior classe de antimicrobianos usados na clinica.
Conforme recente revisdo, existem quase 2800 B-lactamases descritas e sdo classificadas de
acordo com as propriedades moleculares e sequéncia de aminoacidos, estando distribuidas em
quatro grupos distintos (A, B, C e D), conforme a classificagdo de Ambler (18). As B-lactamases
dos grupos A (TEM-1; SHV-1; CTX-M; ESBLs; CARB-1; KPC; SME), C (AmpC; CMY;
GC1) e D (OXAs) utilizam um aminoacido de serina no sitio ativo para catalisar a hidrélise do
anel B-lactdmico e podem ser inibidas por alguns farmacos utilizados na clinica (acido
clavulanico, tazobactam, sulbactam, avibactam), entre outros. Ja as enzimas pertencentes ao
grupo B (IMP; VIM; SPM; NDM) chamadas de metalo-beta-lactamases utilizam um ou dois
ions Zn?* no sitio ativo para catalisar a hidrélise, sendo bloqueadas nos testes laboratoriais pelos
guelantes de metais, como o 4&cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e é&cido 2-

mercaptopropionico (18-20).

3.1. Klebsiella Pneumoniae Carbapenemase (KPC)

KPCs sdo B-lactamases do grupo A de Ambler que conferem resisténcia aos patdgenos
contra os antimicrobianos monobactamicos, penicilinas, cefalosporinas e carbapenémicos. A
origem da denominagdo KPC esta relacionada a Klebsiella pneumoniae, de onde essa enzima
foi isolada e identificada inicialmente, embora essas enzimas sejam encontradas atualmente em
outras espécies de bactérias Gram negativas com grande diversificagdo contando com 39
variantes [(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pathogens/isolates#/refgene/gene_family:(blakPC)
com acesso 13 de julho de 2019]; das quais KPC-2 e KPC-3 sdo as mais detectadas (21).

A maior preocupagdo causada na clinica pela enzima KPC é sua capacidade em degradar
carbapenémicos, considerados agentes estaveis a acdo da maioria das P-lactamases de
importancia clinica e reservados normalmente como ultima opc¢do entre os antimicrobianos.
Essas enzimas ndo sdo bloqueadas pelos inibidores de B-lactamases tradicionais com anel 3-
lactdmico na molécula, como tazobactam, sulbactan ou acido clavulamico, mas somente pela
segunda geragdo de inibidores de P-lactamase, como os diazabicyclooctanos e acido
farmacoférico borbénico ciclico, exemplificados pelo avibactam e vaborbactam,

respectivamente (22).
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O fato dos patdgenos produtores de KPC serem normalmente resistentes a maltiplos
antimicrobianos (MDR) € justificado pela possivel transferéncia horizontal do gene blakpc por
meio de grandes plasmideos, que sdo capazes de carrear também determinantes de resisténcia
aos aminoglicosideos, quinolonas, tetraciclinas, entre outros (21). Outra caracteristica marcante
da resisténcia mediada por genes blakpc € sua grande capacidade de disseminagdo. A primeira
K. pneumoniae portadora de blakpc foi isolada em 1996 nos EUA de um paciente do estado da
Carolina do Norte, e na sequéncia a enzima foi encontrada em 1998 em isolado de Salmonella
cubana de um paciente de Maryland, e em K. pneumoniae e K. oxytoca em pacientes internados
em Baltimore e New York, respectivamente. Nos anos de 2000 — 2001 foi notificado em New
York o primeiro surto de K. pneumoniae produtora de KPC-3 envolvendo 14 pacientes, dos
quais 8 morreram decorrentes da infeccdo. No mesmo periodo, alguns hospitais em New York
reportaram que aproximadamente 50% das K. pneumoniae eram portadoras de blakpec (21,23).

Os fatores de risco associados a infec¢do por patégenos produtores de KPC incluem a
longa permanéncia em unidades de terapia intensiva, internacdo em locais endémicos de
bactérias produtoras de KPC, quantidade de comorbidades e nivel de gravidade, uso anterior de

antimicrobianos e o uso prolongado de dispositivos invasivos (24).

3.2. Metalo-Beta-Lactamases (MBL)

As MBLs séo carbapenemases que conferem resisténcia contra todos os antimicrobianos
B-lactdmicos, com excecdo do aztreonam, e que necessitam de ions zinco como catalizador da
ativacdo de uma molécula de &4gua para hidrolizar o anel B-lactdmico, tornando-o ineficaz (19).
Esse mecanismo enzimatico de resisténcia foi descoberto na década de 1960 em espécies de
baixo potencial patogénico, ndo sendo valorizado na clinica por muitos anos. Entretanto,
somente apos 0s anos de 1990 com o aparecimento dos surtos por bactérias Gram negativas (P.
aeruginosa, A. baumannii e Enterobacteriaceae) contendo genes codificadores de MBLs em
seus elementos moveis de DNA, e que culminou na disseminacdo internacional de patégenos
produtores de MBLs, essa resisténcia recebeu a devida importancia clinica e atencéo dos grupos
de pesquisa (25,26).

Segundo a classificagéo de Bush, as MBLs fazem parte do grupo B e estdo divididas em
3 subgrupos (B1, B2, Bs). Os subgrupos Bi e Bs utilizam dois ions Z?* e o subgrupo B; utiliza
apenas um ion Zn?* para hidrolisar o anel f-lactdmico. O subgrupo Bs foi recentemente descrito
e esta sendo estudado. Quase todos os patdgenos encontrados com MBLs adquiridas possuem
0 subgrupo B1, demonstrando que esse apresenta maior propensao para ser propagado pelos

elementos mdveis de DNA que os outros subgrupos. Até 2018, no minimo nove classes de
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MBLs foram descritas e as classes IMP, VIM, NDM e SPM séo as que apresentam maior
prevaléncia e relevancia clinica (19,25).

Atualmente, o problema mais importante envolvendo MBLs é a falta de algum tipo de
farmaco efetivo liberado para uso clinico (inibidor de P-lactamase, antimicrobiano ou
combinacdo de antimicrobianos) no combate das infecgdes causadas por patdgenos produtores
dessas enzimas. Mesmo 0 aztreonam, que nado sofre hidrélise por essas enzimas tem sua acao
inibida, pois patdgenos produtores de MBLs porque normalmente hospedam um complexo
padrdo de multirresisténcia composto por algum outro tipo (enzimatico, permeabilidade, bomba
de efluxo, alteracéo de receptor), impedindo assim a acéo desse antimicrobiano (18).

O controle da disseminacdo das bactérias MDR produtoras de KPC e MBL entre
pacientes é realizada por meio de pacotes de medidas que incluem, sobretudo, a lavagem das
méaos e uso de antissépticos antes e apds assisténcia ao paciente, banho de clorhexidina,
precaucOes de contato, limpeza do ambiente, culturas de vigilancia, e treinamento dos
profissionais da satde conscientizando do problema e como mitiga-lo (27, 28).

4. Farmacocinética/Farmacodinamica (PK/PD): principios

Os resultados clinicos desejaveis da terapéutica antimicrobiana sdo alcangados por meio
da concentracdo adequada do antimicrobiano no sitio da infec¢do. O farmaco quando
administrado é submetido aos processos farmacocinéticos de absorcdo, distribuicdo,
metabolismo e excrecdo, sendo algum desses dependentes da via de administracao.
Convencionalmente, farmacocinética ¢ denominada de “0 que o0 corpo faz com o farmaco”, e
parametros de clearance, volume de distribuicdo, ligacdo proteica, biodisponibilidade,
relacionados as carcateristicas do antimicrobiano e as condicdes fisiopatoldgicas dos pacientes,
podem interferir nesses processos e consequentemente na concentragéo (29,30).

O efeito antimicrobiano tanto no patdégeno causador da infeccdo, microbiota, e até
mesmo nos tecidos, € definido como acdo farmacodinamica, e que convencionalmente é
conhecida como “o que o fdarmaco faz no corpo”, ou no microrganismo considerando 0s
antimicrobianos (29).

O maior indicador do efeito antimicrobiano é expressado pelo valor da MIC, que
demonstra o quanto é susceptivel o patogeno. Entretanto, tomar decisGes terapéuticas baseadas
apenas na MIC, que é fornecida por teste laboratorial de concentracdo estatica em ambiente
controlado, pode conduzir os profissionais de saude a erros (30, 31). Resultados clinicos sdo
condicionados por complexas interacGes entre varios parametros incluidos nos trés elementos:

paciente; patdgeno; antimicrobiano (figura 1) (29).
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Doencas Figura 1. Interacdo entre os parametros do paciente,
patdgenos e antimicrobiano que interferem no resultado clinico
do regime terapéutico. Fonte: Asin-Prieto et al. (29)

Anadlise farmacodinamica ou avaliagdo por PK/PD da terapia antimicrobiana, integra as
informagdes desses elementos e possibilita os profissionais clinicos selecionar o melhor
antimicrobiano e seu regime de dose, individualizado para o processo infeccioso e paciente,
proporcionando assim maior probabilidade de sucesso terapéutico, minimizando a incidéncia
de efeitos colateriais e a emergéncia de resisténcia. A relacdo quantitativa entre os parametros
farmacocinéticos do paciente, regime de dose do antimicrobiano, e a MIC do antimicrobiano
para o patdgeno esta definida como indice de PK/PD (ou indice farmacodindmico), e seu valor
alvo (magnitude) deve ser atingido pelo regime para maior eficacia terapéutica (30).

Os trés indices de PK/PD associados com o efeito antimicrobiano sdo os seguintes:
%fT>MIC: percentagem do periodo de tempo entre as doses que a concentracdo livre do
antimicrobiano permanece acima da MIC (para o qual, manter concentra¢fes do antimicrobiano
sobre a MIC por maior periodo entre as doses resultara em maior efetividade terapéutica);
Cmax/MIC: razdo da concentracdo maxima da dose antimicrobiana pela MIC (para o qual,
regimes que fornegcam maiores picos séricos resultaram em maior sucesso terapéutico);
AUC24/MIC: razdo da area sob a curva do regime de dose de 24 horas pela MIC (para o qual,
regimes que fornegcam maiores AUC em 24 horas resultara em maior sucesso terapéutico)
(figura 2). O tipo de indice de PK/PD e seus valores alvos podem variar, dependendo do

antimicrobiano, patdgeno envolvido e condigdes do paciente (29).



25

O
3
o
3

Concentragéo

%fT>MIC Tempo

Figura 2. Grafico de concentragdo x tempo demonstrando os trés indices
de PK/PD: Cnax/MIC; AUC/MIC; %fT>MIC. Fonte: Asin-Prieto et al.
(29)

A eficacia do farmaco depende do padrdo de atividade antimicrobiana, que esta dividida em
trés tipos (30):

e Concentracdo dependente com efeito pds antibidtico prolongado: apresenta acdo
antimicrobiana caracterizada melhor pelos seguintes indices de PK/PD: Cmax/MIC ou
AUC24n/MIC (ex. aminoglicosideos, fluorquinolonas, polimixinas, metronidazol);

e Tempo dependente com nenhum ou pouco efeito pds antibidtico: apresenta acdo
antimicrobiana caracterizada pelo indice de PK/PD, %fT>MIC (ex. B-lactamicos);

e Concentracdo independente com efeito pds antibidtico prolongado: apresenta acdo
antimicrobiana caracterizada pelos indices de PK/PD, Cmax/MIC ou AUC24/MIC (ex.
glicopeptideos; oxazolidinonas; tetraciclinas; macrolideos) (30).

A (tabela 1) exemplifica alguns antimicrobianos, indices PK/PD e seus respectivos valores de

magnitude para serem alcancados nos regimes posologicos (29,30,32).
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Tabela 1. Antimicrobianos, indices de PK/PD e respectivos valores alvos da posologia no
paciente (29,30,32).

Antimicrobiano indice PK/PD Valor alvo (magnitude)
Penicilinas %fT>MIC 50 - 60%
Cefalosporinas %fT>MIC 60 — 70%
Carbapenens %fT>MIC 40 - 50%
Aztreonan %fT>MIC 60 - 70%
Aminoglicosideos Cmax/MIC >10
Quinolonas (contra Gram negativos) AUCan/MIC 125
Vancomicina AUC24/MIC 400
Teicoplanina AUCan/MIC >800
Macrolideos %fT>MIC 25
Daptomicina AUCan/MIC 666
Tigeciclina AUCan/MIC 17.9
Linezolida AUC4/MIC 100
Colistina %fT>MIC 27.6 —45.9
Fosfomicina AUC24/MIC 40.8

%fT>MIC, percentagem do periodo de tempo entre as doses que a concentracdo livre do antimicrobiano
permanece acima da MIC; Cna/MIC, razdo da concentragdo méxima do regime antimicrobiano pela MIC;
AUC.4/MIC, razdo da area sob a curva do regime de dose de 24 horas pela MIC.

4.1. Simulagéo de Monte Carlo

Um dos objetivos mais importantes na selecdo do regime antimicrobiano é o alcance do
valor alvo do indice PK/PD no paciente. Entretanto, existem incertezas nesse cenario
envolvendo as variabilidades farmacocinéticas do paciente, a MIC do possivel patdgeno,
solubilidade do farmaco, viabilidade do sistema imune, entre outras, que interferem no alcance
desse indice (29). Simulacdo de Monte Carlo € um meétodo estatistico amplamente utilizado
para avaliar a probabilidade de alcangcar um determinado objetivo em varios campos onde
existem incertezas (economia, mineracao, jogos de azar, farmacologia, entre outros) (33,34)

Na terapia antimicrobiana, esse método inclui nas anélises os parametros envolvidos e
suas variabilidades (incertezas), avaliando a probabilidade de alcangar o alvo (PTA) do regime
antimicrobiano contra MICs sequenciais, em uma populagéo virtual simulada por programas
computacionais especificos. O alvo no caso seria o valor do indice de PK/PD. Esse método é

atualmente utilizado para avaliar 0s seguintes aspectos:
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e O alcance de farmacos em desenvolvimento e auxiliar no planejamento posoldgico de
fases posteriores do estudo;

e Novos regimes de farmacos ja estabelecidos na clinica;

e Contribuir nas anélises dos comites Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI)
e European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) para definer
0s breakpoints de sensibilidade aos antimicrobianos;

e Etabelecer regimes posolégicos para populac@es especificas de pacientes (ex. sépticos,
infec¢Oes hospitalares em unidade de terapia intensiva, neutropenia febril, combater

patdgenos especificos, entre outros) (29,35-37).

4.2. Fracdo cumulativa de resposta (CFR)

Como defini¢do, CFR ¢é a soma dos resultados da multiplicacdo das PTAs do regime
pela frequéncia da populagdo dos microrganismos distribuidos nas respectivas MICs, o qual
fornece o alcance (%) do regime antimicrobiano contra a populacdo dos patdgenos avaliados.
Comparativamente, quanto mais proximo de 100%, melhor sera o alcance do regime contra a

populacdo microbiolégica avaliada (29,30).

4.3. PK/PD e breakpoints de susceptibilidade.

A definicdo dos valores de breakpoints de susceptibilidade esta apoiada no critério da
probabilidade de sucesso ou insucesso terapéutico contra determinado patégeno e sdo
considerados criticos porque guiam os profissionais clinicos na selecdo ou exclusdo dos
antimicrobianos. Um valor inadequado de breakpoint pode causar falha terapéutica ou exclusédo
de um antimicrobiano potencialmente efetivo. Atualmente, os comites CLSI e EUCAST
definem os breakpoints baseado em trés tipos de informacdes:

e Distribuicdo das MICs das “espécies selvagens”,;

e Alcance antimicrobiano por PK/PD (breakpoints por PK/PD);

e Dados de resposta clinica (29).
As metodologias utilizadas para definir os breakpoints de susceptivel por PK/PD sdo as
seguintes:

a) Maior valor da MIC que o regime antimicrobiano fornece PTA >90% (figura 3 a);

b) Maior valor da MIC alcangado pelo regime no indice farmacodindmico com intervalo

de confianga >80% (figura 3 b).
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Figura 3. Métodos usados pelo EUCAST para estimar os breakpoints de susceptibilidade por meio de PK/PD
usando um carbapenémico, como exemplo (alvo: %fT>MIC, >40%). a: método por meio de PTA >90% ¢ o valor
estimado do breakpoint susceptivel (MIC <2mg/L); b: método por meio do indice de PK/PD com intervalo de
confianca de 95% e o valor estimado do breakpoint susceptivel (MIC <1 mg/L). Fonte: Asin-Prieto et al. (29)

Os estudos realizados comparando os breakpoints por PK/PD versus breakpoints
publicados pelos comites demonstraram concordancias, como também discrepancias de até 1/8
dos breakpoints publicados. Quando o breakpoint por PK/PD for maior que o valor do
breakpoint publicado, podera haver maior probabilidade de falha terapéutica, mas quando o
breakpoint por PK/PD for menor que o publicado, o isolado podera ser sensivel ao

antimicrobiano que esta definido como resistente no breakpoint publicado (29).

4.4. PK/PD dos antimicrobianos e resisténcia microbiana.

A crise da resisténcia microbiana é atribuida, sobretudo, ao uso indevido dos
antimicrobianos, e fazem parte desse problema o uso excessivo de regimes antimicrobianos que
produzem concentracdes subinibitérias ou subterapéuticas que podem promover alteracdes
genéticas, resultando no aumento da resisténcia, viruléncia e disseminag&o do patégeno. Dentro
dos conceitos de PK/PD, a associacao da supressdo de resisténcia foi estudada com os indices
conhecidos tradicionalmente (%fT>MIC; Cmax/MIC; AUC24n/MIC), como também a razdo da
concentra¢do minima pela MIC (Cmin/MIC), e outros indices idealizados utilizando o conceito
de concentracdo de prevencdo de mutantes (MPC) (AUC24n/MPC, Cmax/MPC, %T>MPC), 0s
quais sao exclusivos para avaliar o potencial de desenvolvimento de resisténcia do regime

antimicrobiano (38,39).

5. Combinacéo antimicrobiana e testes de sinergismo.

Avaliar a combina¢do in vitro com concentragcdes estaticas de dois ou mais
antimicrobianos e classificar a magnitude da acdo combinada, ainda é um grande desafio para
0s pesquisadores. Existem varios métodos para avaliar a acdo sinérgica das combinacdes, mas

0S mais usados sao os testes de “checkerboard” utilizando a equacdo do indice da fracdo da
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concentragdo inibitéria (FICI), e o “tempo de curva de morte”. Testes baseados na teoria da
resposta de superficie, também s&o utilizados (40-44).

No teste in vitro por checkerboard, as MICs dos antimicrobianos sozinhos ou em
combinacédo sdo determinadas por microdiluicdo em placas de 96 pocos utilizando indculo do
patdgeno na concentracio final de 5 x 10° CFU/mL. As microplacas sdo incubadas a 37 °C por
18 — 20 horas. As MICs fornecidas no checkerboard s&o utilizadas na equacéo de FICI, descrita

abaixo:

FICI = MIC (antimicrobiano y combinado) MIC (antimicrobiano z combinado)

MIC (antimicrobiano y sozinho) MIC (antimicrobiano z sozinho)

A classificacdo da magnitude da acdo entre os antimicrobianos é classificada de acordo com
FICI: FICI<0.5, sinergismo; 0.5 < FICI <4, indiferente; and FICI > 4, antagonismo (42).

No teste in vitro por tempo de curva de morte, a combinagdo de antimicrobianos sera
considerada sinérgica quando causar reducdo maior na quantidade de colénias de no minimo 2
logio de UFC/mL em 24 horas, comparado ao antimicrobiano de maior acdo testado sozinho
(41).

Uma outra perpectiva para avaliar a acdo sinérgica entre farmacos seria por meio da
teoria da resposta de superficie, que pode ser demonstrada por meio de isobolograma ou um
plano (Figura 4). Um dos métodos que esta baseado nessa teoria é o teste do “indice de
aditividade de Loewe” que utiliza as MICs geradas no teste de checkerboard, e a magnitude da
acdo sinérgica da combinacdo dos antimicrobianos depende do valor de a, fornecido pela

seguinte equagéo:

_ (MIC (antimicrobiano y combinado) MIC (antimicrobiano z combinado) ) +a

MIC (antimicrobiano y sozinho) MIC (antimicrobiano z sozinho)

A classificacdo do efeito gerado pela combinacdo dos antimicrobianos sera de acordo com o
valor de a: a > 0, sinergismo; o = 0, aditivo; a <0, antagonismo (43).

