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RESUMO

AFONSO, A. O. Avaliagdo da eficacia de ceftriaxona em camundongos infectados
experimentalmente por amostras de Klebsiella pneumoniae produtoras ou nio de beta-
lactamase de espectro estendido. 2005. 107f. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto — SP, Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2005.

As B-lactamases de espectro estendido (ESBL) sdo enzimas capazes de hidrolizar
penicilinas, cefalosporinas de amplo espectro e aztreonam, sendo uma das causas mais
comuns de resisténcia bacteriana aos agentes antimicrobianos B-lactimicos. Este mecanismo
de resisténcia é mais comumente encontrado em bacilos Gram-negativos, como Klebsiella
pneumoniae, associando-se com infec¢do hospitalar. As cefalosporinas, associadas ou ndo a
aminoglicosideos, sdo opgdes terapéuticas em infec¢Ges graves provocadas por Klebsiella sp,
recomendando-se evitd-las quando a amostra bacteriana é produtora de ESBL, ainda que
mostre sensibilidade in vitro a qualquer droga desse grupo de antimicrobianos. Porém, alguns
relatos t€m mostrado que infecg¢bes provocadas por amostras produtoras de ESBL, sensiveis
in vitro a uma determinada cefalosporina, quando tratadas por este agente podem responder a
terapéutica, com conseqiiente cura clinica. Os modelos de infecg@o experimental sdo métodos
uteis para o estudo da atividade in vivo de antimicrobianos. O objetivo deste trabalho foi
avaliar a eficicia de uma cefalosporina de terceira geragdo - ceftriaxona - em modelo murino
de infeccdo por Klebsiella pneumoniae produtora ou ndo de beta-lactamase de espectro
estendido. Para isso, utilizamos 8 amostras bacterianas de K. pneumoniae, 4 produtoras de
ESBL, 2 resistentes, uma com sensibilidade plena e uma com sensibilidade intermediéria a
ceftriaxona in vitro e 4 ndo-produtoras de ESBL, todas sensiveis & ceftriaxona in vitro.
Suspensdes bacterianas de concentragdo 0,8 a 8x10® UFC/0,1ml foram inoculadas por via
endovenosa em camundongos Swiss machos, previamente tratados com betametasona. Os
animais receberam ceftriaxona por via intraperitonial, 1 ou 2 doses de 50mg/Kg de peso ou 1
a 3 doses de 100mg/Kg de peso e foram observados durante 7 dias. Para a avaliagdo da
eficacia do tratamento os grupos foram analisados por meio de curva de sobrevida e por
determinag@o do niimero de Unidades Formadoras de Coldnias (UFC) no figado e bago. Os
animais infectados pelas amostras de K. pneumoniae ndo-produtoras de ESBL e sensiveis a
ceftriaxona tiveram redug@o das contagens bacterianas nos tecidos e aumento na sobrevida
quando tratados com esta cefalosporina. Nos animais infectados por amostras produtoras de
ESBL, a atuagdo de ceftriaxona foi varidvel: amostras resistentes in vitro ao antibidtico —
auséncia de eficicia ou controle parcial da infecg¢do; e amostras com sensibilidade plena ou
intermediaria ao antibidtico — controle parcial da infec¢do. O efeito antimicrobiano foi
dependente do nimero de doses e da concentragdo de ceftriaxona, quer nos animais infectados
por amostras produtoras, como por ndo-produtoras de ESBL. Concluiu-se que ceftriaxona
pode ter efeito antimicrobiano in vivo nas infec¢des por K. pneumoniae produtoras de ESBL,
principalmente, se a amostra bacteriana for sensivel no teste de susceptibilidade in vitro, na
dependéncia da dose administrada.



ABSTRACT

AFONSQO, A. O. Evaluation of the efficacy of ceftriaxone in mice experimentally infected
with Klebsiella pneumoniae strains producing or not extended-spectrum beta-lactamase.
2005. 107f. Master’s Thesis — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — SP, Universidade
de Séo Paulo, Ribeirdo Preto, 2005.

Extended-spectrum B-lactamases (ESBL) are enzymes that hydrolyze penicillins, broad-
spectrum cephalosporins and aztreonam, being one of the most common causes of bacterial
resistance to B-lactam antimicrobial agents. This resistance mechanism is more commonly

found in Gram-negative bacilli such as Klebsiella pneumoniae and is associated with hospital
infection. Cephalosporins combined or not with aminoglycosides are therapeutic options in
severe infections induced by Klebsiella sp. However, the recommendation is to avoid them
when the bacterial strain is a ESBL producer, even though the strain shows sensitivity to any
drug in this group of antimicrobials in vitro. However, some reports have shown that
infections induced by ESBL-producing strains with in vitro sensitivity to a given
cephalosporin, when treated with this agent can respond to therapy, with consequent clinical
cure. Experimental infection models are useful methods for the study of the in vivo activity of
antimicrobial agents. The objective of the present study was to evaluate the efficacy of a third
generation cephalosporin - ceftriaxone — in a murine model of infection with Klebsiella
pneumoniae producing or not ESBL. For this purpose, 8 bacterial strains of K. pneumoniae
were used, 4 of them ESBL producers, 2 resistant, one fully sensitive and one with
intermediate sensitivity to ceftriaxone in vitro, and 4 non-ESBL producers, all of them
sensitive to ceftriaxone in vitro. Bacterial suspensions at 0,8 to 8x10% UFC/0,1ml
concentration were injected intravenously into male Swiss mice previously treated with
betamethasone. The animals received ceftriaxone by the intraperitoneal route, 1 or 2 doses of
50mg/kg body weight or 1 to 3 doses of 100mg/kg body weight, and were observed for 7
days. For the evaluation of the efficacy of treatment the groups were analyzed on the basis of
the survival curve and by the determination of colony forming units in the liver and spleen.
The animals infected with non-ESBL-producing K. pneumoniae strains and sensitive to
cefiriaxone had a reduction of bacterial counts in tissues and an increased survival when
treated with this cephalosporin. In the animals infected with ESBL-producing strains, the
action of ceftriaxone was variable: strains with in vitro resistance to the antibiotic — absence
of efficacy or partial control of infection, and strains with full or intermediate sensitivity to
the antibiotic — partial control of infection. The antimicrobial effect depended on the doses
and concentrations both in the animals infected with ESBL-producing and non-ESBL-
producing strains. We conclude that ceftriaxone can have an antimicrobial effect in vivo in
infections induced by ESBL-producing K. pneumoniae strains, especially if the bacterial
strain is sensitive to the in vitro susceptibility test, depending on the dose administered.
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1 INTRODUCAO
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Durante décadas, as penicilinas e cefalosporinas de primeira geragdo fizeram parte da
primeira linha de defesa contra infec¢bes bacterianas. Entretanto, o perfil de susceptibilidade
destes microrganismos sofreu profundas mudangas desde a introdugdo da penicilina G, de
1939 até os dias atuais.

Dentre todos os mecanismos de resisténcia ja descritos, podemos citar a hidrdlise de

antibidticos (B-lactdmicos), devido a produgdio de enzimas (B-lactamases), como um dos

principais mecanismos de resisténcia encontrado em bactérias Gram-negativas. E, dentre os
microrganismos Gram-negativos, os membros da familia Enterobacteriaceae, como sendo
patogenos hospitalares extremamente importantes, além de serem portadores de diversos

mecanismos de resisténcia, especialmente a produgdo de enzimas (-lactamases (HSIUNG et

al., 2000; MENDES et al., 2000).

1.1 BETA-LACTAMASES
1.1.1 Defini¢fio, mecanismo de aciio e histérico das beta-lactamases
As B-lactamases sdo uma das causas mais comuns de resisténcia bacteriana aos agentes
antimicrobianos B-lactimicos, além de serem o mecanismo de resisténcia mais comumente
encontrado em bacilos Gram-negativos (BUSH; JACOBY; MEDEIROS, 1995; RICE, 2001).
Constituem um grupo de enzimas heterogéneas que rompem, por hidrélise, o anel B-
lactdmico de tais antibidticos e, no principio, atuavam sobre penicilina e cefalosporinas de
primeira geragdo. Algumas destas enzimas (classe B) utilizam ions zinco para romper o anel
B-lactdmico dos antibidticos, mas a grande maioria (enzimas da classe A, C e D) atuam via
serina. A enzima associa-se ao antibidtico (ligagdo ndo-covalente) e o anel B-lactdmico €

atacado por uma hidroxila livre. A hidrdlise libera a enzima ativa e a droga inativada,

hidrolizada (LIVERMORE, 1995).
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As B-lactamases podem ser produzidas tanto por bactérias Gram-positivas, e serem
secretadas para o meio externo em grandes quantidades, quanto por bactérias Gram-negativas,
sendo encontradas no espago periplasmatico situado entre a parede celular ¢ a membrana
externa, em pequenas quantidades (PITOUT; SANDERS; SANDERS Jr., 1997).

Elas ainda podem ser codificadas por cromossomos ou por plasmideos; porém, €
provavel que todas as B-lactamases mediadas por plasmideos tenham origem cromossomal. E
admitido que as enzimas cromossomais possam ter algum papel fisioldgico na camada de
peptidoglicano ou estarem envolvidas na defesa bacteriana contra a produgéo de 3-lactdmicos
por bactérias ou fungos do meio ambiente (LIVERMORE, 1995; LIVERMORE, 1998).

A primeira B-lactamase mediada por plasmideo, a TEM-1, foi descrita no comego dos
anos 60, em uma amostra de Escherichia coli isolada de hemocultura de uma paciente grega
chamada Temoniera, dai a sigla TEM, e logo espalhou-se para outros membros da familia
Enterobacteriaceae. Outra enzima amplamente distribuida € a SHV-1, que é cromossdmica
em isolados de Klebsiella pneumoniae e codificada por plasmideo em isolados de Escherichia

coli, o que facilita a sua disseminagdo (BRADFORD, 2001).

1.1.2 Beta-lactamases de espectro estendido (ESBL)

Em meados dos anos 80, um outro grupo de enzimas B-lactamases foi descrito, sendo
que estas conferiam resisténcia, além da penicilina e cefalosporinas de pequeno espectro, as
cefalosporinas de amplo espectro € monobactdmicos (aztreonam), provocando hidrdlise e a
conseqiiente inativag@o dos mais novos antibidticos B-lactdmicos disponiveis para uso clinico.
Por este fato elas foram chamadas de B-lactamases de espectro estendido (ESBL - abreviatura
do termo na lingua inglesa “Extended-spectrum beta-lactamases”) (EMERY; WEYMOUTH,

1997; PITOUT; SANDERS; SANDERS Jr., 1997).