Os resultados dos testes por meio de aditividade de Loewe sdo mais pragmaticos
(objetivos), quando comparado ao teste de FICI, que apresenta uma grande margem de valores

entre o sinergismo e antagonismo, classificado como indiferente.
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Figura 4. Gréaficos de sinergismo por resposta de superficie. a: isobolograma de sinergismo demonstrado pelas
linhas e respectivos valores de a (A, 100; B, 2; C, 1; D, 0.5; E, 0; F, -0.5; G, -0.75; H, -0.99); b: grafico na
forma de plano representando 9 isolados com resultado de sinergismo (o >0) para a combinagio de tobramicina
+ meropenem. Fonte: Greco et al.; Tam et al. (43,44)

6. Tratamento das infec¢des por patégenos KPC e MBLs

Opcdes antimicrobianas para combater infeccdes causadas por patdgenos produtores de
KPC sdo poucas, e seus resultados ainda séo fracos e/ou limitados. Para combater infe¢des
causadas por patdégenos produtores de MBLs, conforme apontado anteriormente, ainda ndo
existe um farmaco efetivo, sendo normalmente utilizados antimicrobianos antigos (como as
polimixinas e aminoglicosideos) com breakpoints e farmacocinética duvidosos, baseados

geralmente em avaliages in vitro, pequenos estudos clinicos e relatos de caso (21,26).

6.1. Carbapenémicos

Os carbapenémicos (imipenem, meropenem, doripenem, biapenem, panipenem,
ertapenem) pertencem a classe dos B-lactamicos, e como tal, ligam-se as proteinas ligadoras de
penicilina (PBPs) e impedem a biossintese da parede celular, causando a morte do
microrganismo. No entanto, de maneira geral, diferenciam-se dos outros f-lactamicos por
apresentarem maior poténcia e amplo espectro de a¢do (Gram positivos, Gram negativos e
anaerobios), e a cadeia lateral trans-1-hydroxyethyl presente nas suas moléculas fornece maior
estabilidade a acdo das enzimas ESBL. Como os carbapenémicos exercem acdo
farmacodindmica tempo dependente, que pode ser ampliada pela maximizacao da concentracdo
livre do antimicrobiano sobre a MIC do patogeno (% fT>MIC), regimes otimizados com doses

diarias maiores e mais fracionadas, administradas por meio de infusdo estendida ou continua,
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fornecem melhores coberturas farmacodindmicas, particularmente com as moléculas com
tempo de meia vida curto (34,45,46).

Varios estudos in vitro, in vivo, ex vivo e clinicos, demonstram os beneficios da
otimizacdo dos regimes de carbapenémicos, principalmente contra patdgenos produtores de

carbapenemase e com MICs mais elevadas (2 — 16 pg/mL) (34,39,46-48).

6.1.1. Combinacéo de carbapenémicos

Embora seja racionalmente estranho usar carbapenémicos no combate a bactérias
produtoras de carbapenemases (bactérias KPC), uma vez que essas enzimas sdo capazes de
hidrolisé-los, estudos in vitro, ex vivo e clinicos demonstram bons resultados utilizando regimes
carbapenémicos otimizados em altas doses por infusdo estendida, combinados com outros
agentes contra bactérias produtoras de KPC, particularmente contra MICs moderadamente
elevadas (39,47).

A combinagdo do ertapenem com outro antimicrobiano carbapenémico também é
utilizada no tratamento de infeccBes causadas por bactérias KPC, e seu principio esta na maior
afinidade da enzima carbapenemase ao ertapenem por meio de uma ligacéo suicida, deixando
assim o outro carbapenémico livre para combater o patdgeno (49). Um bom exemplo do
beneficio potencial dessa terapia estd demonstrado no estudo caso controle com 144 pacientes
apresentando infeccao por K. pneumoniae, das quais 90% eram produtoras de carbapenemases,
gue comparou a combinacdo dupla de carbapenémicos associadoa a outro agente versus dupla
ou tripla combinacdo de outros antimicrobianos ndo carbapenémicos, e encontrou menor taxa
de mortalidade em 28 dias (p = 0,04) nos pacientes que receberam a terapia de carbapenémicos
combinados (50).

6.1.2. Carbapenémicos no combate de patégenos produtores de MBLS

O uso de carbapenémicos para combater infec¢Ges causadas por patdgenos produtores
de MBLs é bastante controverso e discutido na clinica, principalmente porque essas enzimas
também degradam carbapenémicos. Antimicrobianos contra patégenos produtores de MBLs
podem apresentar valores de MICs até menores que 0s breakpoints de sensibilidade,
principalmente contra Enterobacteriaceae, e embora os comités CLSI e EUCAST afirmem que
0 breakpoint de sensibilidade para carbapenémicos sdo suficientes para 0 manejo clinico, a
duvida ainda permanece se sdo aplicaveis em infecgdes causadas por patdgenos MBLS
(19,35,36). Estudo utilizando modelo de infecgdo com pata de rato mostrou que imipenem foi
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efetivo contra K. pneumoniae produtora de MBLs VIM-1 com valores de MICs de 2 — 4 pg/mL
(51).

Relatos de casos clinicos descrevem resultados conflitantes mostrando sucesso
terapéutico ou falhas de tratamento com o uso de carbapenémicos contra infecces causadas
por patdgenos produtores de MBLs, direcionados por resultado sensivel de antibiograma (19).
Carbapenémicos em combinagdo com outras classes de antimicrobianos contra infeccGes
causadas por patdgenos produtores de MBLs mostrou menor taxa de mortalidade quando

comparado ao uso de carbapenémicos em monoterapia (51).

6.2. Polimixinas

As polimixinas (polimixina B e colistina) sdo antimicrobianos polipeptideos que atuam
desestabilizando a membrana externa causando a morte celular bacteriana, e apresentam acao
farmacodindmica concentracdo dependente demonstrada pelo IF AUC2/MIC. S&o
antimicrobianos antigos, utilizados inicialmente na clinica desde a década de 1950, e por
causarem consideravel taxa de toxicidade renal e neurologica somada ao desenvolvimento de
antimicrobianos mais seguros, suas formulagdes intravenosas foram descontinuadas com o
tempo. Entretanto, em consequéncia do aparecimento de bactérias Gram negativas MDR
resistentes aos carbapenémicos e sensiveis in vitro a esses polipeptideos, principalmente P.
aeruginosa, A. baumanni, K. pneumoniae, as polimixinas foram resgatadas para a clinica como
ultimo recurso terapéutico (52).

A caracteristica indesejavel das polimixinas, conforme demonstrada in vitro pela
eliminacdo dos isolados sensiveis e a amplificacdo da subpopulacdo heterorresistente, sugere
que esses antimicrobianos em monoterapia podem causar emergéncia de resisténcia, devendo
ser usados na clinica em associacdo com outros agentes (52,53). Embora exista essa
recomendac&o, estudo clinico recente avaliando a combinacdo de colistina com meropenem
versus colistina em monoterapia contra bactérias Gram negativas resistentes aos
carbapenémicos, coloca em davida a superioridade da combinacdo sobre a monoterapia com
polimixinas (54).

O fato das polimixinas terem sido desenvolvidas e usadas ha muito tempo, quando ainda
a eficacia das metodologias, equipamentos e as exigéncias regulatorias nos estudos pré-clinicos
e clinicos de farmacos eram insuficientes, comparado aos atuais, causa desconfianga nos
profissionais clinicos quanto as informacdes e recomendagfes de bula que ainda ndo foram

atualizadas, principalmente sobre a posologia e vias de excrecéo (21).
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O colistimetato sodico (pré-farmaco da colistina) é eliminado exclusivamente pela via
renal, diferente da colistina (fa&rmaco ativo) que é eliminada principalmente por via extra-renal.
Pacientes com boa funcéao renal excretam aproximadamente 60% do farmaco administrado na
forma de colistimetato, e apenas 30% sdo transformados por hidrélise em colistina. Sendo
assim, a quantidade de colistina formada é dependente do colistimetato sérico, que por sua vez
depende diretamente da funcdo renal do paciente. A colistina apresenta uma variabilidade
farmacocinética de 10 vezes entre as faixas de clearance de creatinina, diferente da polimixina
B que apresenta uma variabilidade de 3 — 4 vezes. Portanto, o perfil farmacocinético do
colistimetato dificulta alcancar concentracfes séricas adequadas da colistina nos pacientes com
clearance de creatinina > 80 mL/min, como também, alcangar concentragoes efetivas no sitio
pulmonar nesses pacientes, e a alternativa de aumentar a dose diaria de colistimetato pode
elevar o risco de nefrotoxicidade desse antimicrobiano (55-57). Outra informacdo infundada
constando na bula da polimixina B é a recomendacao de ajustes posoldgicos de acordo com as
faixas de disfuncgdo renal, entretanto, esse antimicrobiano ndo é excretado por essa via, e caso

seja seguida podera causar concentracdes sub inibitorias (57).

6.2.1. Polimixinas e patogenos produtores de KPC e MBL

Polimixinas sdo normalmente a Unica classe de antimicrobianos disponivel em que 0s
patégenos produtores de KPC e MBL sdo sensiveis. Sabuda et al. (58) relatou a avaliacdo de
12 pacientes com pneumonia hospitalar e pneumonia associada a ventilacdo mecanica causadas
por P. aeruginosa produtoras de MBLs e tratados com colistina pela via intravenosa combinada
com aztreonam ou piperacilina + tazobactan, dos quais 8 (=67%) apresentaram resultado
favorével. Souli et al. (59) avaliaram 17 pacientes com bacteremia ou pneumonia associada a
ventilagdo mecénica causadas por Enterobacteriaceae produtoras de MBLs, e verificou que 11
(85%) dos 13 pacientes que receberam colistina intravenosa apresentaram sucesso terapéutico.
Importante ressaltar que as espécies de Proteus, Serratia e Providencia apresentam resisténcia

natural as polimixinas.

6.3. Fosfomicina

Antimicrobiano fosfonico de estrutura molecular diferente das outras classes de agentes,
administrada pelas vias intravenosa e oral por formulacdes distintas. Apresenta agédo bactericida
de amplo espectro pela inibicdo da enzima fosfoenolpiruvato transferase, levando o bloqueio
da formacdo da parede celular e consequente morte do microrganismo. A baixa

biodisponibilidade (=40%) fornecida pela formulacao oral limita sua indicacao, sendo utilizado
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apenas contra infec¢Bes urinérias baixas sem gravidade e em dose Unica diéria. No entanto, as
apresentagdes intravenosas sdo indicadas contra infeccdes graves e sisttmicas em posologias
de 12 — 24 g ao dia, divididas em 3 a 4 vezes. Sua pequena molécula e ligacdo proteica
insignificante favorecem a distribuicdo em concentracGes efetivas por todos os tecidos e sua
caracteristica bastante hidrofilica favorece a excrecao pela via renal de forma inalterada, sendo
orientada a reducdo nas doses diarias em pacientes com clearance de creatinina < 40 mL/min.
Esse mesmo perfil farmacocinético propicia também sua remocédo durante os diferentes tipos
de hemodialise, exigindo atencdo dos clinicos quanto a necessidade das doses adicionais de
reposicgéo (60,61).

Quanto aos breakpoints de sensibilidade para a fosfomicina, existem diferencas
importantes entre os comités CLSI e EUCAST. O CLSI define apenas breakpoints para E. coli
isoladas no sitio urinério e considerando sensivel MICs < 64 pg/ml. Entretanto, o EUCAST
define breakpoints para as enterobactérias isoladas em qualquer sitio de infec¢do e considera
sensivel MICs <32 pug/ml. Nenhum dos comités define valor de breakpoints para P. aeruginosa
(35,36).

A acdo farmacodindmica da fosfomicina foi classificada até alguns anos atrds como
tempo dependente (%fT>MIC) (62). Entretanto, estudos mais recentes in vivo evidenciaram
que sua acao responde com caracteristicas de concentracdo dependente, com IF AUC2s/MIC
com valores alvos >23,7 e >40,8 para E. coli e P. aeruginosa, respectivamente (63). Como
existe a possibilidade da emergéncia de resisténcia durante o tratamento de patégenos
inicialmente sensiveis, principalmente a familia Enterobacteriaceae e P. aeruginosa, é
recomendado que a terapéutica com fosfomicina seja combinada com outros antimicrobianos
contra infecc@es sistémicas para evitar esse problema (64-66).

Diante da escassez de opg¢Oes nos ultimos anos para combater infecgdes causadas por
patdgenos MDR produtores de carbapenemase, antimicrobianos antigos como a fosfomicina
estdo sendo resgatados para a clinica porque sdo frequentemente ativos contra essas bactérias.
Essa boa sensibilidade esta justificada por fatores como a diferenca molecular em relacdo aos
outros agentes, que dificulta a resisténcia cruzada e facilita o sinergismo pelos sitios de acéo
distintos, além do uso clinico infrequente reduzindo a pressao seletiva de resisténcia. Embora
sua formulacdo oral seja indicada apenas contra infeccdes urinarias baixas ndo complicadas, a
comum sensibilidade a fosfomicina das bactérias produtoras de KPC isoladas nesse sitio e a
indisponibilidade da formulag&o intravenosa em muitos paises, tornam a apresentacdo oral uma
opcéo contra infecgdes urinarias causadas por esses microrganismos. Estudos ex vivo, in vitro,

in vivo e clinicos avaliando a acdo da fosfomicina combinada com diferentes classes de
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antimicrobianos demonstraram 0s potenciais beneficios desse agente contra patdégenos
produtores de KPC (39,67-70).

6.3.1. Fosfomicina e patégenos produtores de MBIs.

Embora fosfomicina seja recomendada como potencial opcéo terapéutica no tratamento
de pacientes com infec¢éo causada por patdgenos produtores de MBLs, sdo escassos 0s estudos
clinicos que confirmam essa eficacia, sendo 0 uso baseado normalmente em relatos de caso
(19). Guerin et al. (71) trataram com sucesso um paciente com prostatite causada por P.
aeruginosa MBLs usando o regime combinado de fosfomicina com aztreonam, como também,
Seija et al. (72) que obtiveram sucesso no tratamento de um paciente com sepse causada por
Morganella morgani produtora de nova deli metalo-beta-lactamase (NDM) com regime
combinado de fosfomicina com meropenem. Recentemente, Rosa et al. (73) relataram sucesso
no tratamento de uma paciente com infeccdo no trato urinario por K. pneumoniae produtora de
NDM utilizando a combinacdo de carbapenens (meropenem + ertapenem) associado com

fosfomicina oral.

6.4. Aminoglicosideos.

Os aminoglicosideos fazem parte do grupo dos “velhos” antimicrobianos que
comumente 0s patdgenos produtores de carbapenemases expressam sensibilidade (74).
Aminoglicosideos parenterais como amicacina, gentamicina e tobramicina sdo agentes
introduzidos na clinica desde a década de 1940, atuam preferencialmente em microrganismos
Gram negativos pela acdo na porcdo 30S do ribossomo e inibem a producdo de proteinas, que
sdo vitais para a manutencdo da célula microbiana. Apresentam como caracteristicas
farmacocinéticas um volume de distribuicdo (VD) pequeno (0,2 — 0,3 L/kg), curto tempo de
meia vida (2 — 3 horas), baixa ligagéo proteica (<10%), altamente hidrofilicos, o que impede a
obsorcgéo oral e obriga 0 uso apenas das vias parenteral e inalatoria, e sdo excretados pela via
renal de forma inalterada. As posologias recomendadas para gentamicina e tobramicina sdo 5 —
7 mg/kg (dose unica/dia) ou 1,7 — 2 mg/kg a cada 8 horas (g8h), e para amicacina sdo 15 — 20
mg/kg (dose unica/dia) ou 7,5 mg/kg q12h. Os aminoglicosideos sdo utilizados em monoterapia
apenas contra infeccdes urinarias leves por alcancarem altas concentragdes nesse sitio.
Entretanto, no combate de infec¢Bes urinarias graves ou fora desse sitio, devem ser utilizados
sempre em combinacdo com outras classes de antimicrobianos. Esses farmacos atingem

concentracdes distintas nos diferentes tecidos. Maior afinidade e distribuicdo no tecido
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muscular em relacdo ao adiposo, recomenda-se considerar apenas 40% do peso do tecido
adiposo no calculo posoldgico. O minimo alcance no sistema nervoso central impedem sua
indicacdo para o tratamento de meningites, como também, deve haver cuidado na posologia
contra infecgBes pulmonares porque apenas ~70% da concentragao sérica alcanga esse sitio de
infeccéo (56,74,75).

Quanto a seguranca, esses farmacos sdo considerados potencialmente toxicos e com
estreita janela terapéutica. A disfungdo renal ¢ a toxicidade mais frequente (=20%), que
normalmente € revertida com a rapida suspensao do aminoglicosideo. Entretanto, a deficiéncia
auditiva é a toxicidade mais preocupante e, mesmo sendo pouco frequente, é normalmente
irreversivel, podendo acontecer tardiamente apds o tratamento. A razdo da maior
nefrotoxicidade dos regimes com mdltiplas doses ao dia esta na manutencdo de baixas
concentracdes de vales durante o periodo de tratamento, favorecendo a penetracéo no tecido
renal, 0 que ndo acontece nos regimes de dose Unica diaria porque propiciam concentracées de
vale indetectaveis. Outro marcador farmacocinético importante para a seguranca no uso dos
aminoglicosideos quanto a nefrotoxicidade, baseia-se na area sob a curva de 24 horas (AUC2an)
estimada do regime posoldgico utilizado. Regimes de gentamicina ou tobramicina com AUC24
de 70 — 100, e de amicacina com AUC>4 de 210 — 300, apresentam menor probabilidade de
causar nefrotoxicidade (76).

O efeito pos-antibidtico relevante dos aminoglicosideos (3 — 4 horas in vitro; =9 horas
in vivo), contribui na realizacdo dos regimes de doses Unicas diaria, atuando no microrganismo
mesmo no periodo em que a concentracdo permaneceu sob a MIC, tornando-se indetectavel. A
dose Unica diaria ndo é recomendada especialmente em pacientes com farmacocinética instavel,
grandes queimados (>20% do corpo), pacientes com endocardite e clearance de creatinina < 20
mL/min. O monitoramento sérico dos aminoglicosideos auxilia na maior efetividade terapéutica
e seguranca do paciente, devendo os regimes de gentamicina e tobramicina em doses multiplas
alcancarem concentracdes de pico e vale de (5 — 8 pg/mL e < 2 pg/mL, respectivamente), e em
dose tnica (=20 pg/mL e indetectavel, respectivamente), A amicacina por sua vez, regimes de
dose multipla devem alcancar pico e vale (20 — 30 pg/mL e <10 pg/mL, respectivamente) e em
dose Unica (60 pg/mL e indetectavel, respectivamente) (75,76). Pacientes criticos,
especialmente aqueles em ventilagdo mecénica, apresentam aumento no VD dos
aminoglicosideos com consequente reducéo de Cmax, cOmo também, pode haver reducéo na taxa
de filtracdo glomerular ampliando o tempo de meia vida, fatores pelos quais recomenda-se 0

monitoramento sérico nesses pacientes (56).
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Os aminoglicosideos nos conceitos de PK/PD comportam-se com caracteristica
concentracdo dependente, e a melhor eficicia clinica contra patdgenos Gram negativos
correlaciona com o IF Cmax/MIC, devendo os regimes alcancarem valores alvo > 8 — 10, sendo
um grande sesafio atingi-los contra patégenos produtores de KPC, porque quando sensiveis,
normalmente apresentam elevadas MICs (77).

Embora exista certa frequéncia de bactérias produtoras de KPC sensiveis aos
aminoglicosideos em algumas regiées no mundo, muitas dessas apresentam MICs elevadas para
essa classe de antimicrobianos, com valores iguais aos breakpoints ou apenas uma diluicédo
menor, dificultando assim alcancar IF. Por exemplo, os valores dos breakpoints sensivel do
CLSI para amicacina e gentamicina sdo 16 pg/mL e 4 pg/mL, respectivamente, sendo que as
Cmax recomendadas para seus regimes em dose Unica diéria sdo de 60 pg/mL e 20 pg/mL,
respectivamente (76). Dessa forma, usando hipoteticamente esses valores, os indices atingidos
pelos regimes de amicacina seria =~3,7 e para gentamicina ~5,0, 0S quais sdo considerados
insuficientes (muito menores que 8 — 10). Além disso, somente regimes com doses diérias
elevadas poderiam alcancar IF adequados (valores : 8 — 10) para esses breakpoints, 0os quais
seriam inseguros para 0s pacientes. Esses resultados também colocam em ddvida os breakpoints
definidos pelo CLSI, os quais devem ser reavaliados (35). Os comités Brazilian Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (BrCast) e 0 EUCAST, definem valores menores para 0s
breakpoints sensivel da gentamicina (MIC <2 pg/mL) e amicacina (MIC < 8 pg/mL), e estes
orientam que devem ser utilizados em combinagd0 com antimicrobianos P-lactamicos
(36,54,76,78).

Sendo assim, a interpretacdo do resultado demonstrando que o patdgeno produtor de
carbapenemase é sensivel ao aminoglicosideo, deve ser realizada com muito cuidado,
principalmente quando o patégeno for sensivel apenas a essa classe. Nesse caso, o clinico deve
utilizad-lo em doses maximas diarias e otimizadas, considerando o valor da MIC (74). Em uma
revisao sistematica de 20 estudos clinicos de pacientes com infec¢fes causadas por patégenos
produtores de carbapenemases, a combinacdo de aminoglicosideos com carbapenémicos
apresentou menor taxa de mortalidade (79). Satlin et al. (80), em estudo retrospectivo de cohort
avaliaram pacientes com bacteridria causadas por K. pneumoniae resistentes aos
carbapenémicos e comparou as taxas de clearance microbioldgico entre polimixina, tigeciclina
e aminoglicosideos em monoterapia, evidenciando que a ultima classe apresentou a maior taxa
(88%), seguido de polimixina (64%) e tigeciclina (36%). Portanto, aminoglicosideos em

monoterapia apresentam potencial para combater patdgenos carbapenémicos resistentes em
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infeccOes urinarias, provavelmente auxiliados pela alta concentragdo que atingem nesse sitio, 0
que ndo acontece com 0s outros dois antimicrobianos.

Para otimizar os aminoglicosideos no sitio pulmonar, esses agentes podem ser
aerosolizados, sendo recomendados no tratamento de pacientes com pneumonia, incluindo as

causadas por microrganismos resistentes aos carbapenémicos (81).

6.4.1. Aminoglicosideos e patégenos produtores de MBLs

Conforme apontado anteriormente, patdgenos produtores de MBLs apresentam
multiplos mecanismos de resisténcia incluindo contra aminoglicosideos, fazendo com que essa
classe de agentes ndo seja efetiva em infeccGes causadas por esses patdgenos. A resisténcia
enzimatica mediada pela 16 SrNA methyltranferases frequentemente esta presente nesses
microrganismos inativando os aminoglicosideos, especialmente pelos patégenos produtores de
NDM (82).

6.5. Tigeciclina

Tigeciclina é uma glicilciclina (derivada da minociclina) que pertence a classe das
tetraciclinas, com atividade bacteriostatica de amplo espectro, incluindo Enterobacteriaceae
produtoras de KPC. Atua na célula microbiana ligando-se a subunidade 30S do ribossomo
blogueando a entrada do RNAy, e consequente produc¢do de proteinas vitais. Suas propriedades
farmacocinéticas mais relevantes sdo um grande VD (7 — 9 L/kg), alta ligacédo proteica (73 — 79
%), excretada principalmente pela via biliar/fecal, longo tempo de meia vida (=40 horas) e baixo
clearance (0,2 — 0,3 L/h/kg) (56).

Existe divergéncia entre os comités para a definicdo dos breakpoints sensivel para a
tigeciclina, sendo definido nos EUA apenas pelo FDA (MIC <2 pg/mL) e o EUCAST apresenta
menor valor (MIC <0.5 pg/mL). A tigeciclina ¢ disponivel apenas para a via intravenosa, em
posologia recomendada de 100 mg (inicial) e 50 mg gq12h como dose de manuteng¢éo. O indice
farmacodindmico que melhor correlaciona a eficécia da tigeciclina € AUC/MIC, e estudo em
pacientes com pneumonia hospitalar e associada a ventilagdo mecénica demonstrou que
fAUC/MIC > 0,9 devem ser obtidos pelos regimes para alcangar maior probabilidade de
eficacia clinica (35,36,56,78,83).

Os clinicos devem ter cuidado ao escolher tigeciclina no combate das infec¢bes nos
diferentes sitios, porque esse antimicrobiano apresenta limitagdes. Seu grande VD causa
concentracdo insuficiente no combate de infec¢Bes de corrente sanguinea, podendo ser inferior

a MIC para o patogeno. O fato de ser excretada primordialmente pela via biliar impede sua
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indicacdo contra patdgenos no sitio urinario. Estudo clinico em pacientes com pneumonia
associada a ventilagdo comparou tigeciclina versus imipenem e demonstrou superioridade do
carbapenémico, causando preocupacao quanto a possivel subdose (21). Outros estudos que
avaliaram regimes de tigeciclina combinados contra infeccdes por patégenos produtores de
KPC demonstraram menor mortalidade ao comparador, entretanto, utilizaram o dobro das
posologias recomendadas em bula. No entanto, posologias diarias maiores que as recomedadas
aumentam as taxas de reacOes adversas alertadas em bula, principalmente as relacionadas ao

sistema gastrointestinal (21,84).

7. Resisténcia bacteriana. Desafio para o desenvolvimento de novos antimicrobianos

O aumento continuo da resisténcia culminando nos atuais patdogenos MDR,
extensivamente resistente aos antimicrobianos (XDR) e resistentes a todos os antimicrobianos
(PDR); a escassez de novos antimicrobianos causada em parte pelo desinteresse da inddstria
farmacéutica em pesquisar novas moléculas; a necessidade do resgate dos ‘“antigos”
antimicrobianos descontinuados na época pela toxicidade e/ou farmacocinética incerta; e 0s
alertas das organizacdes OMS e CDC sobre o grave problema da resisténcia microbiana e suas
consequéncias, foram fatores que sensibilizaram os governos dos EUA e a Unido Europeia a
iniciarem os programas Generating Antibiotic Incetives Now (GAIN) e Innovative Medicines
Initiative (IMI), respectivamente. Embora sejam programas independetes, apresentam objetivos
comuns que incluem oferecer incentivos econdmicos para desenvolver novos antimicrobianos
e reduzir a resisténcia microbiana, acelerar os processos de avaliacdo e liberacdo de novas
moléculas para o uso clinico, formar parcerias publico-privadas para pesquisar novos agentes,
e que contribuiram para o recente langamento dos B-lactamicos combinados com inibidores
enzimaticos (ceftalozane + tazobactan; ceftazidima + avibactan,) e mais de 30 moléculas que

estdo em avaliacdo clinica (85,86).

8. Novos antimicrobianos para o combate de bactérias MDR

e (p-lactamicos + Inibidores de B-lactamases) e g-lactamicos

8.1. Ceftazidima + Avibactam

Cefatzidima + avibactam foi a primeira formulacdo antimicrobiana liberada ap6s a
aprovacao do programa americano GAIN e o FDA revisou e aprovou de forma rapida apenas
com dados de ensaio da fase Il, ndo incluindo pacientes infectados com patdgenos resistentes

aos carbapenemicos (87).



40

Ceftazidima é uma cefalosporina de terceira geracéo que atua ligando-se as PBPs e inibe
a biosintese da parede celular, especialmente na PBP3 das bactérias Gram negativas como
P.aeruginosa. Avibactan ¢ um inibidor de B-lactamase ndo B-lactamico, pertencente a classe
dos diazabicyclooctano (DBOSs) e capaz de inibir reversivelmente as p-Lactamases contendo
serina no sitio ativo, como as de classe A (TEM, SHV, CTX-M, ESBL, KPC), C (AmpC) e
algumas da classe D (OXA-48), resgatando assim a ceftazidima. Entretanto, ndo atua contra as
da classe B (MBLs) e OXAs (23, 40, 51 e 58) de Acinetobacter spp, como também, a
combinacéo apresenta limitada acdo contra anaerobios. Portanto, a combinacéo de ceftazidima
com avibactam veio para atuar nas bactérias produtoras de carbapenemases KPC, OXA-48 e
AmpC. Essa formulagdo esta disponivel em frasco de 2,5 g (ceftazidima: 2 g + avibactan: 0,5
g) administrados por infusdo intravenosa em 2 horas aprazados q8h por 7 — 14 dias, para
pacientes com funcédo renal normal, necessitando ajustar na disfuncéo renal. Atualmente, esse
antimicrobiano estd indicado contra infecgdes complicadas do trato urinario, abdominais e
pneumonias hospitalares e as associadas a ventilagdo mecénica, especialmente causadas por
patdgenos produtores de carbapenemases ndo MBL. A acdo farmacodindmica dessa
combinacdo foi avaliada in vivo em infeccdo de pele e partes moles e pulmédo, sendo
correlacionada com o indice % fT>MIC (88,89).

Embora esse antimicrobiano seja um grande avanco nos ultimos anos para 0 combate
de infec¢cbes causadas por patdgenos Gram negativos produtores de carbapenemases, seu
elevado custo (=R$ 1.700,00/dia) torna-o0 limitado para disponibiliza-lo amplamente nos
hospitais dos paises com baixa renda e em desenvolvimento como o Brasil, em que 0s recursos

financeiros para os sistemas de salde Sa0 escassos.

8.2. Ceftolozane + Tazobactam

Ceftalozane ¢ uma nova cefalosporina, considerada de geragdo avancada, que apresenta
acao bactericida pela inibicao da sintese da parede celular, mediada principalmente pela ligacédo
nas PBP1y, PBP1c e PBP3, diferenciando-a das outras cefalosporinas. Essa acdo diferenciada
fornece cobertura estendida contra muitas Enterobacteriaceae produtoras de ESBL e P.
aeruginosa MDR (90). Estruturalmente é semelhante a ceftazidima, mas apresenta um pesado
anel pirazole que a previne da hidrolise pelas B-lactamases AmpC produzidas pelas P.
aeruginosa, como também, possui um anel aminothiazole e um grupo oxime, os quais conferem
maior estabilidade a agdo das B-lactamases, aumentando asim a a¢&o inibitoria contra patdgenos
Gram negativos MDR. O tazobactam apresenta um anel B-Lactdmico e € um inibidor classico

das p-lactamases, e sua adicdo a ceftolozane forneceu aumento na atividade contra
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Enterobacteriaceae produtora de ESBL (incluindo aquelas resistentes a ceftazidima) e P.
aeruginosa MDR, como também, possibilitou acdo contra Streptococcus e anaerébios como B.
fragilis. Entretanto, ndo apresenta acdo contra patdgenos Gram negativos produtores de
carbapenemases tipo KPC e MBL, e limitada acdo contra Staphylococcus spp e Acinetobacter
spp (91).

Como outros B-lactamicos, a acdo farmacodinamica da ceftolozane correlaciona-se com
o indice % fT>MIC. Esse antimicrobiano est4 disponivel em frascos de 1,5 g (ceftolozane: 1 g;
tazobactam: 0,5 g), que deve ser usado na posologia diaria de 1,5 g q8h em pacientes com
clearance de creatinina >50 mL/min, infundidas em 1 hora, sendo indicado atualmente contra
infecgBes urinérias complicadas e abdominais. Esse atimicrobiano ainda ndo estd aprovado para
o0 tratamento de pneumonias, mas sua potente acdo contra patdgenos Gram negativos MDR
incluindo P. aeruginosa, a alta taxa de cura em pacientes com fibrose cistica e sua boa
penetracdo no liquido de revestimento epitelial (ELF), demonstram grande potencial para
contemplar essa indicacdo. Estudos de PK/PD sugerem que sua posologia deve ser aumentada
para 3 g q8h horas quando utilizado no tratamento de pneumonias. Estudo fase Il (ASPECT-
NP) utilizando ceftolozane + tazobactan em pacientes com pneumonia hospitalar e associada a
ventilacdo mecanica estdo acontecendo, embora outros estudos menores demonstraram sua
eficacia contra pneumonias (92, 93).

O elevado custo diario de tratamento (R$ 891,00; posologia: 1,5 g g8h) também é um
limitante para sua disponibilizacdo ampla nos hospitais de paises com baixa renda e em

desenvolvimento.

8.3. Meropenem + Vaborbactam

Meropenem ¢ um agente -lactdmico carbapenémico estabelecido na clinica ha varios
anos, com amplo espectro de acdo incluindo patdégenos ndo fermentadores e estavel as ESBL.
Vaborbactam ¢ um acido boronico ciclico farmacoforico sem anel B-lactamico, pertencente a
nova geracao dos inibidores ndo suicidas (ligagao reversivel) das f-lactamases, que apresenta
alta afinidade do boronato ao sitio ativo enzimético contendo serina, levando a formag&o de um
complexo covalente e inibicdo das f-lactamases. Apresenta agdo contra as B-lactamases das
classes A, C e algumas da classe D. Estudos in vitro demonstram que vaborbactam reduziu a
MICso do meropenem contra 991 isolados de Enterobacteriaceae produtoras de KPC de 32
png/mL para 0,06 pg/mL e a MICgo de 32 ug/mL para 1 pg/mL (93). Como vaborbactam havia
sido avaliado em estudo clinico com biapenem, seu estudo com meropenem foi iniciado na fase

11 (TANGOL1), e seus resultados sustentaram a recente aprovacdo do FDA em agosto de 2017
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para a indicagdo contra infec¢des urinérias. Outros estudos que avaliam essa combinagdo contra
pneumonia hospitalar e bacteremia estdo acontecendo, e os resultados preliminares demonstram
superioridade sobre os regimes antimicrobianos alternativos. Contra algumas espécies de K.
pneumoniae produtora de KPC com expressao reduzida dos genes codificadores das porinas
OmpK35 e OmpK36, essa combinacdo apresentou agdo diminuida, como também, pequeno
efeito contra A. baumanni produtor de OXA-carbapenemases (86,93).

8.4. (Imipenem + Cilastatina) + Relabactam

Imipenem foi o primeiro agente B-lactdmico carbapenémico descoberto e utilizado na
clinica, e sempre acompanhado de cilastatina para inibir a enzima renal dihidropeptidase, capaz
de hidrolisa-lo por ndo conter o grupamento 1-p-metil na sua molécula. Como os subsequentes
carbapenemicos desenvolvidos, imipenem apresenta alta poténcia, amplo espectro de acédo e
boa estabilidade as B-lactamases ESBL, promovida pela cadeia lateral trans-1-hydroxiethil que
protege por estereoquimica. Relabactam faz parte também dos novos inibidores nido -
lactamicos reversiveis das B-lactamases de serina, analogo dos DBOs com a inclusédo do anel
piperidinico, capaz de inibir as p-lactamases classes A e C. Estudos in vitro da combinag&o
contra isolados de K. pneumoniae produtoras de KPC reduziu a MIC em até 64 vezes, e contra
P. aeruginosa reduziu a MIC de > 16 pg/mL para 2 pg/mL. Entretanto, apresentou pequena ou
nenhuma reducdo nas MICs quando testado contra isolados de K. pneumoniae OXA-48 ou A.
baumannii OXA-23, sugerindo que esse inibidor ndo é significantemente ativo contra a classe
D das B-lactamases, diferente do avibactan. Estudos fase Il foram concluidos com essa
combinacédo (imipenem/cilastatina: 500mg + relabactan: 125 mg ou 250 mg) e obtiveram altas
taxas de resposta clinica (> 95%). Atualmente acontecem estudos de fase Il incluindo
pneumonia hospitalar, pneumonia associada a ventilagdo mecénica, infeccdo abdominal e

infeccbes complicadas do trato urinario (45,86,91,94).

8.5. Cefiderocol

Cefiderocol é uma nova cefalosporina sider6fora com uma cadeia lateral catecol que
liga-se ao ion ferro resultando num complexo, o qual é transportado por processo ativo e difuséo
passiva para 0 espaco periplasméatico, usando o sistema transportador desse ion com
subsequente destruicdo da parede celular. Estudos in vitro mostraram que o cefiderocol € um
dos novos antimicrobianos de potencial mais promissor, apresentando potente acdo contra
varias espécies de patdgenos Gram negativos incluindo Enterobacteriaceae e BGN-nédo

fermentadores, e também produtores de B-lactamases das classes A, B, C e D. Estudo de fase
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Il em pacientes com infecgdo urinaria complicada foi recentemente concluido demonstrando
sua superioridade com o comparador imipenem + cilastatina. Os resultados prévios de outro
estudo fase Il de cefiderocol em pacientes com infecgdes graves (infeccdo de corrente
sanguinea, infeccdo do trato urinario complicada, pneumonia hospitalar e pneumonia associada
a ventilagdo mecénica) causadas por Gram negativos produtores de carbapenemases, e
comparado as melhores terapias disponiveis, demonstram evidente eficacia dessa nova
cefalosporina (93,95,96).

8.6. Aztreonan + Avibactam

Aztreonan ¢ um antimicrobiano B-lactdmico monociclico aprovado pelo FDA desde
1986 para o tratamento de infec¢bes causadas por patdégenos Gram negativos. O fato do
aztreonam ndo ser hidrolisado pelas enzimas MBLs tem despertado grande interesse nos
clinicos diante da falta de opcdes terapéuticas contra patégenos produtores dessa enzima.
Aztreonam é hidrolisado rapidamente pelas ESBL que sdo comuns em muitos patdgenos, como
também pelas enzimas KPCs, quando desprovido do inibidor de B-lactamase. A combinacdo do
aztreonam com avibactan melhora a atividade contra patégenos MDR, fornecendo estabilidade
contra as serino-carbapenemase, MBLs e algumas carbapenemases da classe D. In vitro, a
combinacdo aztreonam + avibactam mostra superioridade ao aztreonam sozinho contra espécies
de Enterobacteriaceae produtora de ESBL, KPC, AmpC e MBLs, entretanto, € menos efetiva
contra P. aeruginosa, e sem atividade contra A. baumanni. Estudos clinicos de fase Il em
pacientes com infeccBes abdominais graves estdo acontecendo. Varios relatos de casos
utilizando aztreonam combinado com ceftazidima + avibactam com posologias empiricas
contra infecgdes causadas por patdgenos produtores de MBLS demonstraram sucesso
terapéutico, entretanto, faltam estudos randomizados controlados, até mesmo para direcionar a

dose e o tempo para administracdo da combinagédo dos antimicrobianos (97-100).

e Antimicrobianos nao f-lactamicos.
8.7. Plazomicina
Plazomicina é um aminoglicosideo derivado da sisomycin e como outros agentes da
classe apresenta atividade bactericida concentracdo dependente, inibindo a sintese proteica pela
ligacdo na subunidade 30S do ribossomo e causando a morte bacteriana. Plazomicin se destaca
dos outros aminoglicosideos porque além de combater patdgenos produtores de ESBL, AmpC

e KPC, o mecanismo comum de resisténcia contra essa classe de antimicrobianos (enzima
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modificadora de aminoglicosideos) ndo consegue atingi-lo. A posologia de plazomicin esta
recomendada em 15 mg/kg a cada 24 horas.

Esse aminoglicosideo € ativo contra Enterobacteriaceae produtora de carbapenemase,
ndo fermentadores e A. baumannii produtor de OXA, resistentes aos outros aminoglicosideos.
Estudo de fase Il que avaliou esse aminoglicosideo acompanhado de monitoramento sérico,
em pacientes com infeccdo de corrente sanguinea, pneumonia hospitalar e pneumonia associada
a ventilagdo mecanica causadas por Enterobacteriaceae produtoras de carbapenemase,
combinado com meropenem ou tigeciclina, plazomicina demonstrou menor taxa de
mortalidade. Em avaliacdo contra infeccdo urindria complicada causada por patdgenos
produtores de KPC, plazomicina também foi superior ao meropenem. Além disso, esse agente
demonstrou boa seguranca ao paciente, apresentando baixas taxas de reacdes adversas, com
menor aumento de creatinina sérica quando compado aos outros aminoglicosideos, e nenhum
caso de ototoxicidade (101, 102).