19

As [-lactamases de espectro estendido (ESBL) sdo definidas, segundo o modelo de
classificag@o proposto por Bush, Jacoby e Medeiros (1995), como B-lactamases capazes de
hidrolizar os mais novos antibiéticos B-lactdmicos (cefalosporinas de amplo espectro e
monobactamicos), sendo inibidas por inibidores de B-lactamases (acido clavuldnico,
sulbactam e tazobactam) e colocadas dentro do grupo funcional 2be.

A maior parte das ESBL sfo derivadas das B-lactamases do tipo TEM e SHV e séo
codificadas por plasmideos. Mutagdes nestas enzimas primdrias, ocasionadas por
substitui¢des de aminodcidos, sdo suficientes para dar origem a uma variante com um novo
padrdo de susceptibilidade; muito embora, a mudanga de apenas um aminodacido ja seja
suficiente para alterar o perfil hidrolitico das enzimas, levando a um novo padrdo de
resisténcia. E por este fato que o niimero de enzimas ESBL vem aumentando e disseminando-
se, entre os bacilos Gram-negativos (BUSH; JACOBY; MEDEIROS, 1995).

Atualmente sdo conhecidas mais de 340 tipos de B-lactamases, sendo grande parte deste

crescimento associado a proliferagdo das ESBL. Em 1995 havia, aproximadamente, 36
enzimas classificadas como enzimas de amplo espectro; em 2000, este nimero passou a cerca

de 119 ESBL identificadas (BUSH, 2001).

1.1.3 Classifica¢io

O esquema de classificagdo proposto por Bush, Jacoby e Medeiros, em 1995, é um dos
mais usados para a classificagdo das B-lactamases. Entretanto, a classificagcdo funcional das [3-
lactamases comegou quando as cefalosporinases foram diferenciadas das penicilinases; assim,
diversos esquemas de classificagdo com base nas fungdes de cada enzima foram propostos,

desde 1963 até 1995.

O primeiro destes esquemas, em 1963, separava as enzimas entre penicilinases e

cefalosporinases (FLEMING; GOLDNER; GLASS, 1963). Em 1973 foi proposto um novo
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esquema, que incluia todas as B-lactamases de bactérias Gram-negativas descritas até aquele
momento, classificando-as com base no perfil de substrato. Em 1976, a classificagdo anterior
foi expandida, salientando as B-lactamases mediadas por plasmideos que poderiam ser
diferenciadas pelo ponto isoelétrico. Entretanto, este esquema de classificagdo tinha sido
criado antes da identificagdo das B-lactamases de espectro estendido (ESBL) e isto impedia a
diferenciacdo entre as B-lactamases do tipo TEM e SHV e a suas respectivas enzimas de
amplo espectro; por isso, em pouco tempo tornou-se ultrapassado devido a quantidade de
enzimas de amplo espectro que iam sendo identificadas (BRADFORD, 2001; BUSH;
JACOBY; MEDEIROS, 1995).

Em 1989, foi proposto por Bush um esquema que incluia as enzimas de todos os
géneros bacterianos, sendo este o primeiro esquema a tentar relacionar substrato e inibidores
com a estrutura molecular. Em 1995, Bush, Jacoby e Medeiros atualizaram este esquema
principalmente devido ao fato do numero de B-lactamases derivadas de TEM e SHV continuar
aumentando, entre outros fatores. Decidiu-se classificar as enzimas derivadas de TEM e SHV
em grupos que conservaram o prefixo “2b”. Assim, as B-lactamases de espectro estendido
(ESBL) foram colocadas dentro do grupo ‘“2be”, para mostrar que estas enzimas eram

derivadas das enzimas do grupo 2b e que tinham o seu espectro de atividade ampliado.

1.1.4 Fatores de risco relacionados a infec¢coes por organismos produtores de ESBL
Diversos sdo os fatores que aumentam o risco de uma colonizagdo ou infecgdo por
bactérias Gram-negativas, especialmente Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae,
produtoras de B-lactamases. Entretanto, segundo alguns autores, o fator principal é o uso
prévio e/ou prolongado de antibidticos, especialmente cefalosporinas (LAUTENBACH et al.,

2001; PATTERSON, 2002; RODRIGUES, 2004; SANDERS; SANDERS Jr., 1985).
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E possivel observar um aumento no numero de casos de infecgdes causadas por
bactérias produtoras de ESBL quando os individuos fazem uso de cefalosporinas de amplo
espectro; mas néo s elas, a utilizagéo de aminoglicosideos e cotrimoxazol também amplia o
nimero desses casos. Isto ocorre porque a resisténcia a aminoglicosideos e cotrimoxazol esta
associada com a presenca de um plasmideo conjugativo que confere resisténcia a essas
drogas, além do perfil de ESBL (LAUTENBACH et al., 2001; PEREIRA et al., 2003).

A suposi¢do de que alguns antibidticos que reduzem os niveis de anaerdbios intestinais
(clindamicina, piperacilina-tazobactam, ceftriaxona e ceftazidima, por exemplo) também
poderiam promover um super-crescimento de K. pneumoniae produtora de ESBL foi
levantado por alguns autores. E, através de experimentos in vivo utilizando-se camundongos,
esta hipotese foi confirmada. Os antibidticos com minima atividade contra os anaerdbios
intestinais (cefepime, aztweonam e levofloxacina) ndo promoviam a colonizagdo por K.
pneumoniae produtora de ESBL. Ja, o efeito da piperacilina-tazobactam, ceftriaxona e
ceftazidima mostrou um equilibrio entre a atividade inibitdria destas drogas contra a propria
bactéria e a promogédo desta devido a atividade antianaerdbica (HOYEN et al., 2003).

Outros fatores que também estdo relacionados com casos de colonizagédo e infecgéo
provocados por bactérias produtoras de ESBL, especialmente K. pneumoniae, sdo o uso de
dispositivos intravasculares, como cateteres arteriais e venosos centrais, bem como, o uso de
sondas e cateteres urindrios. Os pacientes submetidos & cirurgia abdominal de emergéncia,
especialmente aqueles com perfuragdes gastro-intestinais, t€ém alto risco de infecgdo por
bactérias produtoras de ESBL (GOMES, 2002; PATTERSON, 2002; PITOUT; SANDERS;
SANDERS Jr., 1997, RODRIGUES, 2004).

Fatores de risco adicionais, mas nio menos importantes incluem: a gravidade da doenga,

o tempo de permanéncia em unidades de terapia intensiva e o contato com profissionais da
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drea da saide colonizados ou fomites contaminados por amostras produtoras de ESBL

(LAUTENBACH et al., 2001).

1.1.5 Métodos de deteccio

Um agravante do problema de resisténcia deve-se em muito a dificuldade na detecgéo
laboratorial de amostras bacterianas resistentes. Detectar amostras produtoras de ESBL ndo é
uma tarefa muito facil com o antibiograma usual dos laboratérios de microbiologia. Um dos
motivos dessa dificuldade esta no fato de que algumas amostras produtoras de ESBL podem
mostrar um baixo nivel de resisténcia, ndo alcangando os “breakpoints” estabelecidos pelo
“National Committee for Clinical Laboratory Standards” (NCCLS - abreviatura do termo na
lingua inglesa). Podendo, assim, serem reportadas como néo-produtoras de ESBL e sensiveis
aos B-lactdmicos, quando na realidade ndo o sdo (BARBOSA et al., 2000).

Além disso, as variantes enzimaticas atuam melhor sobre um determinado substrato e
ndo tdo bem em outro. Geralmente, a ceftazidima é um dos melhores substratos para a
identificagdo de amostras produtoras de ESBL, pois, este agente tem dificuldade para se
acumular no espago periplasméatico e com isso tende a ser mais prontamente hidrolisada por
estas enzimas quando comparada com outras cefalosporinas (RICE, 2001). Entretanto,
algumas enzimas atuam melhor em outras drogas. Sendo assim, a escolha da cefalosporina
utilizada para os testes de detec¢do podera influenciar nos resultados obtidos, provocando o
estabelecimento de terapéutica inadequada e gerando dados de prevaléncia incorretos
(CORMICAN; MARSHALL; JONES, 1996; WINOKUR et al., 2001).

No geral, os testes utilizados em laboratérios de microbiologia clinica caracterizam as
amostras bacterianas fenotipicamente, quanto a produg¢io ou ndo de ESBL. Basicamente, eles
buscam demonstrar uma redugdo da concentragdo inibitéria minima (CIM) da cefalosporina

usada para o teste, quando em presen¢a de inibidor de B-lactamase (acido clavulanico,
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sulbactam ou tazobactam), utilizando para isso a metodologia de disco-difus@o. Alguns dos
testes que utilizam essa metodologia sdo a sinergia do duplo disco (DDS), o teste
tridimensional e o Etest para ESBL (EMERY; WEYMOUTH, 1997; HSIUNG et al., 2000;
REIS; GALES; SADER, 2001). Porém, sistemas automatizados de identificagdo bacteriana,
tais como: Vitek® (Biomeriux, Hazlewood, MO) e Microscan® (Dade Behring, West
Sacramento, CA, EUA) também identificam bactérias produtoras de ESBL, por detectarem

uma redugdo no crescimento bacteriano no compartimento do painel onde ha o antibiético -

lactdmico associado ao inibidor de B-lactamase, comparado com aquele que contém somente

a droga (B-lactdmico) (BRADFORD, 2001; REIS; GALES; SADER, 2001).

Além destes, os métodos moleculares também detectam e podem até diferenciar as
variantes enzimaticas, mas esses ndo sdo usados em laboratorios de rotina, pois sdo de custo
elevado e alguns sfo extremamente trabalhosos, dentre eles podemos citar: as sondas de
DNA, a PCR com primers de oligonucleotideos especificos, o método de oligotipagem que
detecta variantes da enzima TEM, a PCR-RFLP que pode detectar as mudangas de

nucleotideos especificos, a PCR-SSCP que detecta variantes da enzima SHV, entre outros

(BRADFORD, 2001).

1.1.6 Freqiiéncia de isolamento

As amostras bacterianas produtoras de ESBL foram primeiramente detectadas na
Europa e logo depois nos Estados Unidos e, durante os anos noventa, transformaram-se em
um problema global. E, embora tenha iniciado em Unidades de Cuidados Intensivos,
expandiu-se para outros pacientes de cuidados agudos e até mesmo para pacientes em
unidades de cuidados crdnicos e sob atendimento domiciliar. Mesmo assim, a freqiiéncia de
isolamento das amostras produtoras de ESBL varia significativamente de acordo com os

paises e hospitais.
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Um estudo multicéntrico francés monitorou a evolugdo da resisténcia bacteriana a
cefalosporinas de amplo espectro e aztreonam durante um periodo de 3 anos (1988-1990), em
12 hospitais universitdrios. A resisténcia das enterobactérias devido & produgdo de ESBL
variou de 11,5 a 15,2%. As amostras de K. pneumoniae produtoras de ESBL foram isoladas
em 9 hospitais em 1988, 11 hospitais em 1989 e 12 hospitais em 1990 (SIROT et al., 1992).

Na Italia, um estudo de prevaléncia realizado de janeiro a junho de 1999, com a
participagédo de 10 laboratdrios de microbiologia, determinou 20% (189/946) dos isolados de
K. pneumoniae e 1,2% (55/4604) dos isolados de E. coli como sendo produtores de ESBL
(SPANU et al., 2002).

Segundo dados do SENTRY (Programa de Vigilancia Antimicrobiana), de 1997 a 1999,
para determinar diferengas na prevaléncia do fendtipo ESBL, foi possivel constatar que as
amostras de K. pneumoniae produtoras de ESBL eram mais prevalentes na América Latina
(45,4%), seguida pela regido do Pacifico Ocidental (24,6%), Europa (22,6%), Estados Unidos
(7,6%) e Canadéa (4,9%) (WINOKUR et al., 2001).

No Brasil, o programa SENTRY, em 1997, detectou 42,1% das amostras de K
pneumoniae e 13,6% das amostras de E. coli como sendo produtoras de ESBL (SADER et al.,
1999).

Um estudo multicéntrico brasileiro chamado Sentinela, realizado no segundo semestre
de 1998, utilizou dados de 20 laboratdrios e 36 hospitais localizados em diversos estados
brasileiros. Os dados de prevaléncia obtidos pelo programa Sentinela foram 10% das amostras
de E. coli e 48% das amostras de K. pneumoniae produtoras de ESBL (SADER, 2000); estes
resultados sio semelhantes aqueles reportados por Sader et al., (1999).

Dados alarmantes de produgéo de ESBL foram encontrados por um outro Programa de
Vigilancia Antimicrobiana — o MYSTIC (Meropenem Yearly Susceptibility Test Information

Collection), no Brasil, de julho de 1998 a junho de 1999. Participaram desse estudo varios
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hospitais nas cidades de Sdo Paulo e Floriandpolis, onde detectou-se 29,0% das
enterobactérias como sendo produtoras de ESBL; destas, 59,2% (29/49) foram identificadas
como K. pneumoniae e 14,6% (7/48) E. coli (MENDES et al., 2000).

Segundo Hsiung et al., (2000), em outro estudo para a detecg¢fio e a prevaléncia de
ESBL em hospitais brasileiros, 44,1% (93/211) das amostras de K. pneumoniae e 5,6%
(15/269) das amostras de E. coli eram positivas para a produgdo de tais enzimas.

De setembro de 2000 a margo de 2001, foi realizado o primeiro estudo destinado a
constatar a prevaléncia do fen6tipo ESBL no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
de Ribeirdo Preto da Universidade de Sdo Paulo (HCFMRP-USP). Para isso foram analisadas
todas as amostras encaminhadas ao laboratorio, ndo diferenciando-as em isolados vindos de
pacientes internados ou ndo, infectados ou apenas colonizados pelo espécime em questdo. O
estudo indicou 3,2% (59/1872) das enterobactérias isoladas no periodo como sendo
produtoras de ESBL; destas, 38,9% (23/59) foram amostras de K. pneumoniae, 30,5% (18/59)
E. colie 18,6% (11/59) K. oxytoca (GOMES, 2002).

Um segundo estudo de prevaléncia na mesma instituigdo foi realizado, de abril de
2002 a outubro de 2003. A diferenga em relagdo ao estudo anterior foi & populagéo estudada,
nesta casuistica foram consideradas apenas os isolados provindos de pacientes internados,
com infec¢io comprovadamente causada pelo agente identificado no laboratério de
microbiologia. Das 1324 amostras de Klebsiella spp identificadas pelo laboratério de
microbiologia no periodo de estudo, 104 eram oriundas de pacientes que preenchiam todos os
critérios de inclusdo. A produgdo de ESBL foi confirmada em 45,2% (47/104) das amostras,
denwe as amostras produtoras de ESBL 95,7% (45/47) pertenciam & espécie K. pneumoniae

(RODRIGUES, 2004).
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1.1.7 Significado clinico

O género Klebsiella esta amplamente distribuido na natureza e pode ser encontrado no
trato gastrointestinal de seres humanos e animais. Klebsiella sp pertence 4 familia
Enterobacteriaceae, apresenta-se como bacilos Gram-negativos, iméveis e geralmente
encapsulados, o que da caracteristica mucdide as colonias (ABBOTT, 1999; KONEMAN et
al., 2001).

A espécie de maior interesse médico e maior freqiiéncia de isolamentos clinicos € a
Klebsiella pneumoniae, embora, outras espécies dentro do género ja tenham sido identificadas
em amostras biolégicas. K. pneumoniae € bactéria oportunista € pode provocar tanto uma
colonizagdo assintomatica dos tratos respiratorio, urinario e intestinal, como também
infecgdes graves, por exemplo, pneumonia, septicemia e meningite (FARMER III, 1999).

A grande maioria das infec¢des provocadas por Klebsiella esta associada a
hospitaliza¢do. E o aumento na incidéncia de infecg¢bes hospitalares causadas por espécies de
Klebsiella, pricipalmente K. pneumoniae, esta associada ao aumento do niimero de pacientes
imunocomprometidos, (tanto pela infecgdo com HIV, como pelo uso de drogas anti-
neoplasicas, por exemplo) ou que possuam outras condi¢des pré-disponentes para tal infecgo,
como: diabetes melittus, obstru¢do pulmonar cronica, uso prolongado de antibidticos,
consumo excessivo de dlcool e outras drogas (PODSCHUN; ULLMANN, 1998; KONEMAN
et al., 2001).

O local de infec¢do mais comumente acometido por Klebsiella sp € o trato urinario.
Enwretanto, o género € o segundo nos casos de bacteremia por bactérias Gram-negativas,
seguindo E. coli; as espécies de Klebsiella ainda estdo geralmente envolvidas em sepse
neonatal (PODSCHUN; ULLMANN, 1998).

Quanto a susceptibilidade a agentes antimicrobianos, todas as amostras de K

pneumoniae apresentam resisténcia intrinseca a ampicilina, amoxacilina, carbenicilina e
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ticarcilina (FARMER III, 1999; LIVERMORE, 1998). Além disso, as espécies t€ém tendéncia
a alojar plasmideos que medeiam genes de resisténcia aos antimicrobianos (KONEMAN et
al., 2001). Nos anos 70, as amostras de Klebsiella eram principalmente resistentes aos
aminoglicosideos. Mas, a partir de 1982, muitas tornaram-se resistentes as cefalosporinas de
amplo espectro devido a produgio de ESBL (PODSCHUN; ULLMANN, 1998).

O tratamento de infecgGes causadas por bactérias produtoras de ESBL quando €

realizado a base de [-lactimicos, especialmente aqueles dos grupos das penicilinas,

cefalosporinas € monobactdmicos, pode ndo levar a resultados satisfatdrios. Porém, o
contrario é verdadeiro; alguns trabalhos tém mostrado que mesmo infecgdes provocadas por
amostras produtoras de ESBL, sensiveis in vitro a uma determinada cefalosporina, quando
tratadas por este agente podem responder a terapéutica, com conseqtiente cura clinica.

Paterson et al., (2001), analisaram o tratamento realizado com cefalosporinas em
infec¢des sérias causadas por bactérias produtoras de ESBL que apresentavam uma aparente
susceptibilidade nos testes in vitro. Nesse estudo foi observado que 54% (15/28) dos pacientes
ndo obtiveram éxito no tratamento, apesar da CIM da cefalosporina estar na faixa de
susceptivel. Com bases nesses dados, seria prudente (quando o agente isolado € produtor de
ESBL) reportar o resultado de resistente para todas as cefalosporinas, independente do
resultado do teste de susceptibilidade in vitro, evitando assim a utilizagéo de tais agentes e
possiveis falhas terapéuticas, como ja é determinado pelo NCCLS (NCCLS, 2000).

Ao contrério deste, outros estudos sugerem que o resultado do teste de susceptibilidade
in vitro pode realmente predizer o resultado clinico. Quinn et al., (1989), descreveram o caso
de 2 pacientes infectados por uma amostra de K. preumoniae resistente in vitro a ceftazidima
e aztreonam, mas susceptivel a outras cefalosporinas (ceftriaxona e cefotaxima). Em um caso,
o paciente desenvolveu uma peritonite ¢ choque séptico sendo tratado empiricamente com

antibiéticos para os quais o isolado era resistente, € acabou morrendo. No outro, um quadro de
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meningite foi curado apds o tratamento com cefiriaxona e o paciente recuperou-se
completamente.

Smith et al., (1990), apresentaram o caso de um paciente vitima de um grave acidente
automobilistico, que apds uma cirurgia desenvolveu um quadro de meningite e bacteremia; a
terapia instituida incluia amicacina e ceftazidima. Foram colhidas amostras de liquor e sangue
e em ambas o agente isolado foi identificado como K. pneumoniae produtora de ESBL, o teste
de susceptibilidade in vitro apontou resisténcia a ceftazidima, mas, susceptibilidade a outras
cefalosporinas, como por exemplo, cefotaxima. O esquema terapéutico foi entdo mudado, a
ceftazidima foi trocada por cefotaxima e a amicacina foi mantida. O paciente melhorou e
recuperou-se sem mais complicagdes.

Durante um periodo de 6 meses (agosto de 1995 a janeiro de 1996), foi realizado um
estudo em um hospital de cuidados terciarios da Virginia (The Medical College of Virginia),
para determinar a prevaléncia de pacientes infectados por enterobactérias produtoras de ESBL
e os resultados clinicos da terapéutica, em relagdo a produgéo da enzima associada ao teste de
sensibilidade in vitro. Observou-se que 22 pacientes tinham infec¢do por enterobactérias
produtoras de ESBL. Destes, apenas nove (40,9%) receberam como terapia cefalosporina de
amplo espectro, entretanto, sete pacientes foram curados. Porém, esse nimero € baixo para se
concluir alguma relagéo entre o resultado clinico e o resultado do teste de susceptibilidade in
vitro (EMERY; WEYMOUTH, 1997).