8.8. Eravaciclina

Eravaciclina ¢ uma fluorociclina sintética de estrutura semelhante a tigeciclina com
largo espectro de acdo contra patégenos Gram positivos, Gram negativos e anaerobios,
incluindo S. aureus resistentes a meticilina, Enterococcus spp resistente a vancomicina,
Enterobacteriaceae produtoras de ESBL, KPC e OXA, sendo considerado o antimicrobiano
mais potente contra A. baumanni MDR. Eravaciclina mostrou ser 2 — 4 vezes mais potente que
a tigeciclina contra Enterobacteriaceae resistente aos carbapenémicos. Entretanto, como outras
tetraciclinas, ndo atua contra P. aeruginosa. Eravaciclina ndo esta sujeita aos mecanismos de
resisténcia para tetraciclinas, como bomba de efluxo e alteracdo nas proteinas do ribossomo.
Outra vantagem importante desse antimicrobiano é ser disponivel em formulagdes intravenosa
e oral, possibilitando a alta hospitalar precoce do paciente ainda em tratamento contra infec¢oes
por patdgenos MDR. Em estudo fase 11l concluido recentemente em pacientes com infeccéo
intra-abdominal complicada, eravaciclina ndo foi inferior ao ertapenem como comparador.
Ainda ndo existe avaliagdo em pacientes com infeccdo pulmonar, mas os estudos com
voluntarios sauddveis mostraram que a concentracdo de eravaciclina no ELF e macrofagos
alveolares foi 6 vezes e 50 vezes maior que no plasma, respectivamente, demonstrando seu
grande potencial para o tratamento de infecgdes pulmonares. Alem disso, eravaciclina foi bem
tolerada pelos pacientes avaliados, ndo existindo nenhum caso da necessidade de suspender o

tratamento por reagdes adversas (103, 104).
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Tabela 2. Atividade dos novos antimicrobianos contra as 3-lactamases.
CTX-M | SHV | TEM | KPC | NDM | VIM | IMP | AmpC | OXA

Ceftazidima
+
Avibactam
Meropenem
+
Varbobactam
Imipenem/Cilastatina
+
Relebactam
Aztreonam
+
Avibactam

Plazomicin

Eravaciclina

Cefiderocol

Verde: atividade in vitro ou in vivo sugere acdo contra patogenos produtores dessas B-lactamases, Amarelo:
atividade in vitro varidvel; vermelho: ndo apresenta atividade in vitro. Fonte: Plazak et al. (86).
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JUSTIFICATIVA

O grande numero de pacientes hospitalizados com graves infec¢bes causadas por P.
aeruginosa multirresistentes (MDR), produtoras ou ndo produtoras de MBL e K. pneumoniae
produtora de carbapenemase KPC, acarretando altas taxas de morbidade, mortalidade e
elevados custos ao sistema de salde; a condicdo impotente dos profissionais de satde frente a
escassez de antimicrobianos eficazes para tratar infeccGes causadas por esses patdgenos; a
obsolecéncia dos antimicrobianos pela disseminagéo crescente da resisténcia microbiana; o alto
custo dos novos antimicrobianos que sdo capazes de combater esses patégenos, entretanto,
inacessiveis a maioria dos centros de saide no mundo; os antimicrobianos desenvolvidos ha
décadas que ainda podem ser opcdes terapéuticas viaveis, exigindo melhores estudos para
resgata-los; os varios estudos recentes que avaliaram tratamentos das infec¢fes causadas por P.
aeruginosa MDR produtoras de MBL e K. pneumoniae produtora de KPC e mostraram
superioridade da terapia combinada sobre a monoterapia, entretanto, ndo apontaram as
posologias adequadas; e a alta complexidade dos estudos clinicos farmacodindmicos que
exigem muitos profissionais de salde e pacientes, longos periodos, grandes investimentos
financeiros, podendo ser substituidos com boa previsibilidade pelas analises de simulacdo de
Monte Carlo.

Diante do exposto, vimos a necessidade de avaliar a agdo sinérgica, por indice da fracdo
da concentracao inibitoria (FICI) e indice de aditividade de Loewe, da fosfomicina com
meropenem contra isolados de P. aeruginosa MDR produtoras e ndo produtoras de MBL e
meropenem com gentamicina contra isolados de K. pneumoniae produtora de KPC-2, e realizar

analises farmacodinamicas para propor as posologias combinadas mais adequadas.
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OBJETIVOS

GERAL

Avaliar a acdo sinérgica das combinagdes antimicrobianas de meropenem com
fosfomicina contra isolados clinicos de P. aeruginosa MDR produtoras e ndo produtoras de
MBL e meropenem com gentamicina contra isolados clinicos de K. pneumoniae produtoras de

KPC-2, e analisar a farmacodinamica identificando as posologias combinadas mais adequadas.

ESPECIFICOS

Avaliar a acdo sinérgica pelo método de FICI das combinacBes de meropenem com
fosfomicina contra isolados de P. aeruginosa MDR produtoras e ndo produtoras de MBL e
meropenem com gentamicina contra isolados de K. pneumoniae produtoras de KPC-2;

Avaliar a acgdo sinergica pelo método de indice de aditividade de Loewe das
combinagbes de meropenem com fosfomicina contra isolados de P. aeruginosa MDR
produtoras e ndo produtoras de MBL, e meropenem com gentamicina contra isolados de K.
pneumoniae produtoras de KPC-2;

Analisar o alcance farmacodindmico dos regimes em monoterapia e terapia combinada
contra isolados de K. pneumoniae produtoras de KPC-2 e P. aeruginosa MDR produtoras e ndo
produtoras de MBL, utilizando o método de simulacdo de Monte Carlo;

Propor regimes combinados de meropenem com fosfomicina contra 19 isolados clinicos
de P. aeruginosa (MBL e ndo MBL) e meropenem com gentamicina contra 18 isolados clinicos

de K. pneumoniae produtoras de KPC-2, os quais fornecam o maior alcance farmacodinamico.
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Abstract

Objectives: Fosfomycin combined with other antimicrobials showed good efficacy
against multidrug-resistant (MDR) bacteria in both in vitro and clinical studies;
however, fosfomycin combination has not been tested against metallo-B-lactamase
(MBL)-producing Pseudomonas aeruginosa. The objective is to determine synergism
and optimal intravenous dosing regimens of fosfomycin with meropenem against

MDR and MBL-producing P. aeruginosa.

Methods: MICs of both antimicrobials were determined by checkerboard and
analyzed by two synergism tests in 19 clones of P. aeruginosa isolates, of which ten
were MBL-producers. A pharmacodynamic (PD) analysis was performed for
meropenem (1g g8h, 1.5g g6h, 2g q8h) and fosfomycin (4g q8h, 4g q6h, 6g q8h, 8g
g8h) regimens with dose reduction in renal impairment by determining the probability
of target attainment for target PD indices of meropenem (% fT>MIC: 240%) and

fosfomycin (fAUC24n/MIC: 240.8).

Results: The combination reduced MICso and MICgo by 8-fold. Seven (44%) isolates
with MICs value in intermediate or resistant ranges became sensitive to meropenem.
Of the MBL-producing isolates, the combination resulted in 40% isolates becoming
sensitive to meropenem. Meropenem regimens reached PTA 290% (MIC= 4ug/mL)
in 6 (32%) isolates as monotherapy, and 13 (68%) isolates when combined with
fosfomycin. All monotherapy fosfomycin regimens did not reach PTA 290% (MIC=
16pg/mL). When combined with meropenem, fosfomycin regimens reached PTA 2

90% in 14 (74%) isolates.

Conclusions: The increase in pharmacodynamic activities resulting from the

synergistic action of meropenem with fosfomycin demonstrates the potential
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relevance of this combination to fight infections caused by MDR and MBL-producing

P. aeruginosa.
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Introduction

Being an opportunistic, non-fermenting Gram negative bacillus, P. aeruginosa
is a common cause of nosocomial infections in mainly immunocompromised patients
at various sites of infection including pneumonia, abscess, meningitis, urinary tract
infections, and catheter-associated infections (1). The adaptive capacity of this
pathogen to survive in a low nutrient medium, the presence of several mechanisms
of resistance to many antimicrobials including intrinsic, acquired or adaptive
resistance, virulence factors and their capacity to form biofilm, favor their survival in
various media and contribute to high pathogenicity and high mortality rates in the

infected patients (2, 3).

Among the various types of resistance produced by P. aeruginosa, the
enzymatic mechanism by metallo-3-lactamases (MBLSs) is the most challenging one
because MBLs are capable of hydrolyzing carbapenems and yet there is no clinically
effective antimicrobial to combat MBL-producing pathogens. The MBLs belong to
class B B-lactamase, which confers drug resistance to the maijority of B-lactam
antimicrobials (except aztreonam) by hydrolysis through the divalent metals.
Characteristics like carbapenen degradation, B-lactamase inhibitor resistance, high
capacity gene transfer through plasmids and transposons, and most importantly the
lack of effective therapeutic options make the pathogen carrying MBLs a tremendous

challenge to treat (4, 5).

Combination therapy provides an alternative to the reduced arsenals of
effective monotherapy antimicrobials (6). Some studies have shown that the
combination of two or more types of antimicrobial drugs results in a synergistic effect,

reducing the risk of inappropriate empirical therapy and resistance development.
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Currently, combination therapy is recommended primarily against carbapenemase-
producing bacteria, including non-fermenting microorganisms such as P. aeruginosa
(7-10). However, the literature is still lacking on the choice of effective antimicrobial
combinations against MBL-producing P. aeruginosa. Among several potential
combinations, meropenem with fosfomycin can achieve good microbiological results
(10, 11). There are clinical studies that utilized antimicrobial combinations with
fosfomycin against MDR P. aeruginosa and demonstrated a 90% therapeutic

success (12).

Meropenem binds to penicillin binding proteins in the periplasmic space,
preventing peptidoglycan biosynthesis and viable cell wall production (13).
Fosfomycin binds to the enzyme UDP-N-acetylglucosamine enolpyruvyl transferase,
preventing the production of peptidoglycan and inhibiting cell wall biosynthesis (14,
15). The inhibition of peptidoglycan production by meropenem and fosfomycin at
different stages of its biosynthesis and the rupture of the outer membrane can
theoretically result in synergism of activities between these two antimicrobials. Faced
with the scarcity of effective antimicrobials against MBL-producing microorganisms,
the aim of this study is to evaluate the pharmacodynamic attainment by Monte Carlo
simulation of combined fosfomycin and meropenem intravenous dosing regimens

against non-MBL- and MBL-producing P. aeruginosa clinical isolates.

MATERIALS AND METHODS

Microbiological organisms

A total of 547 isolates of P. aeruginosa were consecutively recovered for two
years from different patients from two teaching hospitals (HU/AHC complex, affiliates

of the State University of Londrina, Parana, Brazil), which have a total of 540 beds
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and constitute a medical reference center that provides health care services to a
metropolitan region of more than 1 million in population. Nineteen of these clinical
isolates were included in the study based on the following criteria: presence or
absence of the different MBL’s enzymes, different molecular typing, and different
meropenem MICs (from sensitive to highly resistant), thus selecting isolates with
large variability. The selection process of the eighteen isolates, starting from the total
of the 547 initial isolates, identified by the MicroScan WalkAway automated system
(Dade Behring Inc, West Sacramento, CA, USA), started from 141 isolates resistant
to ceftazidime and sensitive or non-sensitive to carbapenems (meropenem or
imipenem), of which 45 isolates expressed MBL enzymes by phenotypic tests
(double-disk synergy test; Etest MBL), as confirmed by PCR-Multiplex [blaspm-1 (43
isolates); blaive-16 (2 isolates)] (16-18). These MBLs positive isolates were analyzed
by pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) which demonstrated the presence of nine
different clones. In order to increase diversity among the analyzed samples, one
isolate from each clone was selected, blaspm-1 (7 isolates) and blaime-16 (2 isolates)
(19). The 96 non-MBL isolates were analyzed by the enterobacterial repetitive
intergenic consensus polymerase chain reaction (ERIC-PCR) method and
subsequently evaluated by BioNumerics version 7.6.1; nine different clones with
different MICs for meropenem (from sensitive to resistant) were selected from this
group (20). One strain of P. aeruginosa encoding the gene blacim-1 (isolate 73-5671)
was also included (21). In view of the large number of non-MBL isolates (96 isolates),
the ERIC-PCR method was chosen to analyze them, since it presents a low cost,

shorter analysis time and comparable efficiency as the PFGE method.
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Evaluation of combined antimicrobial activity.

Meropenem (AstraZeneca, Cotia, Sdo Paulo, Brazil) was donated by the State
University of Maringa Hospital. Fosfomycin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) was
purchased from Lab Company (Londrina, Parand, Brazil). Fosfomycin was dissolved
in water at 10 mg/mL and stored at 20°C, and meropenem solutions were prepared

at the same concentration on the day of experimentation.

The antimicrobial activity of the combination of meropenem and fosfomycin
against each isolate was evaluated by checkerboard method. Each P. aeruginosa
isolate was analyzed in triplicate using 96-well microdilution sterile plate containing
MHB-CA, at several concentrations of meropenem and fosfomycin, alone or
combined. Each well was dispensed a standard 0.5 McFarland inoculum which gave
a final concentration of 5x10° CFU/mI, and incubated at 37°C for 24 hours. The MICs
of the antimicrobials alone or in combination were determined for each isolate. The
interpretation of the sensitivity, the MIC results of meropenem were performed using
the breakpoint values for P. aeruginosa according to the CLSI (susceptible: < 2
pg/mL; intermediate: 4 pg/mL; resistant: = 8 pg/mL). For quality control test, the strain
of P. aeruginosa ATCC 27853 (American Type Culture Collection, Rockville,
Maryland, USA) was used. The concentration ranges of meropenem and fosfomycin

tested were 0.015 to 2,048 and 0.5 to 2,048 pg/mL, respectively.

The fraction inhibition concentration index (FICI), based on the checkerboard

results, was used to classify combination antimicrobial efficacy:

MIC (meropenem combination) MIC (fosfomycin combination)

FICI =

MIC (meropenem) MIC (fosfomycin)

The classification of the combination antimicrobial effect by FICI is as follows:

FICI < 0.5, synergistic; 0.5 < FICI < 4, indifferent; and FICI > 4, antagonistic (22). The
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MICso and MICgo of the antimicrobials as monotherapy or in combination were the

MICs required to inhibit 50% and 90% of the 19 isolates, respectively.

The results of the checkerboard were used in the analysis of synergism of two

antimicrobials by Loewe additivity method, using the following equation:

_(MIC (meropenem combinado) MIC (meropenem combinado) N
MIC meropenem puro MIC gentamicina pura *

The classification of the effects of the antimicrobial combination is based on
the value of the Loewe additivity index, represented by a in the equation. If the value
of ais 0, > 0 or <0, the antimicrobial combination is classified as additive, synergistic

or antagonistic, respectively (23).

Pharmacodynamics of meropenem and fosfomycin antimicrobial activities

PK/PD studies have shown that the antimicrobial activities of meropenem and
fosfomycin are best characterized by the following pharmacodynamic indices:
percentage of time in a 24-h duration at which the free drug concentration remains
above the MIC (% fT>MIC); and the ratio of the area under the free drug-
concentration vs. time curve over 24 hours and MIC (fAUC24n/MIC), respectively.
Their target values were %fT>MIC = 40% for meropenem and fAUC24n/MIC = 40.8 for

fosfomycin (24, 25).

The pharmacodynamic analysis of meropenem and fosfomycin regimens and
respective ranges of renal function, are described as follows: meropenem (1g g8h,
1.5g g6h, 2g g8h for creatinine clearance [CLc] >50 mL/min; 1g q12h, 1g g6h, 29
g12h for CLcr >25 — 50 mL/min; 500mg gq12h, 500mg q6h, 1g q12h for CLcr 10 — 25

mL/min; 500mg g24h, 500mg q12h, 1g g24h for CLcr <10 mL/min) regimens for two
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infusion durations (0.5 h or 3 h), and fosfomycin (4g g6h, 4g g8h, 8g q8h for CLcr >40
mL/min; 30% dose reduction for CLcr 20 — 40 mL/min, 50% dose reduction for CLcr 10
— 20 mL/min; 70% dose reduction for CLcr <10 mL/min) (26) as 0.5 h infusion were
performed for monotherapy or combined therapy, against MICso and MICgo of the
isolates. For meropenem, which is a time-dependent antimicrobial, the goal is to find
a regimen that maintains drug concentration for a longer period of time above MIC
when administered in fractional doses and by extended infusion, thus providing better
therapeutic results. Therefore, the more frequent meropenem dosing regimens of
g6h and prolonged infusion duration of 3 hours were included in the analysis (27, 28).
For fosfomycin, whose pharmacodynamic index is characterized by AUC/MIC and is
not affected by the duration of infusion, a 0.5 hour infusion time was used for all

dosing regimens, as recommended by the manufacturer.

Pharmacokinetic model and exposure of meropenem and fosfomycin

The height and body weight relationship for a 50/50 ratio of adult male to
female virtual population consisting of approximately 10,000 individuals per renal
function category were simulated as described previously (29-31). CLcr was
simulated assuming uniform distribution (for meropenem: >50 mL/min, >25 — 50
mL/min, 10 — 25 mL/min, <10 mL/min; for fosfomycin: >40 mL/min, 20 — 40 mL/min,
10 — <20 mL/min, <10 mL/min) (32). The corresponding serum creatinine was
subsequently back-calculated from the Cockroft-Gault equation from creatinine

clearance values (33).

The population pharmacokinetic model for meropenem was a one-
compartment model by Muro et al. (34), which was previously shown to best predict
free meropenem drug concentrations in critically ill patients (35). The relationship

between serum creatinine (SCr) and meropenem clearance is such that: CL(L/h) =
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SCr

-1
F] with a 52.1% coefficient of variation (CV%). The average volume of

11.1 x[

distribution was 33.6 L. Protein binding for meropenem was 2%.

The population pharmacokinetic model for fosfomycin was a two-compartment
model parameterized on CL, V¢, volume of peripheral compartment (Vp) and
intercompartmental clearance (Q). The population pharmacokinetic model of
fosfomycin in critically ill patients from Parker et al. (36) was used to simulate virtual
patient profiles. Their model reported seven inter-occasion CL parameters. For the
purpose of simulation, the highest CL value was used in order to avoid predicting
high fosfomycin concentration. Both CLcr and body weight were influential covariates.
The equations for the population CL and Vc incorporated these two covariates:

CL (L/h) = 5.57 x (CL.+/90) and V(L) = 26.5 x (WT/70)%75. Vp and Q were 22.3 L
and 19.8 L/h, respectively. Interindividual variability was incorporated to CL and Vc,
assuming log-normal distribution of both parameters with CV of 91.9% and 39%,

respectively. Fosfomycin has negligible plasma protein binding (37, 38).

For meropenem, the percentage of the 10,000 virtual concentration-time
profiles that achieve 40% fT>MIC over 24-h duration was determined for the three
meropenem dosing regimens for infusion durations of 0.5 h or 3 h in the computation
of probability of target attainment (PTA). For fosfomycin, PTA was computed in
10,000 area under the concentration-time curve (AUC) computed from the simulated
profiles for each dosing regimen and evaluated by the percentage of virtual profiles
that reached fAUC/MIC = 40.8. Cumulative fraction of response (CFR) was defined

as the sum of the frequency of isolates at each MIC multiplied by the PTA.

The simulation of population pharmacokinetic models was carried out using

RxODE package (39). AUC was computed using the trapz function in caTools
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package (40). Computations of PTA and CFR were performed with user-defined
codes. All simulations, integrations and probability computations were carried out in

R 3.5.0 (41).

RESULTS

In vitro susceptibility and synergistic test

The collection consisted of 19 P. aeruginosa clinical isolates from different
clones identified by PFGE or ERIC-PCR, of which 10 were MBL producers [9 isolates

this study and 1 isolate from another study (21)], characterized by multiplex PCR.

Table 1 presents the sensitivity profile of the isolates to meropenem and
fosfomycin in monotherapy or combination therapy, as well as the results of the
synergism tests. The isolates showed a range of meropenem and fosfomycin MIC
values from 0.25 to 1024 pug/mL and 32 to 512 pg/mL, respectively. The MICso and
MICgo0 were 16 and 512 pg/mL for meropenem; and 128 and 512 pg/mL for

fosfomycin, respectively.

Only three (16%) isolates (PA-114; PA-64; PA-69) were sensitive to
meropenem in monotherapies; of the MBL isolates, hone were sensitive to
meropenem according to the CLSI breakpoints. Combination antimicrobials
significantly reduced MICs values of 18 (95%) isolates, up to 1/32 and 1/512 of the
monotherapy MIC for meropenem and fosfomycin, respectively, as well as reducing
MICso and MICgo to 1/8. The reduction in MIC values resulting from the combination
of antimicrobials was quite pronounced that it shifted isolates previously classified as
resistant and intermediate in monotherapy to within the sensitive range. Of the 16
isolates with MIC values greater than the susceptible breakpoints for meropenem, 7

(44%)) isolates presented MIC values less than or equal to susceptible breakpoint
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values, when the two antimicrobials were combined. The MBL-producing isolates
showed a greater reduction of MIC values with the two-agent combination, when
compared to the non-MBLs isolates, resulting in MIC values of up to 32- and 512-fold
reduction for meropenem and fosfomycin against the MBL isolates, respectively.
However, among the non-MBL isolates, the maximum MIC decrease was only 16-fold

for both antimicrobials.