Um estudo realizado no periodo de setembro de 2000 a margo de 2001 no HCFMRP-
USP, com o objetivo de avaliar a importéncia laboratorial e clinica de enterobactérias
produtoras de ESBL, verificou que 70,2% das enterobactérias produtoras de ESBL isoladas
no periodo apresentavam sensibilidade in vitro a cefoxitina, 40,4% a ceftazidima e 12,8% a
ceftriaxona. E, assim como no estudo de Emery ¢ Weymouth (1997), apesar do nimero de

pacientes estudados ndo ter sido suficiente para esclarecer o significado clinico de tais
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amostras bacterianas, houve casos de melhora clinica (6 casos - 42,9%) e cura (1 caso - 7,1%)
com erradicagdo bacteriana (4 casos - 28,6%) durante a terapia antimicrobiana, mesmo que

inadequada (GOMES, 2002).

1.1.8 Ceftriaxona e terapéutica de infec¢oes causadas por microrganismos produtores de
ESBL

O grupo dos antibidticos B-lactdmicos que inclui as penicilinas, as cefalosporinas, os
monobactdmicos € os carbapenémicos interferem na sintese do peptidoglicano da parede
celular bacteriana; e, estdo entre os antibiticos mais prescritos no mundo.

Os diversos antibioticos deste grupo possuem afinidades diferentes para as diversas
PBPs (abreviatura do termo na lingua inglesa “Penicillin-binding proteins” - proteinas
fixadoras de penicilina), que estdo envolvidas na sintese da parede celular bacteriana. Estas
proteinas encontram-se ancoradas na membrana celular interna das bactérias Gram-negativas
e sdo os alvos dos antibidticos B-lactdmicos (PITOUT; SANDERS; SANDERS IJr., 1997;
RANG; DALE; RITTER, 2001).

E esta ligagdo especifica, do antibidtico & PBP, que determinaré o resultado da agfo da
droga levando & lise celular, ou & modificagdo na forma da célula, seja produzindo formas
arredondadas ou longos filamentos, como acontece nos bacilos Gram-negativos (NEU, 1982).

Entretanto, existem trés condi¢des fundamentais para a perfeita atividade das penicilinas
e cefalosporinas: 1. entrada das moléculas através da parede celular bacteriana; 2. estabilidade
frente as B-lactamases, sendo este o principal fator necessério para a utilizagdo de tais agentes
contra bactérias Gram-negativas e 3. afinidade pelas enzimas envolvidas na sintese da parede
celular (NEU, 1982). In vivo, o efeito antibacteriano de uma droga também depende da taxa
de difusdo e da concentragdo atingida no local infectado (PANGON et al., 1987). Assim, a

eficacia do tratamento com antibidticos B-lactimicos depende da manutengfo adequada da
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concentragdo do antibitico no plasma durante o tratamento e€ ndo do elevado pico de
concentragdo (BAKKER-WOUDENBERG; ROOSENDAAL, 1990).

Especificamente quanto as cefalosporinas, elas sdo divididas em primeira, segunda,
terceira e quarta geragdes, segundo a ordem cronolégica de produgdo. Os grupos sdo divididos
por estrutura quimica e ordem de uso clinico; ao avangar da primeira a quarta geragéo, vai-se
ampliando o espectro de atividade contra as bactérias Gram-negativas, ocorre perda de
eficacia contra bactérias Gram-positivas, aumenta a eficiéncia contra microrganismos
resistentes e eleva-se o custo (MANDELL; PETRI Jr., 1995).

As cefalosporinas associadas ou ndo a aminoglicosideos, sdo consideradas drogas de
escolha para o tratamento de infec¢des graves provocadas por Klebsiella sp, Enterobacter sp,
Proteus sp, Providencia sp, Serratia sp e Haemophilus sp (YAO; MOLLERING Jr., 1999).

Dentre as drogas de terceira geragdo, cefotaxima e ceftriaxona sfo as mais utilizadas
para o tratamento de meningite bacteriana, gragas ao seu espectro de atividade e a boa
penetracdo no liquor (MANDELL; PETRI Jr., 1995). Também, devido & lenta eliminagéo da
ceftriaxona, nas vegetagdes provocadas nos experimentos de endocardite, o nivel bactericida €
mantido por mais tempo do que para outras cefalosporinas impedindo assim, o crescimento
bacteriano nos intervalos das doses (PANGON et al., 1987).

As diferengas farmacoldgicas entre as drogas de terceira geracdo da-se pelo
metabolismo, meia-vida e mecanismos pelos quais elas sdo excretadas. Entretanto, a maior
vantagem do uso de ceftriaxona em relagdo as outras drogas da mesma geragdo € a sua meia-
vida longa, o que permite um esquema posolégico de dose tinica diaria (NEU, 1982).

Muito embora, exista uma ampla variedade de cefalosporinas disponiveis no mercado;
atualmente, a redugfo e até mesmo a eliminagio do uso destes agentes e a substitui¢do destas
por drogas alternativas, tem sido sugerida como medida para reduzir o nimero de infecgées

provocadas por bactérias produtoras de ESBL (RICE, 2001).
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Assim, o uso de agentes carbapenémicos (como por exemplo, imipenem € meropenem)

e a combinagdo de agentes B-lactdmicos com inibidores de B-lactamases séo alternativas para
o tratamento de infecgdes provocadas por microrganismos produtores de ESBL. Entretanto, ja
foi detectada a produgdo de enzimas que degradam carbapenémicos em enterobactérias
(OSANO et al., 1994). Quanto aos inibidores de P-lactamases, eles atuam ligando-se as
enzimas inativando-as e assim impedem a destrui¢do dos antibidticos B-lactdmicos, sendo

mais ativos contra B-lactamases codificadas por plasmideos (MANDELL; PETRI Jr., 1995).
As combinagdes de amoxacilina-acido clavuldnico e piperacilina-tazobactam sdo as mais
ativas in vitro contra enterobactérias produtoras de ESBL (SADER, 2000; SPANU et al.,
2002).

Outras classes de antimicrobianos, aminoglicosideos, tetraciclinas, fluorquinolonas e
sulfametoxazol-trimetoprim, também podem ser utilizadas, desde que o teste de
susceptibilidade aponte sensibilidade a estes agentes; pois, tem sido observado casos de
resisténcia cruzada (JONES; PFALLER, 1998; MENDES et al., 2000; PATTERSON, 2002;

RICE, 2001; SPANU et al., 2002).

1.2 MODELOS ANIMAIS DE INFECCAO POR BACTERIAS RESISTENTES A
CEFALOSPORINAS

Basicamente, os estudos realizados em modelos animais buscam analisar a eficicia de
antibidticos B-lactimicos ou ndo, associados ou ndo a inibidores de B-lactamases, no
tratamento de infecgdes experimentais provocadas por bactérias produtoras de ESBL. E,
apesar da extensa bibliografia sobre o assunto ESBL, poucos séo os relatos de experimentos

in vivo, relacionando a produgéo da enzima, o teste de susceptibilidade in vitro (especialmente



32

quando este apresenta sensibilidade a um agente que deveria ser reportado como resistente) e
a resposta terapéutica.

Um modelo de endocardite experimental conduzido em coelhas, destinado a avaliar a
atividade da combinagdo de sulbactam e ceftriaxona contra K. pneumoniae produtora de
TEM-3, resistente in vitro a todos os [-lactimicos, exceto cefamicinas e imipenem,
demonstrou que tanto o sulbactam, quanto a ceftriaxona isolados eram ineficazes para o
tratamento deste grave quadro de infecgdo. Além disso, mesmo quando associado a
ceftriaxona, o sulbactam néo foi capaz de restabelecer a completa atividade da ceftriaxona, a
ndo ser que uma alta dose do inibidor (incompativel com a dose utilizada em humanos) fosse
utilizada (CARON et al., 1990).

Modelo experimental idéntico foi utilizado por Mentec et al., (1992) a fim de avaliar a
eficacia de piperacilina, tazobactam e gentamicina isolados ou combinados para o tratamento
dos animais. Os resultados obtidos mostraram que o tazobactam foi capaz de restituir
completamente a atividade da piperacilina in vitro e in vivo, e a gentamicina, mesmo que
isolada, também mostrou-se efetiva para o tratamento devido a alta concentragdo plasmatica.
Constatou-se, ainda, que o efeito inibitério do tazobactam in vitro ndo era dependente da
concentraggo e persistiu mesmo quando o inéculo foi maior.

Rice et al., (1991), desenvolveram um estudo iz vivo para comparar a eficacia de varios
antibidticos B-lactdmicos no tratamento de ratos com abscessos intra-abdominal provocados
por K. pneumoniae produtora de YOU-1, uma enzima de amplo espectro que confere um alto
nivel de resisténcia a ceftazidima, mas néo confere resisténcia a cefotaxima quando o in6culo
utilizado era 10° UFC (Unidades Formadoras de Coldnias)/ml. Foi possivel constatar com
base neste modelo, que os grupos de animais tratados com imipenem e com a combinagdo de
cefoperazona-sulbactam tiveram uma significativa reducdo das UFC/g de abscesso, quando

comparados com os outros grupos experimentais (que receberam cefoperazona, cefotaxima ou
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cefpiroma). Com base nestes resultados, os autores sugerem evitar o uso isolado de
cefalosporinas de amplo espectro para o tratamento de infec¢Ges sérias causadas por amostras
produtoras de B-lactamase.

No estudo de Thauvin-Eliopoulos et al., (1997), o mesmo modelo experimental de
abscessos intra-abdominal em ratos e a mesma amostra de K. pneumoniae utilizados por Rice
et al., (1991) foi empregado com o objetivo foi avaliar a eficdcia de piperacilina-tazobactam e
cefepime. Os grupos experimentais incluiam além do controle nZo-tratado, piperacilina-
tazobactam, ticarcilina-acido clavuldnico, cefepime, cefotaxima, imipenem e ceftazidima.
Exceto o grupo tratado com ceftazidima, todos os outros esquemas terapéuticos reduziram
significantemente as UFC/g de abscesso; os melhores resultados foram observados com os
grupos tratados com imipenem, cefotaxima e cefepime, respectivamente. Ainda assim, os
pesquisadores sugeriram cautela quanto a conduta terapéutica em casos graves causados por
isolados produtores de B-lactamases.