The synergistic action of the combination of meropenem and fosfomycin was
exhibited against the majority of the MBL and non-MBL producers, as evaluated by
two criteria for synergism. Of the 19 isolates, the FICI analysis showed synergism in
15 (79%), indifferent in 4 (21%), and no antagonism; while Loewe Additivity Index
criteria resulted in synergism for 18 (95%) isolates and only one isolate presented

antagonism.

Pharmacokinetics-pharmacodynamic simulation

Figure 1 shows the PTA (fAUC/MIC 240.8) achieved by the 4 different
fosfomycin intravenous regimens (4g g8h, 4g g6h, 6g q8h, 8g q8h) and the reduced
doses in percentages (30%, 50%, 70%) according to stages of renal impairment
based on the CLc¢r ranges (20 - 40 mL/min; 10 - <20 mL/min and <10 mL/min),
respectively, against MIC values and the respective frequencies of the isolates, in

both monotherapy and combination therapy.

For patients with Cler > 40 mL/min, all fosfomycin regimens reached PTA 2
90% at least for MIC of 16 pug/mL, and the two biggest fosfomycin monotherapy
dosing regimens achieved PTA = 90% for MIC of 32 pg/mL. The synergistic action of
the combined fosfomycin and meropenem regimens was evident. Fosfomycin

regimens (6 g q8h, 8 g g8h) in monotherapy achieved PTA = 90% at MIC of 32
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pg/mL against only two (11%) isolates; however when combined with meropenem,
the same regimens achieved PTA = 90% at MIC of 32 ug/L against 17 (89%)
isolates. Reductions in fosfomycin doses in patients with renal impairment (CLcr <40
mL/min) did not reduce the MIC values to reach PTAs = 90%; rather higher MIC
breakpoints were achieved. As an example, the fosfomycin regimen of 8 g q8h for
CLecr >40 mL/min reached PTA > 90% for MIC of 32 ug/mL; when the dosing regimen
was reduced by 30% and 50% for CLcr ranges (20 - 40 mL/min, 10 - <20 mL/min),

respectively, PTA = 90% was achieved for MIC of 64 ug/mL.

Figure 2 shows the PTA achieved by fosfomycin in a worst-case scenario
(fAUC/ MIC 2193) for the same fosfomycin regimens and reduced daily doses in the
respective CLcr category in both monotherapy and combination settings as that in
Figure 1. Considering that the evaluated target was almost 5 times higher than the
original target (fAUC/MIC 240.8), the PTA achieved in this scenario were much
lower, as expected. For patients with CLcr >40 mL/min, fosfomycin regimens reached
PTA =290% only at a MIC value of 4 ug/mL, and only the higher regimen (fosfomycin
8 g q8h) achieved PTA = 90% for MIC of 8 ug/mL. Coverage of monotherapy or
combination therapy regimens against the amount of isolates was also significantly

reduced, including the other adjusted doses for lower CLcr ranges.

Figure 3 shows the PTA achieved by the different meropenem regimens used
for the respective CLcr ranges: 1g q8h, 1.5g q6h, 2g q8h for CL¢r > 50 mL/min; 1 g
gl2h, 1 g q6h, 2 g g12h for CLcr >25 - 50 mL/min; 0.5 g q12h, 0,5 g g6h, 1 g q12h for
CLer 10 - 25 mL/min, 0.5 g g24h, 0,5 g q12h, 1 g g24h for CLcr < 10 mL, infused over
0.5 h or 3 h against incremental MIC values and the respective frequency of the

isolates, in both monotherapy or combination therapy.
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In patients with CLcr >50 mL/min wherein dose reduction was not required, all
evaluated regimens achieved PTA = 90% for MIC of 4 ug/mL, which is considered an
intermediate breakpoint according to the CLSI criteria. The two highest regimens
administered as 0.5 h or 3 h infusion achieved PTA = 90% for MIC of 8 pg/mL
(resistant breakpoint according to CLSI), and the meropenem regimen 1.5 g q6h
given as 3 h infusion achieved PTA = 90% for MIC of 16 pg/mL, which is considered
a high MIC value. The synergism of combination meropenem regimens was also
evidenced in these pharmacodynamic analyses. All meropenem monotherapy
regimens achieved PTA = 90% against only 6 (32%) isolates at MIC of 4 pug/mL;
however when combined with fosfomycin, these regimens reached PTA = 90% for
the same MIC value against 13 (68%) isolates. The meropenem dose regimens (1.5
g6h; 2 g q8h) in monotherapy achieved PTA = 90% up to MIC of 8 ug/mL covering 9
(47%) isolates; however when combined, they achieved PTA = 90% at the same MIC

value against 14 (74%) isolates.

The reduction in the daily dose of meropenem in patients with CLcr <50
mL/min did not result in a decrease in the pharmacodynamic coverage; instead there
was even some improvement. Of the meropenem regimens infused in 0.5h evaluated
in patients with CLcr >50 mL/min, PTA = 90% was achieved for a maximum MIC of 8
pug/mL; however, in patients with CLcr <10 mL/min for which daily doses of
meropenem infused 0.5h were significantly reduced, nevertheless all regimens

achieved PTA= 90% against MIC of 16 pug/mL.

Table 2 shows the PTAs achieved by monotherapy and combination therapy
regimens for the pharmacodynamic indices for fosfomycin at 40.8 fAUC/MIC (CLcr
>40 mL/min) and for meropenem at 40% fT> MIC (CLcr >50 mL/min) against MICso

and MICgo from the collection of multidrug resistant P. aeruginosa. All monotherapy
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regimens did not reach the appropriate PTA (PTA 290%) against MICso and MICgo.
However in combination, the three largest fosfomycin regimens and all meropenem
regimens evaluated against MICso achieved PTAs = 90%. Against MICgo, Nno

fosfomycin or meropenem regimen achieved PTA> 90%.

Table 3 shows the CFR for each dosing regimen of fosfomycin at 40.8
FAUC/MIC (CLcr >40 mL/min) and meropenem at 40% fT>MIC (CLcr >50 mL/min) as
monotherapy and combination therapy. The meropenem or fosfomycin regimens
evaluated as monotherapy provided a probability of no more than 65% CFR.
However, all combined fosfomycin regimens provided a CFR = 81%; the 8g q8h
regimen resulted in 91% CFR. The four meropenem regimens (0.5h-infusion: 1.5¢g
g6h, 2g q8h; 3h-infusion: 1.5g q6h, 2g q8h) resulted in CFR = 79%, based on the

distribution of MIC values in the combination with fosfomycin.

Table 4 shows the PTA (%) provided by the meropenem regimens at 40% fT>
MIC according to the minimal inhibitory concentrations, the duration of intravenous
infusion (0.5 h or 3 h) and creatinine clearance. Meropenem regimens (for example,
1 g q8h as 0.5-h infusion), when increased to 1.5 g g6h as 3 h infusion in patients
with CL¢r >50 mL/min against MIC of 16ug/mL, provided a significant increase in PTA
from 61.6% to 90.7%, respectively. However, it is noticeable that prolonged infusion

effect on PTA became less important with the reduction in CLcr values.

DISCUSSION

MBLs are not inhibited by tazobactam, sulbactam, clavulanic acid, avibactam
or vaborbactam, and have the capacity to enzymatically degrade carbapenems,
which are the antibiotic of last resort (42, 43). These properties make MBLs a major

concern for healthcare professionals. This study is the first to evaluate the presence
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of synergism of meropenem and fosfomycin against isolates of MBL- and non-MBL-
producing P. aeruginosa including the pharmacodynamic action achieved by the

antimicrobial combination, which strongly suggested synergism of activities.

Although the FICI is one of the most common methods to evaluate the in vitro
synergism of antimicrobial combinations, we also analyze the synergic action of the
combination by Loewe Additivity Index method that is based on the theory of the
surface model (22, 23). The purpose of evaluating by two mathematical methods was
to provide more veracity and robustness to the results of the synergism tests, since it
is still a scientific challenge to classify synergistic activities of two or more drugs (8,
44). The two methods showed comparable results, demonstrating that the
combination of meropenem with fosfomycin was synergistic for the majority of

isolates for both methods.

In three isolates (PA-87, PA-149, PA-114), the antimicrobial combination were
classified by FICI as indifferent and by the Loewe Additivity Index as synergistic.(22,
23) . If we exclude the three meropenem-sensitive isolates (PA-114, PA-64, PA-69),
which were included in the study to provide larger variability of sensitivity but would
not be treated clinically by antimicrobial combination, the percentages of synergism
would be even better, reaching 100% and 87.5% by Loewe Additivity Index and FICI,

respectively.

All isolates harboring MBLs exhibited synergism for the combination by the
two tests used, however in the non-MBLS, 4 isolates were indifferent to the FICI test
and 1 isolate was antagonistic by Loewe's Additivity Index. Numerically, the most
pronounced synergistic action of the combination was against MBL-producing P.
aeruginosa, which demonstrated a median reduction of 8-fold versus only 4-fold for

the non-MBL isolates. In view of the limited number of new antimicrobial agents and
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the rapid rise in bacterial resistance, combination therapy with two or more agents in
optimized regimens using PK/PD approach has become a viable alternative to
rescue these “old” antimicrobials, and to combat multidrug-resistant Gram-negative

bacteria (8, 45, 46).

The current study is an important addition to the experience of fosfomycin
combination against MBL. All fosfomycin dose regimens evaluated achieved a
pharmacodynamic index (AUC/MIC = 40.8) with PTA = 90% at MIC = 16 ug/mL, thus
suggesting that this value would have potential for PK/PD breakpoint sensitive
against P. aeruginosa, since both committees (CLSI and EUCAST) do not provide
breakpoints for fosfomycin against P. aeruginosa. Coincidentally, Okazaki et al in an
in vitro study evaluating the synergism of fosfomycin in combination with other
antimicrobials against multidrug-resistant P. aeruginosa and used MIC < 16 pg/mL as
sensitive breakpoint for fosfomycin, but the author did not explain why he chose this
value (47). The higher pharmacodynamic reach provided by higher regimens (6 g
g6h; 8 g q8h) reaching PTA> 90% against MIC = 32 pug/mL, shown also by our study,

suggest a possible better coverage with higher fosfomycin dosing regimens.

Although our results are close to the EUCAST's susceptible breakpoint for
fosfomycin against enterobactereaceae (<32ug/mL), we need to be careful to
evaluate them before proposing any recommendations. The pharmacodynamic index
of fosfomycin used in our evaluation (AUC/MIC 240.8) originated from a neutropenic
mouse infection model study that used only one clinical isolate of P. aeruginosa
which does not harbor MBLs. The same study evaluated 5 isolates of E. coli and
provided a wide variation of AUC/MIC with range from 27.5 to 193 (24). Thus, we
performed another pharmacodynamic evaluation using the worst result against E. coli

(AUC/MIC 2193), and the maximum reach by all fosfomycin regimens with PTA
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290% was at MIC of 4ug/mL, and only fosfomycin 8g q8h reached PTA 290% at MIC
of 8 yg/mL. This variability demonstrates that we need new studies and more robust

data to propose a PK/PD breakpoint for fosfomycin against P. aeruginosa.

Evaluation of PTA of fosfomycin alone or in combination therapy clearly
demonstrates the synergistic action between the two antimicrobials. All fosfomycin
monotherapy regimens did not reach PTA = 90% at MIC = 16 pug/mL for any
challenged isolates; however, the three major regimens combined with meropenem
achieved PTA = 90% for 14 (74%) isolates, thus demonstrating greater coverage
when combination therapy is used. These results are consistent with other in vitro
and clinical studies demonstrating the increased action of fosfomycin in combination
with other classes of antimicrobials, due to their different mechanisms of action,
supporting the clinical adoption of antibiotic combination with fosfomycin (11, 48-50).
Pharmacodynamic assessment also showed that the reach of the PTA was
maintained or even increased, even with reduction in the daily dose of fosfomycin for
CLecr =40 mL/min. Therefore, the regimens proposed by the manufacturer for renal
dysfunction are well determined to achieve comparable PTA; the reduced regimens

do not expose patients with renal impairment to subtherapeutic dose.

The reason for recommending fosfomycin in combination in the treatment of
severe infections is due to its great capacity for synergism with other agents, as
demonstrated in this study, and the possibility of developing resistance during
treatment when used as a single agent (51). There are several resistance
mechanisms capable of reducing the sensitivity of fosfomycin (52). Hamou-Segarra
et al. evaluating P. aeruginosa mutant isolates defective in several components of
the peptidoglycan recycling system exposed to fosfomycin and imipenem alone or in

combination, showed that hyperproduction of ampC significantly increased
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susceptibility to fosfomycin (53). Using a hollow fiber infection model, Drusano et al.
evaluated meropenem and fosfomycin against P. aeruginosa with high inoculum
(8.18 logio CFU/mL), and demonstrated that the combination resulted in significant
synergism and was also able to contain the amplification of the subpopulation of
resistant mutants for both antimicrobials; the authors speculated that the different
mechanisms of action of the agents and the ampC hyperproduction, commonly
expressed in the presence of carbapenems, could be responsible for these positive

effects (54).

The PTA analysis for meropenem monotherapy showed that the evaluated
regimens reach higher MIC values than the CLSI breakpoint for sensitive criteria (< 2
png/mL). The fact that all meropenem dose regimens in monotherapy achieved PTA =
90% for MIC of 4 pg/mL (an intermediate breakpoint by CLSI) and the regimens (1.5
g g6h, 2 g g8h as 0.5 or 3 h infusion) achieved PTA = 90% for MIC of 8 pg/mL
(resistant breakpoint by CLSI), demonstrates the possible existence of greater
margins in the meropenem regimens to be exploited against higher MICs, and may
also justify the greater value of the resistant breakpoint (> 8 ug/mL) as defined by the
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) for this
carbapenem (55). In addition, PK/PD simulations can be used to determine
individualized meropenem regimens against MDR infection, for example using

prolonged infusion duration (56, 57).

To maximize antimicrobial activity of time-dependent agents (% fT>MIC) with
short half-life, such as meropenem and other beta-lactams, the following strategies
are normally used: increasing the conventional doses by maintaining the intervals
between doses; keep conventional doses or even reduce them, administering more

frequently; increase intravenous infusion time; or the combination of these
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approaches. These changes in the conventional regimes, called optimization, are
beneficial because they maintain the free concentration of antimicrobial above the
MIC, thus providing greater bacterial killing power, less chance of selecting resistant
isolates, lower antimicrobial and treatment costs, and better therapeutic results, as

demonstrated by in vitro, animal and clinical studies (58, 59).

The three strategies were used in our pharmacodynamic evaluation. Its
positive effects favoring the increase of the PTA were clearly noticed in patients with
CLcr > 50 mL/ min and against the less susceptible MICs; however, this advantage
decreased with increasing renal impairment because the drug half-life is increased in
this patient population wherein fAUC/MIC becomes the predominant
pharmacodynamic characteristics (60). Results similar to ours were demonstrated by
Zelenitsky et al. who compared bolus versus extended infusions of
piperacillin/tazobactam (another beta-lactam) and found that prolonged infusions is
advantageous only to less susceptible pathogens (MIC 232 ug/mL) (61); Isla et al.
evaluating meropenem regimens in different ranges of renal function by Monte Carlo
simulation, observed in patients with CLcr of 100 mL/min that 2 g g8h-infusion 0.5 h
versus 2 g g8h-infusion 3 h provided % fT>MIC of 40% for MICs of 8 and 16ug/mL,
respectively, and for patients with CLcr of 35 mL/min, both infusion durations provided
coverage for the same MIC (32 ug/mL) (62). These results suggested that the
extended infusion should not be used in a generalized way, and should be preceded
by careful evaluation of the factors involved, which may contribute to the therapeutic

success against less susceptible pathogens and empirical treatments.

The comparison between the PTAs of the meropenem in monotherapy and
combination therapy regimens, demonstrates the importance of the addition of

fosfomycin to potentiate the action of meropenem, thus recovering the utility of the
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carbapenem. Considering the PTA > 90% in MIC = 8 pg/mL, the combined regimens
of meropenem (1.5 g g6h; 2 g q8h) infusion in 0.5 h and 3 h resulted in a 57%

increase in the coverage of the isolates, when compared to monotherapy.

Fosfomycin should be combined with other antimicrobial when treating
complicated upper urinary tract infections (e.g. pyelonephritis) and complicated
systemic infections also in order to prevent the development of resistance during
treatment (45). Fosfomycin activity is also enhanced in an acidic environment (63).
Okazaki et al. analyzed the in vitro synergy in activity of fosfomycin combined with 8
antimicrobials in pairs by an efficacy time index assay against 30 isolates of
multidrug-resistant P. aeruginosa and showed that the combination of fosfomycin
with meropenem obtained the second best result in 76.6% of the isolates, being only
0.1% lower than the best result (47). Kastoris et al. surveyed in vitro studies of
synergism of fosfomycin combined with other antimicrobials against P. aeruginosa
and in one of these studies, fosfomycin showed synergism in 70% of the isolates
when combined with either aztreonam, cefepime, ceftazidime, gentamicin, imipenem
or levofloxacin (64). In a clinical study, Mirakhur et al followed 15 patients with
pulmonary exacerbation due to cystic fibrosis colonized by multidrug-resistant P.
aeruginosa treated with 5g g8h fosfomycin in combination with other antimicrobials in
pairs, including meropenem, obtained clinical improvement in 93% of the patients
(65). In a clinical case, Seijas et al. reported a successful treatment of a septic
patient caused by New Delhi MBL-producing Morganella morgani sensitive to
fosfomycin alone, using the combined regimen of meropenem 2g gq8h and fosfomycin

49 q8h (66).

The pharmacodynamic evaluations including the MICs provided by the

combination of these agents indicate a potential to restore the activities of these
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antimicrobials. The shift in MIC in the combination resulted in meropenem sensitivity
in 44%, allowing PTA = 90% for all meropenem regimens and for the three biggest
fosfomycin regimens against MICso. The estimation of the marginal PTA of
meropenem against P. aeruginosa in the current study was conservative, given that
the selection process for the bacteria had a propensity towards isolates with higher
MIC values than the actual distribution in the general population. In fact, the higher
clinical dose in the combination of meropenem and fosfomycin would exceed the
PTA for the more common P. aeruginosa infections. The results reinforces the
potential to restore utility of these antimcirobial agents through combination strategy
against infections caused by MDR bacteria (67). Although the methods of evaluation
of synergism in vitro sometimes present controversial clinical reproducibility, Jean et
al., evaluating the combination of tigecycline and imipenem/cilastatin in 28 patients
with ventilator-associated pneumonia due to extensively drug-resistant (XDR)
Acinetobacter baumannii, demonstrated a good correlation between checkerboard
test and the lowest 30-day mortality of the patients treated with this combination (68).
Comparing the synergistic action between antimicrobial combinations against
extended-drug-resistant A. baumannii, Bremmer et al. also demonstrated by
checkerboard and clinical study that the combination consisting of minocycline with
colistin was superior to meropenem with colistin, with microbiological eradication in
88% of the patients vs 30% (p = 0.025), respectively (69). These studies support the
use of checkboard information in the PTA determination to optimize combination
dosing regimens in the clinical settings where no monotherapy option is available for

MDR infections.

The limitation of this study is the small number of clinical isolates evaluated.

However, they started from a large initial number of isolates (547 units) collected
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from two large health centers in the southern part of Brazil, and those 19 isolates
selected are from different clones analyzed molecularly. In addition, 10 of the 19
isolates are MBL producers identified by molecular analysis, which made it possible

to compare behavioral synergistic differences between MBL and non-MBL isolates.

In conclusion, the favorable results for meropenem and fosfomycin
combination were observed through synergism analysis and PK/PD evaluation. The
current study demonstrated that the use of the two-antimicrobial combination through
dose optimization has the potential to combat infections caused by cabapenem-

resistant P. aeruginosa, even against those MBL-producing isolates.
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Figure legends

Figure 1: MIC frequency of 19 P. aeruginosa clinical isolates (non-MBL and MBL-
producing) in incremental fosfomycin MICs in monotherapy and in combination with
meropenem and probability of target attainment of fAUC/MIC = 40.8 for the
fosfomycin dosing regimens of 4 g g8h, 4 g qéh, 6 g g6h, 8 g g8h (CLcr >40 mL/min),
2.8 gg6bh, 2.8 g g8h, 4.2 g q8h, 5.6 g g8h (CLc¢r 20 - 40 mL/min), 2 g q6h, 2 g g8h, 3
g g8h, 4 g q6h (CLcr 10 -<20 mL/min) and 1.2 g q6h, 1.2 g g8h, 1.8 g q8h, 2.4 g g6h

(CLcr <10 mL/min) in critically ill virtual patients.