O efeito bactericida de ceftriaxona obtido in vitro foi concentragdio e dose-dependentes
em um modelo de endocardite experimental conduzido em coelhas causado por E. coli
plenamente sensivel a ceftriaxona. E, embora tenham sido testadas outras cefalosporinas para
as quais o isolado mostrava-se susceptivel, ceftriaxona exibiu o mais alto efeito bactericida no
referido modelo de infecgdo (PANGON et al., 1987). Também foi possivel notar um efeito
dose-dependente, para ceftriaxona associada ao sulbactam, mesmo quando a amostra
bacteriana exibia uma reduzida susceptibilidade in vitro a esta droga, no mesmo modelo de
endocardite experimental conduzido em coelhas, agora causado por E. coli produtora de
SHV-2, enzima que confere uma reduzida susceptibilidade as cefalosporinas de amplo
espectro (ceftriaxona e cefotaxima) (FANTIN et al., 1990).

Nos estudos de Fantin et al., (1990), Rice et al., (1991) e Thauvin-Eliopoulos et al.,

(1997) observou-se ainda um acentuado efeito indculo in vitro, ou seja, 4 medida que se
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aumenta o indculo, aumenta-se também a CIM do antimicrobiano testado; o que explica, em
parte, a ineficiéncia de alguns agentes antimicrobianos nestes tipos de infec¢Ges, ja que os
abscessos € as vegetagdes possuem uma grande quantidade de bactérias que produzem uma
grande quantidade de enzima, além de tecido destruido, o que dificulta ainda mais o

antibidtico alcangar o seu alvo (FANTIN et al., 1990).



2 JUSTIFICATIVA
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Ainda existem davidas sobre a antibioticoterapia de pacientes infectados por
enterobactérias produtoras de ESBL, particularmente aquelas cujo teste apresenta
susceptibilidade in vitro a drogas presumidamente inativadas pela enzima (PATERSON et al.,
2001). Nesse sentido, o uso de animais para a andlise da eficiéncia de antimicrobianos,
especialmente as cefalosporinas, no tratamento de infec¢des causadas por bactérias produtoras
de ESBL pode contribuir para a defini¢do do uso ou ndo desses antibiéticos para a terapia dos
pacientes.

Sendo assim, a proposta deste estudo € justamente avaliar a eficiéncia do tratamento
com ceftriaxona, in vivo, para infec¢Ges causadas tanto por cepas de Klebsiella pneumoniae
produtoras de ESBL, quanto para as cepas ndo-produtoras, comparando com aquelas cujo

teste de susceptibilidade in vitro aponta resisténcia ou sensibilidade a esse antibidtico.



3 OBJETIVOS
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Geral:
Avaliar a efic4cia de uma cefalosporina de terceira geragdo - ceftriaxona - em modelo
murino de infec¢do por Klebsiella pneumoniae produtora ou ndo de beta-lactamase de

espectro estendido (ESBL), com diferentes perfis de sensibilidade in virro a este

antimicrobiano.

Especificos:
1. Padronizar modelo animal de infec¢do generalizada por Klebsiella pneumoniae em

camundongos;

2. Verificar a resposta a ceftriaxona em animais inoculados com amostras de Klebsiella

pneumoniae ndo-produtoras de ESBL e sensiveis a ceftriaxona;

3. Verificar a resposta a ceftriaxona em animais inoculados com amostras de Klebsiella
pneumoniae produtoras de ESBL, susceptiveis ou ndo ao antibidtico, em teste de

sensibilidade in vitro, e

4. Averiguar o efeito da dosagem e do numero de doses de ceftriaxona nos

camundongos infectados com Klebsiella pneumoniae.



4 MATERIAL E METODO
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4.1 AMOSTRAS DE Klebsiella pneumoniae

Foram utilizadas para o presente estudo 8 (oito) amostras bacterianas de Klebsiella
pneumoniae, que estavam estocadas em Agar Tripticase de Soja, 4 4°C. Sete amostras foram
isoladas a partir de urina, secre¢do traqueal e sangue de pacientes atendidos no Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Séo Paulo
(HCFMRP-USP) e uma amostra foi isolada a partir de urina, de paciente de um laboratdrio de
analises clinicas de Juiz de Fora, Minas Gerais.

A identificagio em género e espécie foi executada pelo sistema automatizado
Microscan® (Dade Behring, West Sacramento, CA, EUA).

Utilizando dois testes de sensibilidade in vitro, a microdilui¢do em caldo em painéis do
sistema automatizado Microscan® e o teste de sensibilidade por disco difusdo em é4gar, todas
as amostras foram avaliadas quanto ao perfil de susceptibilidade & ceftriaxona. A produgéo de
-lactamase de espectro estendido (ESBL) foi avaliada por meio do teste de disco combinado
de ceftazidima (Tabela 1). A interpretagdo dos testes de susceptibilidade, realizada por
fotocolorimetria pelo aparelho ou visualmente pelo microbiologista, bem como a
interpretagdo do teste de disco combinado foi baseada nas normas do NCCLS (NCCLS,
2000).

As amostras foram suspensas em meio BHI (abreviatura do termo na lingua inglesa
“Brain heart infusion”) (Oxoid, Basingstoke, Hampshire, England) e repicadas em &gar
Miieller-Hinton (Oxoid, Basingstoke, Hampshire, England), suplementado com 5% de sangue
de cameiro e dgar MacConkey (Oxoid, Basingstoke, Hampshire, England) e incubadas por 18
a 24 horas. Procedeu-se entdo a inoculagdo de 3 a 5 coldnias puras em meio BHI, ajustando-se
a turbidez, visualmente em 0,5 da escala de McFarland e, em seguida por meio do uso de um

aparelho acessério do sistema automatizado MicroScan® - Turbidimetro (Dade Behring, West



41

Sacramento, CA, EUA), ajustou-se a suspensdo bacteriana para que tivesse uma leitura de
absorvancia de 0,10 - 0,11.

A suspensdo foi homogeneizada e nela foi embebido um "swab" que, apds a drenagem
do excesso de liquido, foi utilizado para a semeadura em placas de dgar Miieller-Hinton. Os
discos de papel de filtro impregnados um, com uma cefalosporina de terceira geragéo (30pug
de ceftazidima) e o outro, com a mesma droga acrescida de 10ug de clavulanato foram
colocados na superficie do meio de cultura para a detec¢do da produgdo de ESBL, além do
disco contendo ceftriaxona (todos os discos da marca Oxoid®); estas placas foram mantidas
na estufa a 35°C durante 18 a 24 horas. Um aumento de 5Smm na zona de inibig&o do disco
contendo a cefalosporina com o clavulanato comparado a droga isolada foi considerado como

teste positivo.

Tabela 1 - Produgido de B-lactamase de espectro estendido (ESBL) e susceptibilidade a ceftriaxona
(CRO) das amostras de Klebsiella pneumoniae.

bﬁ:::it:::s Material clinico  ESBL* Susceptibilidade a ceftriaxona i
CIM (pg/ml)** Halo (mm)*** Interpretacio
120 Urina Positiva <4 pg/ml 21 mm Sensivel
291 Secrecdo traqueal  Positiva 32 pg/ml 16 mm Intermediéria
158 Sangue Positiva > 32 pg/ml 0 mm Resistente
312 Sangue Positiva > 32 pg/ml 0 mm Resistente
455 Sangue Negativa <4 pg/ml 31 mm Sensivel
974 Urina Negativa <4 pg/ml 26 mm Sensivel
1024 Urina Negativa <4 pg/ml 25 mm Sensivel
1131 Urina Negativa <4 pg/ml 26 mm Sensivel

* Teste de disco-combinado
** Concentragdo Inibitéria Minima, pelo sistema automatizado MicroScan®;
*%*% Meétodo de disco-difusdo.
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4.2 ANIMAIS

Os experimentos foram conduzidos em camundongos Mus musculus (linhagem swiss),
machos, com peso inicial de 20-25g, alojados em gaiolas de policarbonato e cama de
maravalha, com 6 ou 7 animais em cada uma, sendo livre o acesso a ragdo e a agua. Os

animais foram distribuidos de acordo com o esquema abaixo.

|

Padronizagdo do Modelo Experimento de avaliagdo Experimento de avaliagio
Experimental daeficdciade CRO S0mg/Kg de peso, da eficécia de CRO
para as 8 amostras para & 8 amostrasbacterianas 100mg/Kg de peso
bacterianas (em duplicata) para4 amostras bacterianas
1
| | [ I I |
Subgrupo ndo-tratado | | Subgrupo rdo-tratado. | |  Subgrupo tratado Subgrupo tratado Subgrupo ro-tratado. Subgrupo tratado Subgrupo tratado Subgrupo tratado
5 a8 animais por 6 a7 animais por com uma dose. com duas doses. 9 0u 10 animais com umadose. com duas doses. com trés doses
amostra bacteriana amostrabacteriana 627 animais por 627 animais por 8 ou 9 animais 8 ou 9 animais 8 ou 9 animais
amostra bacteriana amostra bacteriana
4.3 DROGAS

4.3.1 Betametasona

Os camundongos receberam uma dose de 20mg de betametasona [(Dipropianato de
Betametasona + Fosfato Dissoédico de Betametasona) Diprospan®, da Schering-Plough, lote n°
323]/ Kg de peso, 48 horas antes do indculo bacteriano.

Os animais foram pesados um dia antes da administragdo da dose unica de
betametasona. Para cada subgrupo de animais, foi aplicada a mesma dose de 20mg/Kg de
peso, calculada com base na média de peso dos animais de cada subgrupo.

A dose a ser administrada foi preparada no momento da utilizagdo e aplicada por via
subcutdnea utilizando-se seringas descartdveis para volume de 1ml e agulha hipodérmica

13x45mm.



43
4.3.2 Ceftriaxona
A droga avaliada foi obtida comercialmente. Ceftriaxona marca Rocefim®, (lote n°
B2642 B1128) da Roche, frasco com 1000mg, foi pesada e suspensa em dgua destilada estéril.
Os animais foram pesados no dia da primeira dose de medicagéo. Para cada subgrupo de
animais, foi aplicada a dose de ceftriaxona (50 ou 100mg/Kg de peso, de acordo com o
delineamento experimental), calculada com base na média de peso dos animais de cada
subgrupo e na quantidade de principio ativo presente na medicag#o.
A dose a ser administrada foi preparada no momento da utilizagdo e aplicada por via
intraperitonial, utilizando-se seringas descartaveis para volume de 1ml e agulha hipodérmica

13x45mm. As doses e os intervalos foram estabelecidos para cada experimento.

4.4 PREPARO DO INOCULO BACTERIANO

As amostras bacterianas foram mantidas em Agar Tripticase de Soja, sob refrigeragdo.
Vinte e quatro horas antes da inoculagéo, foram repicadas em caldo BHI e mantidas em estufa
a 35°C por aproximadamente 6 horas. Um novo repique foi feito, a partir deste caldo, em
placas de Agar MacConkey e estes, incubados em estufa a 35°C durante 24 horas, a fim de
obtermos uma cultura jovem.

No dia do inéculo, algumas coldnias foram retiradas da placa de Agar MacConkey e
coletadas em tubos de ensaio contendo 4,5ml de solugdo aquosa de NaCl 0,9%, sendo a
turvacdo desta suspensdo bacteriana comparada visualmente com a turvagdo do tubo 5 da
escala de McFarland (LIMA e SILVA, 1970), que corresponde a 1,5x10° bactérias/ml. O
ajuste final da concentragdo da suspensdo foi realizado mediante leitura no Turbidimetro,
tomando como padrdo o tubo 5 da escala de McFarland padronizando-se o indculo bacteriano

para uma leitura de absorvancia igual a 0,65 - 0,66.
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Depois de ajustada a concentragdo bacteriana, realizamos dilui¢des seriadas desta
suspensdo a partir de 1:10 até 1:1.000.000 e uma aliquota (100ul) das suspensdes diluidas
foram semeadas em placas de Agar MacConkey e incubadas em estufa bacteriolégica a 35°C
durante 18 horas, para determinagdo das Unidades Formadoras de Col6nias por 0,1ml de

suspensdo inoculada (UFC/0,1ml) presentes no inoculo.

4.5INOCULACAO

ApOs 48 horas da aplicagdo da dose unica de betametasona, cada camundongo foi
inoculado com 0,1ml da suspenséo bacteriana original de K. preumoniae, por via endovenosa,
puncionando-se uma veia da cauda com o auxilio de seringas para volume de 1ml e agulhas

hipodérmicas 13x45mm. Conforme a amostra bacteriana e os subgrupos experimentais, o

in6culo variou de 0,8 a 8x10° UFC/ml.

4.6 QUANTIFICACAO DA INFECCAO
4.6.1 Sacrificio dos animais e preparacio das visceras

Os animais que morreram espontaneamente apds o inoculo tiveram o bago e o figado
retirados imediatamente ou, ap0s a refrigeracdo da carcaga, dentro de no méaximo 30 horas. Os
camundongos sobreviventes foram sacrificados no 7° e 8° dias apds a inoculagdo. O bago € o
figado, retirados assepticamente, foram pesados, e colocados em frascos com 10 ml de
solucdo fisiologica 0,9% estéril. As visceras foram homogeneizadas em equipamento
microtriturador (modelo Turrax — MA 120, Marconi), o figado durante um minuto, e o bago

durante 30 segundos.
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4.6.2 Cultura quantitativa
Foram realizadas diluigdes dos tecidos homogeneizados em solugdo aquosa de NaCl
0,9% estéril. O macerado do bago foi diluido a 1:10, 1:100 e 1:1000 e o macerado do figado a
1:10, 1:100, 1:1000 e 1:10.000. De cada uma destas dilui¢des foram retirados 100ul que
foram semeados em quatro quadrantes de placas de Petri contendo Agar MacConkey e a
seguir incubadas a 35°C durante 18 horas, para quantificagido das Unidades Formadoras de

Colonias por grama de tecido (UFC/g de tecido).

4.7 SOBREVIDA DOS ANIMAIS

A andlise da sobrevida dos animais foi feita em dias apds a inoculagdo da suspensdo
bacteriana, até um periodo maximo de 7 dias. Em cada um dos experimentos, o dia da morte
de cada animal foi anotado para posterior andlise de sobrevivéncia. Os animais sobreviventes
foram sacrificados no 7° e 8° dias apds a inoculagdo. Em todos os experimentos os
camundongos mortos espontaneamente ou sacrificados foram processados e procedemos a

quantificagdo da infecgéo.

4.8 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL
4.8.1 Padronizacio do modelo experimental

No total, 8 grupos experimentais foram avaliados, um grupo ndo-tratado para cada
amostra bacteriana (4 produtoras e 4 ndo-produtoras de ESBL). Cada grupo experimental foi
composto por 5 a 8 animais que receberam o indculo das diferentes amostras de K
pneumoniae, ap0s 48 horas da administragdo de corticosterdéide. Observou-se a sobrevida dos

animais infectados com cada uma das amostras, bem como, quantificou-se as Unidades
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Formadoras de Coldnias por grama de bago e figado (UFC/g de tecido) nos animais mortos

pela infecg¢do e nos sobreviventes sacrificados no 7° e 8° dias apds a inoculag&o.

4.8.2 Avaliacio da eficacia de ceftriaxona, 1 ou 2 doses de S0mg/Kg de peso
Para cada uma das 8 amostras de K. pneumoniae incluidas neste experimento,
utilizamos 3 subgrupos experimentais que foram assim divididos:

1 Subgrupo nio-tratado (controle), com 6 ou 7 animais.

e Os animais receberam 0,3ml de agua destilada estéril, 1 hora apos o inéculo e 18
horas apds a primeira dose;

1 Subgrupo T1somg (tratado com uma dose de ceftriaxona), com 6 ou 7 animais.

e Os animais receberam 50mg de ceftriaxona/Kg de peso, 1 hora ap6s o in6culo, em
0,3ml de 4gua destilada estéril e 18 horas apds a primeira dose receberam 0,3ml de
agua destilada estéril;

1 Subgrupo T2somg (tratado com 2 doses de ceftriaxona), com 6 ou 7 animais.

e Os animais receberam 50mg de cefwiaxona/Kg de peso, 1 hora ap6s o indculo e

18 horas apoés a primeira dose de ceftriaxona, em 0,3ml de 4gua destilada estéril.
A avaliagio da eficacia de ceftriaxona 1 ou 2 doses de 50mg/Kg de peso foi feita em

duplicata para todas as 8 amostras de K. pneumoniae (Experimentos I e II).

4.8.3 Avaliac¢io da eficacia de ceftriaxona, 1 a 3 doses de 100mg/Kg de peso
Neste experimento utilizamos uma concentragdo maior de ceftriaxona (o dobro da dose
utilizada nos experimentos anteriores) e diferentes intervalos de doses (1 hora, 3 e 18 horas

apos o indculo).
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Para este experimento selecionamos 4 amostras bacterianas de K. pneumoniae que

haviam sido utilizadas nos experimentos anteriores (3 amostras produtoras de ESBL: ¢ uma

resistente, 158; * uma com sensibilidade intermediaria, 291 e * uma plenamente sensivel in

vitro a ceftriaxona, 120 e uma amostra ndo-produtora de ESBL e plenamente sensivel in vitro

a ceftriaxona, 1131). Para cada uma das amostras testadas utilizamos 4 subgrupos
experimentais que foram assim divididos:

H Subgrupo nio-tratado (controle), com 9 ou 10 animais.

e Os animais receberam 0,3ml de 4gua destilada estéril, 1 hora ap6s o inéculo, 3
horas e 18 horas ap6s a primeira dose;

1 Subgrupo T119omg (tratado com uma dose de cefwiaxona), com 8 ou 9 animais.

e Os animais receberam 100mg de ceftriaxona/Kg de peso, 1 hora apés o inéculo,
em 0,3ml de agua destilada estéril € 0,3ml de 4gua destilada estéril 3 horas e 18
horas apds a dose de ceftriaxona;

11 Subgrupo T2;gonmg (tratado com 2 doses de ceftriaxona), com 8 ou 9 animais.

e Os animais receberam 100mg de ceftriaxona/Kg de peso, 1 hora apds o inéculo e
3 horas ap0s a primeira dose de ceftriaxona, em 0,3ml de agua destilada estéril; e
0,3ml de agua destilada estéril 18 horas ap6s a primeira dose de ceftriaxona;

11 Subgrupo T390 (tratado com 3 doses de cefwiaxona), com 8 ou 9 animais.
e Os animais receberam 100mg de cefwiaxona/Kg de peso, 1 hora ap6s o indculo, 3

horas e 18 horas ap6s a primeira dose de cefwriaxona, em 0,3ml de 4gua destilada

estéril;



48
4.9 ANALISE ESTATISTICA

Empregamos os modelos lineares de efeitos mistos (aleatdrios e fixos) (SCHALL, 1991)
na andlise da quantifica¢do de UFC/g de tecido nos experimentos de avaliagdo da eficacia de
ceftriaxona 1 ou 2 doses de 50mg/Kg de peso e no experimento de avaliagdo da eficacia de
cefiriaxona 1 a 3 doses de 100mg/Kg de peso.

Nos experimentos de padronizagdo do modelo experimental, avaliagdo da eficicia de
ceftriaxona, 1 ou 2 doses de 50 mg/Kg de peso (para as contagens obtidas nas visceras dos
animais inoculados pelas amostras 158 e 291 de K. pneumoniae) e avaliagdo da eficacia de
ceftriaxona 1 a 3 doses de 100 mg/Kg de peso (para as contagens obtidas nas visceras dos
animais inoculados pela amostra 158 de K. pneumoniae) os resultados obtidos ndo puderam
ser analisados por meio dos modelos lineares de efeitos mistos e, por isso, nestes casos
empregamos o Teste de Kruskal-Wallis (CONOVER, 1999).

A sobrevida dos animais inoculados com as amostras bacterianas e tratados com
ceftriaxona em diferentes doses foi analisada utilizando o método de Kaplan-Meier, 1958.
Quando utilizada a dosagem de 50mg/Kg de peso/dose de ceftriaxona, os dados da sobrevida
dos animais de dois experimentos realizados com cada amostra bacteriana foram juntados e
entdo submetidos ao teste estatistico. O Teste de Wilcoxon também foi aplicado, a fim de
comparar as fungdes de sobrevivéncia.

Em todos os experimentos, independente do teste estatistico empregado, considerou-se

um nivel de significéncia com valor de "p" igual ou menor que 5,0% (0=0,05).