Figure 2: MIC frequency of 19 P. aeruginosa clinical isolates (non-MBL and MBL-
producing) in incremental fosfomycin MICs in monotherapy and in combination with
meropenem and probability of target attainment of fAUC/MIC = 193 (worst-case
scenario) for the fosfomycin dosing regimens of 4 g q8h, 4 g q6h, 6 g g6h, 8 g g8h
(CLcr >40 mL/min), 2.8 g q6h, 2.8 g g8h, 4.2 g q8h, 5.6 g q8h (CLcr 20 - 40 mL/min),
2 gqg6h, 2 gq8h, 3 gqg8h, 4 g g6h (CLcr 10 -<20 mL/min) and 1.2 g g6h, 1.2 g q8h,

1.8 g q8h, 2.4 g g6h (CLcr <10 mL/min) in critically ill virtual patients.

Figure 3: MIC frequency of 19 P. aeruginosa clinical isolates (non-MBL and MBL-
producing) in incremental meropenem MICs in monotherapy and in combination with
fosfomycin and probability of target attainment of 40% fT>MIC for the meropenem
dosing regimens of 1 g q8h, 2 g g8h, and 1.5 g q6h (CLc¢r >50 mL/min), 1 g q12h, 1 g
g6h, 2 g q12h (CLcr >25 - 50 mL/min), 0.5 g q12h, 0.5 g g6h, 1 g q12h (CLcr 10 - 25
mL/min), 0.5 g g24h, 0.5 g q12h, 1 g q24h (CLcr <10 mL/min) in critically ill virtual
patients.

In the graphs shown to the left, all meropenem regimens were infused over 0.5 hours, and in the

graphs shown to the right, all meropenem regimens were infused over 3 hours.
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Fig 2
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Table 1: Minimum inhibitory concentrations (MIC) of meropenem and fosfomycin alone or in combination against non-MBL and MBL-

producing Pseudomonas aeruginosa clinical isolates by fractional inhibitory concentration index (FICI) and Loewe additivity index

analysis
MIC Mero (pg/mL) MIC Fosfo (pug/mL) Synergism Analysis
P. Mero Mero Mero Fosfo Fosfo Fosfo FICI Sorl Loewe SorA
aeruginosa Alone combination fold Alone combination fold based on additivity based on
isolates reduction reduction FICI Index Loewe additivity
index
PA-73 4 0.5 8 128 16 8 0.25 S 0.75 S
PA-87 4 2 2 128 32 4 0.75 I 0.25 S
PA-116 16 1 16 64 8 8 0.19 S 0.81 S
PA-106 16 4 4 64 4 16 0.50 S 0.69 S
PA-146 16 4 4 32 8 4 0.50 S 0.50 S
PA-149 128 64 2 128 16 8 0.62 I 0.38 S
PA-114 0.50 0.25 2 64 8 8 0.62 I 0.38 S
PA-64 0.25 0.06 4 32 8 4 0.49 S 0.51 S
PA-69 0.50 0.50 - 128 128 - 2.00 I -1 A
PA-30* 16 4 4 512 8 64 0.26 S 0.73 S
PA-43* 4 0.25 8 512 1 512 0.06 S 0.90 S
PA-314* 8 2 4 128 4 32 0.28 S 0.72 S
PA-524* 8 1 8 64 16 4 0.37 S 0.62 S
PA-13* 512 128 4 64 16 4 0.50 S 0.50 S
PA-525* 1024 32 32 128 16 8 0.16 S 0.85 S
PA-573* 128 8 16 512 64 8 0.19 S 0.81 S
PA-377* 256 32 8 128 32 4 0.37 S 0.63 S
PA-170* 8 1 8 128 32 4 0.37 S 0.63 S
PA-GIM* 512 64 8 256 16 16 0.19 S 0.81 S
MICso 16 2 128 16
MICoo 512 64 512 64

Mero, meropenem; Fosfo, fosfomycin; FICI, fractional inhibitory concentration index; S, synergy; I, indifferent; A, antagonistic; *, metallo-B-lactamases producing.



Table 2: Probabilities of target attainment at pharmacodynamic surrogate indices for fosfomycin at 40.8 fAUC/MIC (CLcr
>40mL/min) and for meropenem at 40% fT>MIC (CLcr >50mL/min) against non-MBL- and MBL-producing P. aeruginosa clinical
isolates by dosing regimens in monotherapy and combination therapy.

Antimicrobial regimens Total daily Monotherapy Combination Probabilities of target attainment (%)
doses MICso/MICga0 MICso/MICga0 Monotherapy Combination
(Hg/mL) (Hg/mL)
MICso MICoao MICso MICoo
Fosfomycin 128/512 16/64
4giv q8h 12g 0 0 89 16
4g iv g6h 169 0.4 0 94 33
69 iv q8h 18g 3.1 0 96 46
8giv q8h 249 16 0 98 64
Meropenem 16/512 2/64
(0.5-h infusion)
1g g8h 39 61 0 98 2.5
1.5g g6h 69 87 0 99 14
29 g8h 69 85 0 99 21
Meropenem
(3-h infusion)
1g q8h 30 67 0 99 4.1
1.5g q6h 69 91 0 100 13

2g q8h 69 88 0 100 22




94

Table 3: Cumulative fraction of response (CFR) for fosfomycin at 40.8 fAUC/MIC (CLcr >40mL/min) and meropenem at 40% fT>MIC
(CLcr >50mL/min) against non-MBL and MBL-producing P. aeruginosa clinical isolates by dosing regimens in monotherapy and
combination therapy

CFR (%)
Antimicrobial regimens Total daily doses Monotherapy Combination Therapy
Fosfomycin
4qg iv q8h 12g 11% 81%
4g iv g6h 169 17% 86%
69 iv q8h 18g 22% 88%
8g iv g8h 249 33% 91%
Meropenem (0.5-h infusion)
1g q8h 39 53% 72%
1.5g q6h 69 63% 79%
29 q8h 69 62% 79%
Meropenem (3-h infusion)
1g q8h 39 56% 73%
1.5g q6h 69 65% 80%

2g g8h 69 64% 80%




Table 4. Probability of target attainment (%) surrogate indices for meropenem at 40% fT>MIC relative to the minimum inhibitory
concentration, duration of intravenous infusion (0.5 h and 3 h) and creatinine clearance.

CLer (mL/min) Dose Minimum Inhibitory Concentration (MIC)
Regimens 0.5pg/mL lpg/mL 2pg/mL 4pg/mL 8ug/mL 16pg/mL
05h 3h 05h 3h 05h 3h 0.5h 3h 0.5h 3h 0.5h 3h
250 1gq8h 99.5 99.8 99 99.4 97.8 98.7 94.9 96.5 85.2 88.9 61.6 66.6
1,59 qg6h 99.9 100 99.8 100 99.6 99.9 98.9 99.5 96.4 97.2 87.8 90.7
2gqg8h 99.8 99.9 99.6 99.8 99.2 99.4 97.8 98.5 94.8 95.9 85.3 88.4
25 - <50 1ggl2h 99.7 100 99.9 99.9 99.6 99.8 98.9 99.4 95.8 97.2 84.1 86.2
1gg6h 100 100 100 100 100 100 100 100 99.8 99.8 96.8 97.9
2gql2h 100 100 99.9 100 99.8 99.9 99.6 99.7 99 99.4 96.1 97.2
10 — <25 0.5gql2h 100 100 100 100 100 100 99.8 99.9 98.3 98.6 84.4 85.2
0.5 g g6h 100 100 100 100 100 100 100 100 100 99.9 97.1 97.1
1gql2h 100 100 100 100 100 100 100 100 99.8 99.8 98.4 98.6

<10mL/min 0.5 g g24h 100 100 100 100 100 100 100 100 99.9 100 96.8 99.9
0.5g49l2h 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 99.5 99.4
19 924h 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 99.9 100
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CAPITULO 11

Manuscrito: O resgate do meropenem combinado com gentamicina contra Klebsiella pneumoniae
produtora de KPC-2.

O manuscrito sera submetido para: International Journal Antimicrobial Agents
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RESUMO

Introducéo: O tratamento das infec¢des causadas por K. pneumoniae produtoras de KPC
continua desafiador. Embora, recentemente tenham sido liberados novos antimicrobianos
capazes de combaté-los, estes sao caros e ainda restritos para alguns servigos. A terapia
combinada com agentes disponiveis mostrou-se viadvel, mas as posologias nao foram
definidas. Método: As concentracdes inibitdrias minimas (MIC) de meropenem e
gentamicina puros e combinados (metodologia de checkerboard) contra 18 isolados
clinicos de K. pneumoniae KPC-2, foram determinadas. Avaliagfes farmacodinamicas
foram realizadas por simulacdo de Monte Carlo, dos regimes de meropenem (1 g q8h; 1,5
g g6h; 2 g q8h) infundidos em 0.5h ou 3h e gentamicina (490 mg g24h) infundidos em
0.5h. Na insuficiéncia renal, os regimes foram reduzidos conforme clearance de
creatinina. Foram utilizados os indices farmacodinamicos e valores: %fT>MIC 240% para
meropenem e Cmax/MIC 210 para gentamicina. Resultados e discusséo: A combinacao
dos antimicrobianos reduziu as MICso e MICgo do meropenem em 1/32 e 1/8,
respectivamente, e da gentamicina em 1/4 para ambas MICs. Dos isolados resistentes ao
meropenem, oito (44%) tornaram-se sensiveis quando combinado com gentamicina. A
combinacao foi sinérgica para 34 (94%) dos testes, e nenhum resultou em antagonismo.
A otimizacao dos regimes do meropenem combinado com gentamicina ampliou a PTA
290% do carbapenem de 3 (17%) isolados na MIC = 4mg/L para 16 (89%) isolados na
MIC =16 mg/L. A alta frequéncia de sinergismo verificada entre meropenem e
gentamicina associado a excelente cobertura farmacodinamica, sugerem que esses
antimicrobianos combinados e otimizados possam ser utilizados para combater infeccbes

por K. pneumoniae KPC.

Descritores: Klebsiella pneumoniae; gentamicina, meropenem, combinagao de drogas,

método de Monte Carlo.
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INTRODUCAO

A falta de opcdes terapéuticas disponiveis para combater infec¢cdes causadas por
Klebsiella pneumoniae produtora de carbapenemase do tipo KPC (KP-KPC) e sua grande
capacidade de disseminag&o com altas taxas de morbidade e mortalidade, tornou esse
patégeno um dos mais importantes da atualidade para as agencias “Centers for Disease
Control and Prevention” (CDC) e “World Health Organization” (WHO) [1,2]. Embora novos
agentes com atividade antimicrobiana contra estes microrganismos tenham sido
recentemente desenvolvidos, 0s mesmos apresentam alto custo e ainda permanecem
inacessiveis para a maioria dos servigos de salde no mundo, sendo urgente avaliar
outros regimes terapéuticos com antimicrobianos amplamente disponiveis [3,4].

Estudos clinicos observacionais mostram que a terapia combinada foi mais efetiva
contra infec¢des por K. pneumoniae -KPC que a monoterapia, usando normalmente
carbapenémicos e/ou aminoglicosideos, entretanto, ndo definiram em quais combinacdes
e posologias [5,6].

Os testes matematicos de sinergismo “fraction inhibition concentration index” (FICI)
e indice de aditividade de Loewe, utilizando dados microbioldgicos da avaliacao in vitro
por checkerboard, conseguem apontar se a combinacao antimicrobiana é sinérgica,
indiferente ou antagbnica contra os isolados de patégenos analisados [7,8].

Os importantes beneficios clinicos fornecidos pela aplicacéo dos conceitos da
farmacocinética/farmacodinamica (PK/PD) na escolha dos regimes antimicrobiano, que
resultou em maiores taxas de sucesso terapéutico e sobrevida, menores custos de
tratamento, principalmente para pacientes criticos com infec¢éo por patdgenos
multirresistentes, passou a serem recomendados pelas diretrizes de stewardship de
antimicrobianos e agéncias reguladoras [9,10]. Nesse conceito, regimes posologicos sao
planejados para alcancar o valor alvo do antimicrobiano no paciente usando um dos trés

indices farmacodinamicos: Cmax/MIC, razéo da concentragdo maxima do agente pela
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100
concentracao inibitoria minima (MIC) do patdgeno; ASC24n/MIC, razdo das area sob a
curva do regime de 24 horas pela MIC do patogeno; %fT>MIC, percentagem do periodo
de tempo entre as doses que a concentragao livre do antimicrobiano permanece acima da
MIC [11].

Diante da complexidade dos estudos clinicos que exigem muitos profissionais,
longos periodos de tempo e altos custos, avaliagdes farmacodinamicas por simulacéo de
Monte Carlo dos regimes antimicrobianos séo aceitas, fazendo parte atualmente dos
estudos clinicos e analises na escolha dos breakpoints de sensibilidade [10,12].

Este estudo teve como objetivo avaliar o sinergismo e o alcance farmacodinamico
por simulacdo de Monte Carlo dos regimes combinados dos antimicrobianos meropenem
com gentamicina que sdo amplamente disponiveis nos servi¢cos de saude em todo o

mundo, contra os isolados clinicos de K. pneumoniae produtora de KPC.

2 - METODOS

2.1 Agentes antimicrobianos

Meropenem em frasco de 1 g (AstraZeneca, Cotia, S&o Paulo-SP, Brasil) foi
fornecido pelo Hospital da Universidade Estadual de Maring4, e a gentamicina (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA) foi comprada da LabCompany (Londrina, Paran4, Brasil). A
solucéo de gentamicina foi preparada em agua estéril na concentracao de 10 mg/mL e
estocada em geladeira, e as solu¢gbes de meropenem foram preparadas no dia dos

experimentos, em agua estéril e na mesma concentragao.

2.2 Microrganismos

Uma colecéo inicial de 34 isolados clinicos de K. pneumoniae KPC isoladas de
pacientes de varias regides do Brasil e analisados por PCR seguido por sequenciamento,

confirmou a presenca do gene plasmidial blakpc-2 (primer iniciador, 5’ —
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TCGCTAAACTCGAACAGG - 3’; e primer reverso, 5’ —
TTACTGCCCGTTGACGCCCAATCC — 3’). A sequéncia de aminoacidos KPC-2 de cada
isolado foi determinada por uma comparacdo de sequéncia continua de BLAST, e a
relacdo genética entre os isolados foram tipados por multilocus sequencing typing (MLST)
e pulsed-field gel eletroforesis (PFGE) [13]. Dessa colec¢ao, foram selecionados 18
isolados de diferentes clones coletados de distintas regides do Brasil (centro oeste,
nordeste, sudeste e sul) e com variado perfil de sensibilidade para o meropenem (MIC, 1
— 512 mg/L). O isolado de Escherichia coli (ATCC 25922) foi utilizado como controle de

gualidade dos experimentos.

2.3 Determinagéo da Concentracgéo inibitéria minima (MIC) dos antimicrobianos.

As MICs do meropenem e gentamicina de cada isolado foram avaliadas apés duas
subculturas e preparadas a 0.5 McFarland usando um nefelémetro (BD, Sparks, MD,
USA), e a sensibilidade interpretada usando os pontos de corte para Enterobacteriacea
(meropenem, susceptivel (S): £ 1 mg/L; intermediario (1): 2 mg/L; resistente (R): = 4 mg/L;
gentamicina, S: <4 mg/L; I: 8 mg/L; R: = 16 mg/L), conforme determinado pelo CLSI,
2019. As faixas de concentracdes avaliadas para meropenem e gentamicina foram de

0.015 - 2,044 mg/L.

2.4 Avaliagéo da agéo sinérgica entre os antimicrobianos

Meropenem e gentamicina puros e combinados foram avaliados inicialmente pela
técnica de checkerboard usando placas para microtitulagdo com 96 pocos (Inlab, Sao
Paulo-SP, Brasil). O in6culo de cada isolado foi preparado em caldo Mueller-Hinton com
cations ajustados na concentracao final de 0.5 McFarland CFU/mL, sendo conduzidos em
triplicata. Ap6s serem incubados a 37°C por 16 a 20 horas, foram determinadas a MIC
modal para os antimicrobianos puros ou combinados, e analisadas pelos testes

matematicos de sinergismo.
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160 2.4.1.1 indice da concentrac&o inibitéria fracionada (FICI)

161 O teste de sinergismo FICI utiliza os resultados fornecidos por checkerboard e

162  avalia a combinacao de antimicrobianos pela seguinte equacéo:

163

164 FICI = MIC (meropenem combinado) MIC (gentamicina combinada)
- MIC (meropenem puro) MIC (gentamicina pura)

165

166  Onde a classificacdo do efeito sinérgico da combinacdo de antimicrobianos de acordo
167  com os resultados de FICI, foi o seguinte: FICI <0.5, sinérgico; 0.5 < FICI <4, indiferente;

168  FICI >4, antagonico [7].

169  2.4.1.2 indice de aditividade de Loewe

170 O teste pelo indice de aditividade de Loewe esta baseado no modelo tedrico de
171  andlise de sinergismo por resposta de superficie, e que também utiliza os resultados do
172 checkerboard, avaliando a combinacdo antimicrobiana pela seguinte equacao:

173

14 1= MIC (meropenem combinado) MIC (meropenem combinado) N
B MIC meropenem puro MIC gentamicina pura *

175

176 Onde a é o valor do indice de aditividade de Loewe, e as MICs séo resultantes do teste de
177  checkerboard. A classificacéo do efeito sinérgico da combinacdo dos antimicrobianos

178 depende do valor resultante de a, sendo o seguinte: a = 0, aditivo; a >0, sinérgico; a <0,

179  antagonico [8].
180 2.5 Modelo farmacocinético do meropenem e gentamicina

181 O modelo farmacocinético utilizado para o meropenem foi de um compartimento, o qual
182  foi avaliado como o melhor modelo para predizer a concentracéo livre do meropenem em

183  pacientes criticos. A relacao creatinina sérica (SCr) e clearance (CL) do meropenem foi
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estimado pela seguinte relagao: CL (L/h) = 11.1 X (%)_1 com um coeficiente de variagcao
(CV%) = 52.1%. Os valores médios do volume de distribuicdo (VD) foi de 33.6 L e da
ligacéo proteica foi de 2% [14]. O clearance de creatinina (CLcr) foi estimado pela
equacao de Cockroft & Gault, e as faixas de CLcr e o0s respectivos regimes do
meropenem infundidos em 0.5 h (inf-0.5h) ou inf-3 h, foram os seguintes: CLcr > 50
mL/min, (1 g q6h; 2 g g8h; 1,5 g q6h); CLcr >25 — 50 mL/min, (1 g g12h; 1 g q6h; 2 g 12h);
CLcr 10 — 25 mL/min, (0.5 g12h; 0.5 g g6h; 1 g q12h); CLcr <10mL/min, (0.5 g q24h; 0.5 g
g12h; 1 g gq24h). O modelo utilizado para estimar o0 Cmaxdos regimes de gentamicina em
um paciente pesando 70 Kg foi de um compartimento, por meio de equacao
farmacocinética padrdo no steady state [15]. O clearance de gentamicina e o volume de
distribuicdo para pacientes criticos, foram estimados conforme descrito [16]. O protocolo
de Hartford foi utilizado para definir os regimes de gentamicina (7 mg/Kg) em dose Unica
nos respectivos CLcr (490 mg g24h, CLcr 100 ml/min; 490 mg q36h, CLcr 50 mL/min; 490

mg q48h, CLcr 30 mL/min) [17].
2.6 Farmacocinética/Farmacodinamica do meropenem e gentamicina

Estudos de PK/PD demonstram que a melhor acéo antimicrobiana dos regimes de
meropenem € expressado pelo indice farmacodinamicos %fT>MIC com valores 240%, e
0s regimes de gentamicina pelo indice farmacodindmico Cmax/MIC com valores 210 [11].
Para antimicrobianos como o meropenem, classificados como tempo dependente, foram
incluidas analyses dos regimes fracionados a cada 6 horas e administrados por inf-3h,
para manter concentracdes sobre a MIC por maior periodo de tempo e fornecer melhores
resultados terapéuticos. A gentamicina, que € um antimicrobiano concentracao
dependente com efeito pds antibidtico prolongado, para o qual elevadas Cmax fornecem
melhores resultados terapéuticas, foi analizada com regimes de doses unicas inf-0.5h,

com aprazamentos em 24, 36 e 48 horas dependendo do CLcr.
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2.7 Analise Farmacodindmica por Simula¢gdo de Monte Carlo.

O alcance farmacodinamico dos regimes de meropenem foi avaliado por simulacao
de Monte Carlo realizada em NONMEN v.7.2 (ICON, Ellicott City, MD) e programa
estatistico R 3.5.0, que gerou uma populacao de 10.000 pacientes adultos criticos virtuais
para cada faixa de funcao renal (CLcr, >50 mL/min; >25 — 50 mL/min; 10 — 25 mL/min;
<10 mL/min), assumindo uma distribuicdo uniforme [18]. A populacéo gerada apresentou
uma razao de 50/50 de homens e mulheres com proporcédo adequada entre peso e altura,
conforme descrito previamente [19]. A probabilidade de alcancar o alvo (PTA) para cada
regime de meropenem avaliado foi determinada pela percentagem da populacdo que
alcancou o indice farmacodinamico (%fT>MIC 240%) para cada valor da MIC, sendo
considerado adequados regimes que atingiram PTA =290% da populacao virtual. Os
resultados da simulacéo foram utilizados para calcular a fragdo cumulativa de resposta
(CFR) de cada regime do meropenem, resultante da somatéria das multiplicacéo das
frequéncias dos isolados pelas PTAs de cada regime, sendo considerado melhor regime

aquele que fornece resultado mais proximo de 100% [11]

3. Resultados:

3.1.1 Sensibilidade aos agentes antimicrobianos e combinag&o antimicrobiana.

O perfil de sensibilidade dos 18 isolados clinicos de K. pneumoniae KPC-2 para
meropenem e gentamicina e a a¢ao sinérgica dessa combinacdo sao apresentados na
tabela 1. A coleg&o dos isolados mostraram intervalos de MICs para o meropenem de 1 a
512 mg/L e para gentamicina de 0,25 a 256 mg/L, e os valores das MICso e MICg para o
meropenem foram 32 e 256 mg/L, respectivamente, e para a gentamicina 0.5 e 256 mg/L,
respectivamente. Quanto aos valores de MICs menores que os breakpoints de

sensibilidade, apenas dois (11%) isolados foram sensiveis ao meropenem e 12 (67%)
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isolados foram sensiveis a gentamicina, de acordo com o CLSI 2019 (meropenem: < 1
mg/L; gentamicina: <4 mg/L). O perfil de sensibilidade para a gentamicina mostrou uma
distribuicdo bimodal e extrema, sendo 12 (66.7%) isolados altamente sensiveis (MIC <
1mg/L) e 6 (33.3%) isolados bastante resistentes (MIC = 128 mg/mL). Todos os isolados
demonstraram no teste de checkerboard reducdo importante nos valores das MICs,
guando comparadas aos agentes puros, sobretudo para o meropenem. A combinacao
reduziu a MICso e MICoo do meropenem em 1/32 e 1/8, respectivamente, e 1/4 para MICso
e MICgo da gentamicina. Para oito (44%) isolados resistentes ao meropenem (MICs =4
mg/L), a combinagao resultou em valores de MICs < breakpoint sensivel de acordo com o
CLSI 2018, chegando reduzir em até 1/128 nos isolados (KP-10; KP-55). NOs isolados
resistentes para a gentamicina, a MIC desse antimicrobiano foi reduzida pela combinacéo,

entretanto, ndo suficiente para torna-los sensiveis.

3.1.2 Testes de sinergismo

Os dois testes matematicos de sinergismo apresentaram resultados semelhantes,
demonstrando importante sinergismo da combinacdo de meropenem com gentamicina
contra a colecdo de K. pneumoniae produtora de KPC-2 avaliada. Todas as analises
realizadas pelo indice de aditividade de Loewe resultaram em sinergismo (a <1), e 16
(89%) isolados expressaram sinergismo pelo critério de FICI, ndo havendo nenhum

resultado classificado como antagonico.

3.2.1 Andlises Farmacocinética/Farmacodinamica (PK/PD) e sinergismo

A figura 1 mostra a PTAs das analises por simulagédo de Monte Carlo alcancadas
no indice farmacodinamico basal (%fT>MIC: = 40%), pelos regimes de meropenem em
monoterapia ou terapia combinada, em Inf-0.5h ou inf-3h, contra as MICs e frequéncia
dos isolados nas seguintes faixas de CLcr: CLcr >50 mL/min, 1g g8h, 1.5g g6h, 2g q8h;

CLcr >25 - 50 mL/min, 1 g q12h, 1 g g6h, 2 g q12h; CLcr 10 — 25, 0.5 g gq12h, 0,5 g g6h, 1
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259 g ql2h; CLcr <10 mL/min, 0.5 g g24h, 0,5 g q12h, 1 g g24h. A anélise farmacodinamica
260 comparando os regimes de meropenem em monoterapia ou terapia combinada,
261 evidenciou claramente o resgate do carbapenem pela acéo sinérgica da gentamicina. Os
262  trés regimes de meropenem em monoterapia, administrados por inf-0.5h no CLcr > 50
263  mL/min, alcangaram PTA = 90% na MIC de 4mg/L contra apenas 3 (17%) isolados, mas
264 quando combinados com gentamicina atingiu PTA = 90% contra 12 (67%) isolados no
265 mesmo valor de MIC. A otimizacao dos regimes do meropenem com doses diarias
266 maiores e fracionadas com periodos menores em inf-3h, e somadas a acéo sinérgica da
267 gentamicina, mostrou relevante melhora nos resultados. A monoterapia com meropenem
268 1 g g8h em inf-0.5h para CLcr >50 mL/min alcangou PTA = 90% na MIC 4 mg/L contra
269 apenas 3 (17%) isolados; no entanto, quando ampliada para 1.5 g g6h em inf-3h e
270 combinada com gentamicina, alcangou PTA = 90% na MIC 16 mg/L contra 16 (89%)
271  isolados. Embora os regimes diarios de meropenem tenham sido reduzidos de acordo
272 com a diminuic&o do CLcr, foi evidenciado um comportamento inverso no alcance
273 farmacodinamico. Meropenem 1 g g8h em inf-0.5h para CLcr > 50 mL/min alcancou PTA
274 290% na MIC de 4 mg/L, e o regime correspondente de 0.5 g g24h em inf-0,5h para CLcr

275 <10 mL/min alcangou PTA = 90% na MIC de 16 mg/L.

276  3.2.2 Probabilidade de alcancar o alvo (PTA) do meropenem contra MICso € MICgo

277 A tabela 2 mostra a PTA alcancada no indice farmacodindmico minimo (40%

278  fT>MIC) dos regimes de meropenem em monoterapia ou terapia combinada nas faixas
279  de Clcr contra as MICso e MICg0 da colecéo de isolados clinicos K. pneumoniae KPC-2.
280 Em monoterapia, apenas os regimes de meropenem (1 g q24h inf-0.5h; 1g g24h inf-3h)
281 alcancaram PTA 290% contra MICso em Clcr <10 mL/min, e todos os regimes de

282  meropenem resultaram em PTA de valor nulo contra MICgo. Entretanto, em terapia

283 combinada, todos os regimes de meropenem avaliados alcangaram PTA = 90% contra a
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284  MICso, e os regimes (1 g g24h inf-0.5h; 1g g24h inf-3h) alcangaram PTA =290% até contra

285  MICaoo.

286  3.2.3 Fracao cumulativa de resposta (CFR) do meropenem em monoterapia ou terapia

287 combinada.

288 A tabela 3 mostra o CFR no indice farmacodindmico minimo (40% fT>MIC)

289 fornecidos pelos regimes de meropenem administrados em inf-0.5h ou inf-3h, sozinhos ou
290 combinados com gentamicina para as faixas de CLcr, contra a colecéo de isolados

291  clinicos de K. pneumoniae KPC-2. Em monoterapia, o valor maximo atingido foi 69% pelo
292 regime de meropenem 2 g q12h inf-3h. Entretanto, quando combinado com gentamicina,
293  todos os regimes tiveram valores = 80%, sendo que 18 (75%) desses forneceram CFR
294  290%, dos quais, o melhor regime em dose plena foi 1,5g q6h em ambas infusées com

295 CFR de 92%.

296 3.2.4 Farmacocinética dos regimes de gentamicina.

297 A tabela 4 mostra os regimes de gentamicina dimensionados conforme

298 recomendado pelo protocolo de Hartford, administrados em dose Unica em um paciente
299  hipotético (simulado em homem branco; pesando 70 Kg, com dados farmacocinéticos de
300 paciente critico) para os CLcr (100 mL/min; 50 mL/min; 30 mL/min), e que alcancaram

301 valores de concentracdo de vale 214mg/L.

302 3.2.5 PK/PD dos regimes de gentamicina

303 A tabela 05 mostra o alcance do indice farmacodindmico (Cmax/MIC) dos regimes
304 de gentamicina ajustados para os CLcr, contra a cole¢édo de 18 isolados clinicos de K.
305 pneumoniae KPC-2. Todos os regimes de gentamicina alcancaram o valor alvo do indice
306 farmacodinamico para os aminoglicosideos (Cmax/MIC =10) contra os 12 (67%) isolados

307 classificados como sensiveis para gentamicina (MIC <4mg/L) de acordo com o CLSI
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2019, apresentando em monoterapia uma faixa de Cmax/MIC (14 — 68) e em combinagéo
com o meropenem de Cmax/MIC (28 — 567). Entretanto, contra os 6 (33%) isolados
classificados como resistentes (MIC 216 mg/L), nenhum regime de gentamicina alcangou
o valor minimo desejado do indice farmacodindmico (Cmax/MIC 210), sendo o maior valor
(2.13) fornecido pelo regime combinado de gentamicina (490 mg q48h) em CLcr 30

mL/min (isolado KP-40)

4. DISCUSSAO:

K. pneumoniae produtora de KPC continua associada as graves infeccées com
altas taxas de morbidade e mortalidade, e sua grande capacidade de disseminacao
tornou-a um grave problema mundial de saude [2]. Diante dos problemas com as terapias
usando polimixinas, usadas comumente contra esses patdgenos, como heteroresisténcia,
farmacocinética incerta e toxicidade, e a restrita disponibilidade dos novos agentes
efetivos, torna-se necessario alternativas terapéuticas rapidas com antimicrobianos
disponiveis, sendo a combinac¢do de meropenem com gentamicina uma alternativa viavel
e acessivel [3,20]. Embora falharam em mostrar a superioridade da terapia combinada
sobre a monoterapia, fatores como a incluséo de pacientes ndo apenas infectados por
patdgenos multirresistentes e realizados em periodos que ainda ndo existia a
disseminacgdo das bactérias Gram negativas resistentes aos carbapenémicos, podem
justificar a vantagem da monoterapia na época [21].

Até onde sabemos, este € o primeiro estudo que combinou método in vitro, testes
matematicos para avaliar o sinergismo e analises farmacodindmicas, e demonstrou o
relevante sinergismo da combinacédo do meropenem com gentamicina e seus regimes de
dose contra isolados clinicos de K. pneumoniae KPC-2.

Os efeitos sinérgicos obtidos in vitro demonstraram que a utilizacdo de gentamicina
resgatou o poder do meropenem com a reducéo nas MICso e MICgo para 1/32 e 1/8,

respectivamente. Outros efeitos de grande impacto nesta associacao foi a alteracao de
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categoria (resistente - R para sensivel - S), verificada em 8 (44%) isolados, reduzindo as
MICs em até 1/128 (isolados: KP-10; KP-55), e a alta frequéncia de resultados sinérgicos,
ou seja, 94% das avaliacées por FICI e indice de Aditividade de Loewe, e a auséncia de
antagonismo, demonstraram claramente a importancia da combinacao do meropenem
com gentamicina contra K. pneumoniae produtora de KPC-2.

A acéo sinérgica entre aminoglicosideos e B-lactamicos € conhecida e
recomendada ha muitos anos, sobretudo contra patégenos multirresistentes [22].
Sinergismo com aminoglicosideos contra bactérias resistentes aos carbapenémicos
também sdo confirmados por outros pesquisadores. Oliva et al. avaliando por
checkerboard sete antimicrobianos em diferentes combinacdes contra 39 isolados de K.
pneumoniae resistentes aos carbapenémicos, demonstrou que as combina¢des com
gentamicina foram as mais sinérgicas e ndo mostraram antagonismo. Ao compararmos 0S
dados obtidos por Oliva et al. com aqueles apresentados no presente estudo, verifica-se
gue a combinacdo de meropenem com gentamicina obteve resultados inferiores as
nossas avaliacdes por FICI [23]. Esta superioridade (89% versus 58.6%) do sinergismo
verificada pode ser devido as caracteristicas do nosso estudo, onde incluimos apenas
isolados produtores de carbapenemases, menor quantidade de isolados resistentes a
colistina [3 (17%) versus 10 (59%)], menores MICsos e MICgos para o meropenem (32 e
256 mg/L versus 128/512 mg/L) e menor MICso para gentamicina (0.5 mg/L versus 2
mg/L).

Os bons resultados in vitro para esta associacado também ja foram reproduzidos em
estudos clinicos. Pacientes com infecgcdo causadas por patégenos produtores de KPC
tratados com terapia combinada apresentaram menor taxa de mortalidade (p <0.05)
guando comparado a monoterapia, sendo os aminoglicosideos parte dessas combinacdes
[5,6,24-26]. Ao compilarmos esses estudos, analisamos um total de 887 pacientes, sendo

gue 443 utilizaram terapia combinada, dos quais 140 receberam aminoglicosideos, e que
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95 (67,6%) obtiveram sucesso terapéutico. Em um desses estudos que avaliou o
tratamento de sepse por K. pneumoniae produtora de KPC-3, evidenciou-se que a
gentamicina combinada foi fator independente para a reducao da mortalidade [26].

A menor eficacia dos aminoglicosideos contra graves infec¢des e o aparecimento
de resisténcia durante o tratamento, quando utilizados em monoterapia, classifica essa
classe como coadjuvante, devendo ser utilizados somente em terapia combinada [27]. A
razao dessa melhor acdo em combinacado esta na capacidade dos aminoglicosideos em
romper a membrana externa do patégeno Gram negativo e facilitar a entrada do outro
agente para alcancar o sitio alvo, e também reduzir a producédo das betalactamases,
resultando em maior acéo antimicrobiana e supressao de resisténcia [28,29]. Em nosso
estudo, a reducédo nas MICs quando meropenem e gentamicina foram combinados, foi
menor para a gentamicina, a qual apresentou diminui¢cao nas MICso e MICoo de 1/8 e 1/2,
respectivamente, e nenhum isolado trocou de categoria R para S a gentamicina
(breakpoint sensivel: MIC <4 mg/L). Nés nao possuimos uma resposta conclusiva para a
menor reducao das MICs ao aminoglicosideo, mas as elevadas MICs dos isolados
resistentes a gentamicina (MIC 2128 mg/L), e também o comportamento coadjuvante
dessa classe na combinacdo, podem contribuir para explicar a menor reducéo nas MICs
[27].

Otimizar o regime antimicrobiano € explorar ao maximo a capacidade do farmaco
na terapéutica para eliminar o patégeno causador da infeccao, e os tipos de
procedimentos para tal dependem da caracteristica de resposta farmacodinamica dos
antimicrobianos utilizados. Meropenem e gentamicina respondem farmacodinamicamente
pelos seguintes indices e valores: CmaxMIC, 210; %fT>MIC, 240% [11]. N&s otimizamos
virtualmente os regimes do meropenem com doses diarias maiores e administracdes mais
frequentes, infusdo estendida em 3 horas, e ainda incluimos a gentamicina como terapia

combinada. A analise farmacodindmica mostrou claramente o maior alcance dos regimes
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otimizados e combinados. O regime de meropenem 1 g g8h inf-0.5 h em monoterapia nos
pacientes com CLcr >50 mL/min alcangou PTA =290% na MIC de 4 mg/mL contra apenas
3 (17%) isolados, entretanto, quando ampliado para 1,5 g q6h inf-3 h e combinado com
gentamicina, alcangou PTA 290% na MIC de 16 mg/mL atingindo cobertura contra 16
(89%) isolados. Em estudo realizado anteriormente pelo nosso grupo que avaliou 0s
regimes da fosfomicina com meropenem contra a mesma colecéo de isolados, também
monstrou bons resultados sinérgicos da combinacéo [13]. Entretanto, comparando os
resultados dos estudos, a gentamicina demonstrou superioridade de acdo sinérgica em
resgatar o meropenem, conforme apresentado: redu¢cdo maxima da MIC (1/128 versus
1/50); reducéo das MICses e MICgos (1/32 e 1/8 versus 1/8 e 1/8) respectivamente; quanto
a quantidade de isolados, a transferéncia de resistentes para sensiveis (8 versus 1); na
funcao renal normal, alcancados pelos regimes otimizados com PTA 290% (12 versus
10), alcancados pelo regime 1.5 g g6h inf-3h (16 versus 14), expressando sinergismo (34
versus 27); apresentaram antagonismo (0 versus 3) [17]. Fosfomicina como gentamicina
também séo considerados coadjuvantes, devendo sempre ser administrado em
combinacdo pela grande capacidade de fazer sinergismo com outros agentes e selecionar
heteroresisténcia durante o tratamento em monoterapia [30].

O maior sucesso terapéutico dos regimes combinados com meropenem mesmo
contra K. pneumoniae produtora de carbapenemase, despertou atencdo dos
pesquisadores para os limites desse antimicrobiano. Tumbarello et al. comparando a
terapia combinada versus monoterapia em 661 pacientes com infec¢éo por K.
pneumoniae produtora de KPC, evidenciou que regimes combinados com meropenem
tiveram menor taxa de mortalidade, sobretudo contra MIC < 8 mg/mL [5]. Giannella et al.
avaliando 595 pacientes com infec¢é@o de corrente sanguinea por K. pneumoniae
produtora de KPC com 77% dos isolados apresentando MIC = 16 mg/mL, evidenciaram

menor taxa de mortalidade com o uso do regime combinado de meropenem 2 g q8h inf-3h
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412  contra MIC 216 mg/mL, e que a combinagao do meropenem com gentamicina forneceu o
413  maior sucesso terapéutico (p <0.001) [31]. Os autores consideraram meropenem um
414  agente protetor que deve ser usado combinado em doses altas por infusédo estendida, e
415  por meio dos estudos de Del Bono et al. e Pea et al. recomendaram-o0 em doses maiores
416  que as preconizadas utilizando monitoramento sérico, até contra MICs < 64 mg/L [31-33].
417 Em nossa colegao, 15 (83%) isolados apresentavam MIC < 64 mg/mL para o meropenem,
418 e quando combinado com gentamicina, todos os isolados apresentaram MICs < 64
419 mg/mL, o que sugere o potencial uso dessa combinacdo de antimicrobianos contra toda a
420 colecdo avaliada.
421 Embora seja comum isolados de K. pneumoniae produtora de KPC apresentarem
422  sensibilidade aos aminoglicosideos, outros fatores como toxicidade, dificuldade de
423 manejar a dose e a indisponibilidade da dosagem sérica nos hospitais, fazem com que
424  essa classe de antimicrobianos sejam pouco utilizadas na terapéutica. A dose
425 recomendada da gentamicina para pacientes com fungéo renal normal é de 5 — 7 mg/kg
426 em dose Unica diaria (se indicada), mantendo Cmax de 20 mg/mL e concentracdo minima
427  (Cmin) <1 mg/mL, acompanhada de monitoramente sérico. O protocolo de Hartford
428  utilizado amplamente para definir os regimes de doses dos aminoglicosideos [17]. Pelos
429  conceitos de PK/PD, regimes de gentamicina devem fornecer Cmax/MIC =10 para obter
430  maior sucesso terapéutico, com ASCzanh (70 — 100 mgxh/L) e em dose Unica diéria para
431  reduzir o risco de nefrotoxicidade [34,35]. Em nossa avaliagéo, todos os regimes de
432 gentamicina contra os 12 (66.7%) isolados sensiveis (MIC <4mg/mL) forneceram
433  Cmax/MIC adequados (>10), especialmente quando foram desafiados contra a
434 combinacdo, que chegaram alcancar valores de até 567 (isolados: KP-10, KP-12).
435  Entretanto, os 6 (33.3%) isolados resistentes (MIC 216 mg/mL) forneceram valores de
436 Cmax/MIC insuficientes, mesmo em terapia combinada, e a provavel razao disso sejam as

437 elevadas MICs (=128 mg/L), que precisariam ser muito reduzidas pela combinacéo para
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atingir um Cmax/MIC adequados. Embora os isolados resistentes a gentamicina tenham
produzidos Cmax/MIC insuficientes, quando foram expostos a combinagéo dos
antimicrobianos, expressaram importante reducdo na MIC do meropenem em até 1/128 e
tornando os valores <64 mg/L. Isso sugeri a inclusdo da gentamicina na terapia
combinada, mesmo quando o patogeno for resistente e ndo havendo uma outra
alternativa. Outros estudos in vitro e in vivo também mostraram o sinergismo do
aminoglicosideo com carbapenémicos contra patdogenos resistentes a ambos
antimicrobianos. Le et al. avaliaram por curva de morte o sinergismo contra isolados de K.
pneumoniae produtoras de KPC-3 resistentes a amicacina, meropenem, imipenem e
ertapenem (MICs = 32 mg/L), e demonstraram que combinac¢des de amicacina com
meropenem ou imipenem foram sinérgicas contra todos os isolados [36]. Hirsch et al.
avaliaram em ratos o sinergismo de amicacina com doripenem contra isolados de K.
pneumoniae produtoras de KPC resistentes a ambos antimicrobianos, e demonstrou que
a combinacao resultou em maior periodo de sobrevida dos animais [37]. Gonzales-
Padilha et al. em seu estudo clinico, observou que a mortalidade foi menor mesmo
guando os isolados apresentaram sensibilidade intermediaria para a gentamicina, e
recomenda sua inclusdo na combinacao quando faltar opc6es melhores [26]

A insuficiéncia renal é a toxicidade mais comum causada pelos aminoglicosideos.
No estudo de Gonzalez-Padilla et al. a taxa de nefrotoxicidade foi mais alta nos pacientes
gue utilizaram gentamicina (52,4% versus 17,2%), entretanto, essa toxicidade néao
contribuiu para maior mortalidade [26]. Embora, n&o tenham descrito no estudo se
estimaram a ASCz4n para avaliar a seguranca do regime, como também, se houveram
pacientes com insuficiéncia renal crénica no grupo dos sobreviventes causada pela
gentamicina.