S RESULTADOS
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5.1 PADRONIZACAO DO MODELO EXPERIMENTAL

A quantificagdo da infecg¢do no bago e no figado dos animais ndo apontou diferenca
estatisticamente significante quando comparamos as contagens de UFC/g de tecido
encontradas nos animais infectados por qualquer uma das 8 amostras de K. pneumoniae (p =
0,1113 e p= 10,1893, respectivamente) (Figura 2 e Tabela 2).
Tabela 2 - Padronizagdo do modelo experimental. Indculo e mediana das Unidades Formadoras de
Colonias por grama de tecido encontradas nas visceras dos camundongos infectados

experimentalmente por amostras de K. pneumoniae produtoras e ndo-produtoras de ESBL. Animais
mortos pela infecgio ou sacrificados apds 7 dias da inoculagéo.

Amostras Inéculo Mediana das UFC/g de tecido
bacterianas (x10°UFC) Baco (UFC/gde Figado (UFC/g de
tecidox10 tecidox10°)
Produtoras de
ESBL
158 2,52 278,89 36,88
312 0,86 111,18 45,51
291 2,06 23,74 19,97
120 0,91 46,16 26,55
Nao-produtoras
de ESBL
455 2,09 1,4 18,34
974 0,8 0,64 4,14
1024 2,39 60,76 31,29
1131 1,67 3,64 24,11

Teste de Kruskal-Wallis: bago p =0,1113 e figado p =0,1893
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Figura 1. Padronizagdo do modelo experimental. Unidades Formadoras de Coldnias por grama de
tecido (UFC/g de tecidox10*) e medianas (barras) no bago dos camundongos infectados
experimentalmente por amostras de K. prneumoniae produtoras e ndo-produtoras de ESBL. Animais
mortos pela infecg@o ou sacrificados ap6s 7 dias da inoculagdo.

Teste de Kruskal-Wallis (p =0,1113).
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Figura 2. Padronizagdo do modelo experimental. Unidades Formadoras de Coldnias por grama de
tecido (UFC/g de tecidox10’) e medianas (barras) no figado dos camundongos infectados
experimentalmente por amostras de K. prneumoniae produtoras e ndo-produtoras de ESBL. Animais
mortos pela infecgdo ou sacrificados ap6s 7 dias da inoculagéo.

Teste de Kruskal-Wallis (p = 0,1893).
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nao houve diferenga estatisticamente significante na sobrevida dos animais

inoculados com qualquer uma das 8 amostras de K. pneumoniae (p = 0,1802) (Figura 3).
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Figura 3. Sobrevida dos camundongos infectados experimentalmente por oito amostras de K
pneumoniae (sendo elas, produtoras ou ndo de ESBL) e observados até o 7° dia apds a inoculagdo.
Quatro amostras na figura 3A e quatro amostras na figura 3B. Teste de Wilcoxon (p = 0,1802).
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5.2 AVALIACAO DA EFICACIA DE CEFTRIAXONA, 1 ou 2 doses de 50mg/Kg de
peso

Para os animais infectados pela amostra 158, produtora de ESBL e resistente in vitro a

ceftriaxona, ndo houve resposta ao tratamento feito com ceftriaxona 50mg/Kg de peso (nos

dois experimentos), tanto quando analisamos a contagem de UFC/g de tecido no bago

(p = 0,7741 e p = 0,1595, respectivamente) quanto no figado (p = 0,1894 ¢ p = 0,9526,

respectivamente) (Tabelas 3 e 4 e Figura 4).



Tabela 3 - Avaliagdo da eficacia de ceftriaxona, 1 ou 2 doses de 50mg/Kg de peso. Inéculo e mediana das Unidades Formadoras de Colonias por grama de
tecido no bago dos animais infectados experimentalmente por duas amostras de K. preumoniae produtoras de Beta-lactamase de espectro estendido (ESBL).

Animais mortos pela infecgéio ou sacrificados apos 7 dias da inoculag@o.

Mediana das UFCx10* de K. pneumoniae no bago Mediana das UFCx10* de K. pneumoniae no bago
Amostras Inéculo Experimento I Inoculo Experimento IT
bacterianas  (UFCx10%) Xpermento (UFCx10%) Xperimento
Nio-tratado T150mg ' T250mg Nio-tratado T1s50mg ' T250mg
158 * 2,82 105,21 107,98 209,49 5,46 18,19 0,81 22,59
291 ** 5,24 0,12 0,33 1,6 4,73 1,96 1,02 53,39

1 - Subgrupostratados com 1dose de ceftriaxona de 50mg/Kg de peso (1 hora ap6s o in6culo, em 0,3ml de 4gua destiladaestéril e 18 horas ap6s a primeira dose de CRO receberam 0,3ml de 4gua destilada estéril).
2 - Subgrupos tratados com 2 doses de ceftriaxona de 50mg/Kg de peso (1 hora apds o in6culo e 18 horas apds a primeira dose de CRO, em 0,3ml de 4gua destilada estéril).

Teste de Kruskal-Wallis, para o bago:
* amostra 158, p = 0,7741 e p = 0,1595, respectivamente.
** amostra 291, p = 0,8255 e p = 0,5655, respectivamente.

Tabela 4 - Avaliagdo da eficacia de ceftriaxona, 1 ou 2 doses de 50mg/Kg de peso. Inéculo e mediana das Unidades Formadoras de Colonias por grama de
tecido no figado dos animais infectados experimentalmente por duas amostras de K. preumoniae produtoras de Beta-lactamase de espectro estendido (ESBL).

Animais mortos pela infec¢é@o ou sacrificados apds 7 dias da inoculagéo.

Mediana das UFCx10® de K. preumoniae no figado Mediana das UFCx10° de K. preumoniae no figado
Amostras Inoculo 3 Inéculo .
bacterianas (UFCx10%) Experimento I (UFCx10%) Experimento II
Nio-tratado T150mg ' T250mg Nio-tratado T150mg ' T250mg
158 * 2,84 12,79 19,71 92,65 5,46 110,19 105,35 32,66
291 ** 5,24 0,83 0,06 1,35 4,73 23,9 2,48 74,32

1 - Subgrupos tratados com 1dose de ceftriaxona de 50mg/Kg de peso (1 hora ap6s o in6culo, em 0,3ml de 4gua destilada estéril e 18 horas apds a primeira dose de CRO receberam 0,3ml de 4gua destilada estéril).
2 - Subgrupos tratados com 2 doses de ceftriaxona de 50mg/Kg de peso (1 hora apds o indculo ¢ 18 horas ap6s a primeira dose de CRO, em 0,3ml de 4gua destilada estéril).

Teste de Kruskal-Wallis, para o figado:
* amostra 158, p =0,1894 e p = 0,9526, respectivamente.
** amostra 291, p = 0,2813 e p = 0,4523, respectivamente.

14
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Figura 4. Avaliagdo da eficicia de ceftriaxona, 1 ou 2 doses de 5S0mg/Kg de peso. Unidades
Formadoras de Col6nias por grama de tecido (UFC/g de tecido) no bago (x10*) e no figado (x10°) dos
animais infectados experimentalmente pela amostra 158 de K. pneumoniae. Animais mortos pela
infecgdo ou sacrificados ap6s 7 dias da inoculagdo. As barras representam a mediana de cada

subgrupo.
Teste de Kruskal-Wallis: no bago p = 0,7741 (Exp. I) e p =0,1595 (Exp. II);
Teste de Kruskal-Wallis: no figado p = 0,1894 (Exp. I) e p =0,9526 (Exp. II).

Analisando a sobrevida dos camundongos que receberam indculo da amostra 158, por
meio da curva de Kaplan Meier, verificamos que a ceftriaxona ndo teve qualquer efeito
protetor. Pelo contrario, os animais tratados com duas doses do antibidtico sobreviveram

menos tempo (p = 0,0115) (Figura 5).
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Figura 5. Sobrevida dos camundongos infectados experimentalmente pela amostra 158 de K
pneumoniae (produtora de ESBL). Subgrupos nao-tratados (NT) e tratados com ceftriaxona, uma (T1)
ou duas (T2) doses de 50mg/Kg de peso e observados até o 7 dia apds a inoculagao. Os pontos
representam dados conjuntos de dois experimentos. Teste de Wilcoxon (p = 0,0115).

A quantificagao da infecg@o nas visceras dos animais infectados pela amostra bacteriana
291 (produtora de ESBL e intermediaria a ceftriaxona no teste de sensibilidade in vitro),
também nao mostrou diferengas estatisticamente significantes da carga bacteriana em nenhum

dos dois experimentos, nem no bago (p = 0,8255 e p = 0,5655, respectivamente) € nem no

tigado (p = 0,2813 e p = 0,4523, respectivamente) (Tabelas 3 e 4 e Figura 6).
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Figura 6. Avaliagdo da eficacia de cefiriaxona, 1 ou 2 doses de 50mg/Kg de peso. Unidades
Formadoras de Colénias por grama de tecido (UFC/g de tecido) no bago (x10*) e no figado (x10%) dos
animais infectados experimentalmente pela amostra 291 de K pneumoniae. Animais mortos pela
infecgdo ou sacrificados apés 7 dias da inoculagdo. As barras representam a mediana de cada
subgrupo.
Teste de Kruskal-Wallis: no bago p = 0,8255 (Exp. I) e p=0,5655 (Exp. II);

Teste de Kruskal-Wallis: no figado p =0,2813 (Exp. I) e p =0,4523 (Exp. II).

As estimativas de sobrevivéncia dos diferentes subgrupos grupos ndo apontaram

diferenca estatisticamente significante na sobrevida dos animais inoculados com esta amostra

bacteriana e tratados com as diferentes doses de cefriaxona (p = 0,5937) (Figura 7).
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Figura 7. Sobrevida dos camundongos infectados experimentalmente pela amostra 291 de K
pneumoniae (produtora de ESBL). Subgrupos nado-tratado (NT) e tratados com ceftriaxona, uma (T1)
ou duas (T2) doses de 50mg/Kg de peso e observados até o 72 dia apos a inoculagdo. Os pontos
representam dados conjuntos de dois experimentos. Teste de Wilcoxon (p = 0,5937).

Nos animais inoculados pela amostra 312, que é produtora de ESBL e resistente a
ceftriaxona no teste de sensibilidade in vitro, observamos atividade do antimicrobiano. No
experimento II, a redugdo das UFC/g de tecido no bago foi progressiva ao analisarmos os
subgrupos partindo do controle nao-tratado para os demais tratados, sendo estatisticamente
significante: NT x T1somg (p = 0,037) € NT x T2s0mg (p = 0,0003). No experimento I, situagio
semelhante foi observada, porém, esta diminuigdo na carga bacteriana nao foi estatisticamente
significante (Tabela 5 e Figura 8).