A quantidade de isolados ndo muito grande pode ser uma limitagdo do nosso

estudo, possibilitando algum viés estatistico nas MICsos e MICg0s, entretanto, a boa
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variabilidade dos isolados com clonalidades diferentes confirmadas por analises
moleculares e coletados de varias regides do Brasil, expressam um perfil desses
patégenos no territorio brasileiro.

Concluindo, os bons resultados de sinergismo do meropenem com gentamicina
demonstrados pela pronunciada reducéo nas MICs de ambos antimicrobianos para todos
os isolados, notavelmente para o carbapenémico, a grande maioria dos testes resultando
em sinergismo e sem antagonismo, e o maior alcance farmacodinamico dos regimes
combinados do meropenem em altas doses, fracionadas e por infusdo estendida,
mostram que esses antimicrobianos combinados e otimizados podem ser uma alternativa
viavel e acessivel para combater infec¢cdes causadas por K. pneumoniae produtora de

KPC.

Fundos
Este estudo ndo recebeu apoio financeiro especifico das agéncias de fomento a pesquisa
no Brasil, sendo desenvolvido com os materiais e reagentes utilizados na rotina diaria do

laboratério de microbiologia basica da Universidade Estadual de Maringa.

Competéncia de interesse: nada a declarar

Aprovacdo ética: ndo aplicavel
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Legendas das Figuras

Figura 1. Frequéncia das MICs dos 18 isolados clinicos de K. pneumoniae produtora de
KPC-2 nas nos valores de crescents de MICs do meropenem em monoterapia e terapia
combinada e probabilidade de alcangar o alvo (40%fT>MIC) dos regimes de dose do
meropenem nos CLcr: CLcr >50 mL/min (1 g g8h; 1.5 g q6h; 2 g g8hg); CLcr >25 — 50
mL/min (1 g q12h, 1 g g6h, 2 g q12h); CLcr 10 — 25 mL/min (0.5 g q12h, 0.5g g6h, 1 g
g12h); CLcr <10 mL/min (0.5 g g24h, 0.5 g q12h, 1 g g24h) em pacientes criticos virtuais.

Os graficos a esquerda mostram os regimes de meropenem infundidos em 0.5 horas, e os graficos a direita

mostram os regimes de meropenem infundidos em 3 horas.



656

657

Figura 1

Probability of target attainment at 40% fT>MIC (%) Probability of target attainment at 40% fT>MIC (%) Probability of target attainment at 40% fT>MIC (%)

Probability of target attainment at 40% fT>MIC (%)

Creatinine Clearance > 50 mL/min; 0.5-h infusion

100 —s—a—a—> 100
90 90
80 80
70 70
60 60
40 40
30 30
20 20
i I 11 I N
, 1l | I | | I | 0

Minimum inhibitory concentration (mg/L)

Creatinine Clearance >25 - 50 mL/min; 0.5-h infusion

100 100
80 80
80 80
70 70
60 60
50 50
40 40
30 30
20 20
10 I I 10
, BN nn I I nn 0
85287728 EREGE
- Minimum inhibitory concentration (mg/L)

Creatinine Clearance 10 - 25 mL/min; 0.5-h infusion
100 100
80 a0
80 80
70 70
80 60
50 50
40 40
30 30
20 20
10 10
] 0

Minimum inhibitory concentration (mg/L)

Creatinine Clearance <10 mL/min; 0.5-h infusion
100 100
80 g0
80 80
70 70
80 60
50 50
40 40
30 30
20 20
10 10
0 0

0.03
0.06
012
025

05

0.016
1024

Minimum inhibitory concentration (mg/L)

(%) Aouanbay DI (%) Aouanbaiy DI (%) Aouenbaiy JIN

(%) Aouanbay OIN

Posology
® 1ggsh
4 2gqggh
™ 15gqsh

Type

Monotherapy

B combination

Posology
e 1ggizn
4 1gag6h
m 2ggi2h

Type

Monatherapy

. Combination

Posology
® 05gqizh
4 D5ggsh
® 1ggizh

Type
Monotherapy

. Combination

Posology
® 05gq24h
4 05gqizh
® 1gq24h

Type

Monatherapy

. Combination

Probability of target attainment at 40% fT>MIC (%)

£
Q
x
=
2
2
-
2
®
=
c
H
£
£
g
£
&
@
o
=
=
=
]
2

Probabi

Probability of target attainment at 40% fT>MIC (%)

Probability of target attainment at 40% fT>MIC (%)

Creatinine Clearance > 50 mL/min; 3-h infusion

100 . e

o
-
-

20
| 1 al
nn in
=

@ m o© o oW - N o @ N % ® @ N
£ 8 &8 & & 3 28 3 8 s
S &6 6 c o -~ & b S

Minimum inhibitory concentration (mg/L)

Creatinine Clearance >25 - 50 mL/min; 3-h infusion

o
-
-

b II II
MW oW e N Y W © N T o @ N
= & 3 - 8 © N W o=

& b

s & o -

Minimum inhibitory concentration (mg/L)

0.018
0.0
0.08

1024

Creatinine Clearance 10 - 25 mL/min; 3-h infusion

" ©
- - 8 & 8

256
512
024

Minimum inhibitory concentration (mg/L)

Creatinine Clearance <10 mL/min; 3-h infusion

1
0.03
0.06
012
025

05

Minimum inhibitory concentration (mg/L)

100
a0

80

(%) Aouenbaiy JIN

(%) Aouanbay OIN

(%) Aouanbaiy DI

(%) Aouanbay DI

120

Posology
® 1ggsh
4 2gqgéh
™ 15gqsh

Type

Monotherapy

B combination

Posology
e 1ggi2n
4 1gageh
m 2ggi2h

Type

Monatherapy

. Combination

Posology
® 05gqizh
4 D5ggsh
® 1ggizh

Type
Monotherapy

. Combination

Posology
® 05gq24h
4 05gqizh
® 1gq24h

Type

Monatherapy

. Combination



121

Table 1: Concentracao inibitéria minima (MIC) do meropenem e gentamicina sozinhos ou em combinacédo e avaliacdo do sinergismo por
indice de fracdo da concentragéo inibitéria (FICI) e indice de aditividade de Loewe contra 18 isolados de K. pneumoniae produtora de

KPC-2.
MIC Mero (mg/L) MIC Genta (mg/L) Andlise de sinergismo
K. pneumoniae | Mero Mero Mero Genta | Genta Genta FICI Sorl Loewe SorA
isolates Combinado | reducéo Combinada reducéo baseado | additivity baseado no indice de
em FICI | index aditividade de Loewe
KP- 3 4 0.12 33 0.25 0.06 4 0.28 S 0.73 S
KP- 4 8 1 8 0.5 0.12 4 0.38 S 0.63 S
KP-5 1 0.03 33 256 32 8 0.16 S 0.85 S
KP- 8 16 1 16 1 0.12 8 0.19 S 0.82 S
KP-9 16 0.5 32 0.5 0.12 4 0.28 S 0.72 S
KP- 10 64 0.5 128 0.5 0.03 17 0.07 S 0.93 S
KP-11 64 8 8 256 64 4 0.38 S 0.50 S
KP- 12 128 4 32 0.5 0.03 17 0.09 S 0.91 S
KP- 15 16 0.5 32 1 0.12 8 0.16 S 0.84 S
KP-19 64 8 8 0.5 0.06 8 0.25 S 0.76 S
KP- 28 1 0.03 63 0.5 0.12 4 0.27 S 0.72 S
KP- 38 32 4 8 0.5 0.06 8 0.25 S 0.76 S
KP- 39 64 16 4 1 0.5 2 0.75 I 0.25 S
KP- 40 256 64 4 256 8 32 0.28 S 0.72 S
KP- 43 16 8 2 256 64 4 0.75 I 0.25 S
KP- 44 512 32 16 256 32 8 0.18 S 0.81 S
KP- 46 32 0.5 64 0.5 0.12 4 0.27 S 0.73 S
KP- 55 32 0.25 128 128 32 4 0.26 S 0.74 S
MICso 32 1 32 0.5 0.12 4
MICoo 256 32 8 256 64 4

KP: Klebsiella pneumoniae produtora de KPC-2; Mero: meropenem; Genta: gentamicin; FICI: indice fracdo da concentracao inibitoria; S: sinergismo; |, indiferente;
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Table 2: Probabilidade de atingir o alvo no indice farmacodin&dmico minimo (40% fT>MIC)
pelos regimes de meropenem em monoterapia ou terapia combinada nas faixas de CLcr
contra as MICso e MICo0 dos 18 isolados clinicos de K. pneumoniae KPC-2.

Meropenem (regimes) | Dose diaria Probabilidade de atingir o alvo (%)
total Monoterapia Terapia combinada
MICso MICgo MICso MICgo
(32 mg/L) (256 mg/L) (1 mg/L) (32 mg/L)
Infus&o em 0.5-h
= 1g g8h 39 20.6 0 99 20.6
& [T1sggen 69 59.3 0 99.8 59.3
g 2g g8h 69 60.9 0 99.6 60.9
L,r\) Infuséo em 3-h
G 1g q8h 3g 22.3 0 99.4 22.3
© 1.5g g6h 69 63.8 0 100 63.8
2g g8h 69 65.8 0 99.8 65.8
- Infuséo em 0.5-h
= 1g q12h 29 44.1 0 99.9 44.1
= 1g g6h 49 76.9 0 100 76.9
3 2g q12h 4g 84.7 0 99.9 84.7
o | Infusdo em 3-h
N 1g q12h 29 47 0 99.9 47
S 1g g6h 49 79 0 100 79
© 2g q12h 49 86.6 0 100 86.6
- Infuséo em 0.5-h
S 0.5q912h 19 51 0 100 51
= 0.5 g6h 29 57.5 0 100 57.5
2 1g q12h 2g 83.8 0 100 83.8
o | Infusdo em 3-h
7\| 0.5q91z2h 19 6.1 0 100 6.1
S 0.5 g6h 29 59.7 0 100 59.7
© 1g q12h 29 85.1 0 100 85.1
Infusdo em 0.5-h
< 0.5 g24h 0.5g9 0 0 100 0
E 0.5 gq12h 19 58.11 0 100 58.11
g 19 q24h 19 96.5 0 100 96.5
\F/‘ Infusdo em 3-h
3 0.5 g24h 0.5g9 0 0 100 0
O 0.5gl12h 1g 59.2 0 100 59.2
1g g24h 1g 96.8 0 100 96.8
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Table 3: Fracdo cumulative de resposta (CFR) no indice farmacocinamico minimo (40%
fT>MIC) dos regimes de meropenem em monoterapia ou terapia combinada nas faixa de
CLcr contra os 18 isolados clinicos de K. pneumoniae KPC-2.

CFR (%)
Meropenem regimens Total daily Monotherapy Combination Therapy
doses
0.5-h infusion
19 g8h 39 38 85

E 1.5g g6h 69 51 92
—E' 2g g8h 69 56 91
3 3-h infusion
A 19 g8h 39 40 86
S 1.5g g6h 69 56 92
o 2g q8h 69 59 92
< 0.5-h infusion
% 1g q12h 29 48 90
€ 1g q6h 4g 61 94
3 29 ql2h 4q 68 96
o 3-h infusion
N 19 g12h 29 49 90
g 1g g6h 4g 61 94
O 29 q12h 49 69 96
= 0.5-h infusion
% 0.5 ql12h 1g 42 88
IS 0.5 g6h 29 53 92
& 1g gq12h 29 59 94
o 3-h infusion
N 0.5 q1zh 19 42 88
S 0.5 g6h 29 54 92
O 1g q12h 29 60 94

0.5-h infusion
c 0.5 g24h 0.59 44 89
= 0.5ql2h 1g 54 92
E 19 q24h 1g 61 94
S 3-h infusion
v 0.5 g24h 0.59 43.5 89
S 0.5 q12h 1g 53.9 92
O 1g q24h 19 60.6 94
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Table 04: Concentracdes maximas alcancadas pelos diferentes regimes de gentamicina nos respectivos clearances de creatinina de
acordo com o normograma de Hartford, em paciente grave hipotético (homem, branco, pesando 70 Kg, sem diferenca significativa entre
peso ideal e total), estimadas por modelo farmacocinético padrdo de 1 compartimento.

ClLcr Gentamicina T inf T Crmax CRse GFR CLgenta VDgenta Kegenta Cmax
(mL/min) (regimes) (h) (h) (mg/dL) (mL/min/1.73m?) (L/h) (L/70kg) (h1) (mg/L)
100 490 mg g24h 0.5 0.5 0.88 97.43 2.09 53 0.039 14.4
50 490 mg g36h 0.5 0.5 1.75 44.07 1.37 53 0.026 15.10
30 490 mg g48h 0.5 0.5 2.92 24.41 0.86 53 0.016 17

CLcr: clearance de creatinina; T inf: tempo de infus@o intravenosa da dose; T Cmax: tempo para alcancgar a concentracdo méaxima; CRse: concentracdo sérica de
creatinina; GFR: glomerular filtration rate; CLgenta: Clearance da gentamicina, VDgenta: Volume de distribui¢@o da gentamicina; Kegenta: constante de eliminac¢éo da
gentamicina; Cmax: concentracdo maxima do regime de gentamicina.
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Table 05: Razdo da Cmax dos regimes de gentamicina (490 mg g24h; 490 mg q36h; 490 mg g48h) nos respectivos CLcr (100 mL/min; 50

mL/min; 30 mL/min) pela MIC (Cmax/MIC) dos isolados clinicos de K. pneumoniae produtores de KPC-2 testados contra gentamicina
pura ou combinada com meropenem.

Isolates MICpura MICcombi
(mg/mL) CLcr (mL/min) (mg/mL) CLcr (mL/min)
100 50 30 100 50 30
Cmax/MICaione Cmax/MICaione Cmax/MICalone Cmax/MICcombi Cmax/MICcombi Cmax/MICcombi

KP-3 0.25 57.6 60.4 68 0.06 240 251 283
KP-4 0.5 29.8 30.2 34 0.12 120 126 142
KP-5 256 0.056 0.059 0.066 32 0.45 0.47 0.53
KP-8 1 14.4 15.1 17 0.12 120 126 142
KP-9 0.5 29.8 30.2 34 0.12 120 126 142
KP-10 0.5 29.8 30.2 34 0.03 480 503 567
KP-11 256 0.06 0.059 0.066 64 0.23 0.24 0.27
KP-12 0.5 29.8 30.2 34 0.03 480 503 567
KP-15 1 14.4 15.1 17 0.12 120 126 142
KP-19 0.5 29.8 30.2 34 0.06 240 251 283
KP-28 0.5 29.8 30.2 34 0.12 120 126 142
KP-38 0.5 29.8 30.2 34 0.06 240 251 283
KP-39 1 14.4 15.1 17 0.5 28.8 30.2 34
KP-40 256 0.056 0.059 0.066 8 1.80 1.89 2.13
KP-43 256 0.056 0.059 0.066 64 0.23 0.24 0.27
KP-44 256 0.056 0.059 0.066 32 0.45 0.47 0.53
KP-46 0.5 29.8 30.2 34 0.12 120 126 142
KP-55 128 0.11 0.12 0.13 32 0.45 0.47 0.53

MICpua: MIC apenas da gentamicina; MICcomsi: MIC da gentamicina combinada com meropenem; CLcr: clearance de creatinina, Cmax: concentracao
maxima alcancada pelo regime de gentamicina; em negrito, valores de Cmax/MIC insuficientes (<10)
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CAPITULO I1I

CONCLUSOES

As reducdes nas MICs causadas pelas combinac6es de meropenem com fosfomicina contra
isolados clinicos de P. aeruginosa MDR produtora e ndo produtora de Metallo-B-lactamase, e de
meropenem com gentamicina contra isolados clinicos de K. pneumoniae KPC-2, que resultaram
grande parte dos testes em sinergismo e em valores de MICs alcancéveis pelos regimes combinados
e otimizados, demonstram a viabilidade potencial dessas associa¢es de antimicrobianos para tratar

pacientes com infeccdes causadas por esses patdgenos;

Os bons resultados da maioria dos testes de sinergismo e as reducdes nos valores das MICs
para concentracdes alcancadas pelos regimes em altas doses e otimizados podem justificar os
melhores resultados clinicos dos estudos epidemioldgicos com tratamentos combinados contra esses

patdgenos, comparado a monoterapia.

A adicdo da analise farmacodinamica comparando as terapias combinada e monoterapia
demonstradas em graficos de PTA com sinergismo, deixou evidente o maior alcance

farmacodinamico dos regimes ampliados, otimizados e combinados.

A demonstracdo da potencialidade dos regimes combinados e otimizados com
antimicrobianos de baixo custo, amplamente conhecidos e disponiveis aos servicos de salde no
mundo, como meropenem, gentamicina e fosfomicina, capazes de combater patdgenos tdo temidos
como P. aeruginosa MDR produtora e ndo produtora de Metallo-B-lactamase e K. pneumoniae KPC-
2, vem de encontro aos alertas do CDC e WHO de que precisamos de alterantivas rapidas e acessiveis

para tratar infecgdes causadas por esses patdgenos;

Mostrar o relevante sinergismo do meropenem com fosfomicina contra P. aeruginosa MDR
produtora e ndo produtora de Metallo-p-lactamase, e meropenem com gentamicina contra K.
pneumoniae KPC-2 e o alcance farmacodindmico dessas combinagdes em posologias atualmente

liberadas, fornece dados para estudos mais complexos tanto in vivo como clinicos.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

Desenvolver estudos em animais infectados com isolados clinicos de P. aeruginosa MDR
produtora ou ndo produtora de Metallo-B-lactamase e utilizar a combinagdo de meropenem com
fosfomicina. Usar também animais infectados com isolados clinicos de K. pneumoniae KPC-2 e
utilizar acombinacdo de meropenem com gentamicina para trata-los, assim avaliando a a¢édo sinérgica
dos antimicrobianos em ambiente dindmico onde existe alteracbes farmacocinéticas e

fisiopatoldgicas.

Os regimes utilizados nesse estudo foram de posologias liberadas para o uso terapéutico.
Desenvolver estudos clinicos em pacientes com infec¢éo causadas por P. aeruginosa MDR produtora
ou ndo produtora de Metalo-B-lactamase e K. pneumoniae KPC-2 usando a combinacdo em altas
doses e otimizadas de meropenem com fosfomicina e meropenem com gentamicina, contra 0s
respectivos patdgenos, parece ser uma alternativa promissora para avaliar resultados clinicos e custos

de tratamento.
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