Ag¢do antimicrobiana também pode ser observada através da andlise da contagem de
UFC/g de tecido no figado dos animais inoculados com esta mesma amostra bacteriana. No
experimento II, ocorreu uma diminui¢do da carga bacteriana quando comparamos os
subgrupos, a significancia foi detectada quando o subgrupo controle ndo-tratado foi
comparado ao T2spmg (p = 0,0003). No experimento I para a mesma amostra, apesar de ter
havido uma redugao progressiva da carga bacteriana, nao houve diferenga significativa entre

os subgrupos (Tabela 6 e Figura 8).
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Comparando os subgrupos T1somg € T250mg €m pelo menos um dos dois experimentos
(experimento II) com a amostra 312 houve tendéncia a agdo dependente do nimero de doses

de ceftriaxona, significativa no bago (T15omg X T250mg = p = 0,041).
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Figura 8. Avaliagdo da eficacia de ceftriaxona, 1 ou 2 doses de 50mg/Kg de peso. Média e desvio
padriio das Unidades Formadoras de Colénias por grama de tecido (UFC/g de tecido) no bago (x10*) e
no figado (x10°) dos animais infectados experimentalmente pela amostra 312 de K. pneumoniae.
Animais mortos pela infecg@o ou sacrificados apds 7 dias da inoculago.

Teste de Efeitos Mistos: ® ndo-tratado x T1somg: p = 0,037; @@ ndo-tratado X T2smg: p = 0,0003; * nao-tratado x
T250mg: P = 0,0003; O T150mg X T2s0mg: p = 0,041.

Os animais inoculados com a amostra 312 tiveram sua sobrevida aumentada quando
tratados com ceftriaxona (p = 0,0205 pelo teste de Wilcoxon), conforme mostra a curva de

Kaplan Meier (Figura 9).
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Figura 9. Sobrevida dos camundongos infectados experimentalmente pela amostra 312 de K
pneumoniae (produtora de ESBL). Subgrupos nao-tratado (NT) e tratados com ceftriaxona, uma (T1)
ou duas (T2) doses de 50mg/Kg de peso e observados até o 7¢ dia apds a inoculagao. Os pontos
representam dados conjuntos de dois experimentos. Teste de Wilcoxon (p = 0,0205)



Tabela 5 - Avaliagdo da eficacia de ceftriaxona, 1 ou 2 doses de 50mg/Kg de peso. Média das Unidades Formadoras de Colonias por grama de tecido no bago
dos animais infectados experimentalmente por amostras de K. pneumoniae produtoras e ndo-produtoras de Beta-lactamase de espectro estendido (ESBL).
Animais mortos pela infec¢do ou sacrificados apos 7 dias da inoculag@o.

Média UFCx10* + DP de K. pneumoniae no bago Média UFCx10* + DP de K. pneumoniae no bago
Amostras Inéculo . Inéculo -
bacterianas  (UFCx10% Experimento I (UFCx10%) Experimento IT
Nio-tratado T1s0mg ' T250mg Nio-tratado T150mg ' T250mg
Produtoras de
ESBL
312 1,92 562,43 +£1352,77 84,96+ 111,3 253,8 + 420,53 4,87 593,82 + 660,48 43,85 + 100,75 * 30,38+ 80,18 *
120 5,62 12,01 £26,23 10,82+ 28,4 20,02+ 52,53 7,39 4,09 + 8,56 2,29 £5,55 8,54+ 20,52
Nao-Produtoras de
ESBL
455 5,56 3,67£9,49 33,26 + 84,63 2,04 £5,29 8,12 0,15 +£0,25 1,56 + 4,05 26,65 + 70,45
974 5,98 23,43 £44,03 0,007+ 0,012 b 0,11 +0,29 b 1,27 183,0 £ 341,81 235,88+334,89 895+23,67°
1024 3,68 1229,4 +£1903,42 0,92 +2,39 d 58,39+ 117,12 6,19 763,66 + 798,11 67,22 + 157,19° 10,33 + 25,84 ¢
1131 2,55 0,16 £0,28 4,86+12,85 43,12+ 113,41 7,77 75,57+ 141,59 3,21 +837 2,72+ 6,67

1 - Subgrupos tratados com 1dose de ceftriaxona de 50mg/Kg de peso (1 hora ap6s o in6culo, em 0,3ml de 4gua destilada estéril e 18 horas ap6s a primeira dose de CRO receberam 0,3ml de agua destilada estéril).
2 - Subgrupos tratados com 2 doses de cefiriaxona de 50mg/Kg de peso (1 hora ap6s o indculo e 18 horas ap6s a primeira dose de CRO, em 0,3ml de 4gua destilada estéril).

Teste de Efeitos mistos: .

a - controle ndo-tratado x T1soy, (p = 0,037), controle nfo-tratado x T250mg (p = 0,0003) € T150mg X T250mg (p = 0,041);
b - controle ndo-tratado x T1segg (p = 0,003) e controle ndo-tratado X T2somg (p = 0,001);

¢ - controle ndo-tratado X T2spmg (p = 0,035) € T1s0mg X T2s0mg (p = 0,053);

d - controle néo-tratado x T1semg (p = 0,0001);

e - controle ndo-tratado x T1segg (p = 0,024), controle ndo-tratado x T2somg (P = 0,0003) € T1s0mg X T250mg (p = 0,051).
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Tabela 6 - Avaliagio da eficécia de ceftriaxona, 1 ou 2 doses de 50mg/Kg de peso. Média das Unidades Formadoras de Col6nias por grama de tecido no
figado dos animais infectados experimentalmente por amostras de K. pneumoniae produtoras e ndo-produtoras de Beta-lactamase de espectro estendido
(ESBL). Animais mortos pela infec¢éo ou sacrificados apds 7 dias da inoculag@o.

Média UFCx10° + DP de K. pneumoniae no figado Média UFCx10° + DP de K. pneumoniae no figado
Amostras  Inéculo Indculo
bacterianas (UFCx10°%) Experimento I (UFCx10%) Experimento II
Nio-tratado T150mg ' T250mg Nio-tratado T150mg ' T250mg
Produtoras de
ESBL
312 1,92 46,55+46,57  12,51+25,51 9,66 + 17,63 4,87 62,72+59,93  12,82+16,40 16,3+43,08*
120 5,62 3,41£38,01 2,87+6,68 5,44 + 13,84 7,39 6,4+11,75 0,05 0,07 1,45 +£ 3,46
Néo-produtoras
de ESBL
455 5,56 3,52+5,12 3,42+ 8,39 2,57+6,79 8,12 4,09 10,54 0,48+1,25" 0,11+03"
974 5,98 3,24 £4,53 0,21 +0,55°¢ 0,03 £ 0,09 ¢ 1,27 4572+51,68 17,79+30,63 8,14+21,14 ¢
1024 3,68 45,14+33,08 0,83+2,13° 8,95+14,23°¢ 6,19 62,78+47,93 579+1134% 3,11+8,13F
1131 2,55 7,84+19,60 0,002+0,003% 0,05+ 0,09 1,77 48,72+92,03 0,68+ 1,74" 0,01+0,03 "

1 - Subgrupos tratados com 1dose de cefiriaxona de 30mg/Kg de peso (1 hora apés o inéculo, em 0,3ml de 4gua destilada estéril e 18 horas ap6s a primeira dose de CRO receberam 0,3ml de 4gua destilada estéril).
2 - Subgrupos tratados com 2 doses de cefiriaxona de 50mg/Kg de peso (1 hora ap6s o indculo e 18 horas ap6s a primeira dose de CRO, em 0,3ml de 4gua destilada estéril).

Teste de Efeitos mistos:

a - controle ndo-tratado x T2somg (p = 0,0003);

b - controle ndo-tratado x T1somg (p = 0,039) € controle ndo-tratado x T2som (p = 0,021);
¢ - controle néo-tratado x T1somg (p = 0,003) e controle ndo-tratado x T25omg (p = 0,002);
d - controle néo-tratado x T2semg (p = 0,025)

e - controle ndo-tratado x Tlsemg (p = 0,0001) € controle ndo-tratado x T2somg (p = 0,043);
f - controle ndo-tratado x T lsomg (p = 0,007) € controle ndo-tratado x T25omg (p = 0,0005).
g - controle ndo-tratado x T lsomg (p = 0,049);

h - controle néo-tratado x T1smg (p = 0,029) e controle ndo-tratado x T250mg (p = 0,006).
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Em relagdo aos animais infectados pela amostra 120, também produtora de ESBL,
porém plenamente sensivel a ceftriaxona no teste de sensibilidade in vitro, ndo houve resposta
ao antibidtico, embora, se observasse certa redugfo das contagens bacterianas no figado, néo
houve diferenca estatisticamente significante entre os subgrupos tratados e ndo-tratados com

ceftriaxona, em qualquer dos experimentos (Tabela 5 e 6, Figura 10).
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Figura 10. Avaliagdo da eficicia de ceftriaxona, 1 ou 2 doses de 50mg/Kg de peso. Média e desvio
padrio das Unidades Formadoras de Coldnias por grama de tecido (UFC/g de tecido) no bago (x10%) e
no figado (x10°) dos animais infectados experimentalmente pela amostra 120 de K. pneumoniae.
Animais mortos pela infec¢o ou sacrificados apos 7 dias da inoculagéo.

Teste de Efeitos Mistos no bago: ndo-tratado x T1som: p = 0,941 € p = 0,439 (Exp. I e II, respectivamente), néo-
tratado X T2somg: p = 0,599 € p = 0,830 (Exp. I e II, respectivamente) € T1spmg X T2s50mg: p = 0,549 € p = 0,549
(Exp. I e I, respectivamente);

Teste de Efeitos Mistos no figado: ndo-tratado x Tlsemg: p = 0,903 € p = 0,141 (Exp. I e II, respectivamente),
ndo-tratado X T2somg: p = 0,720 € p = 0,331 (Exp. I e II, respectivamente) € Tlsomg X T250mg: p = 0,812 € p =
0,606 (Exp. I e II, respectivamente).

Através das estimativas de Kaplan Meier da fun¢do de sobrevivéncia néo foi possivel
apontar nenhuma diferenca estatisticamente significante na sobrevida dos animais inoculados
com esta amostra bacteriana e tratados com as diferentes doses de ceftriaxona (p = 0,7142)

(Figura 11).
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Figura 11. Sobrevida dos camundongos infectados experimentalmente pela amostra 120 de K
pneumoniae (produtora de ESBL). Subgrupos nao-tratados (NT) e tratados com ceftriaxona, uma (T1)
ou duas (T2) doses de 5S0mg/Kg de peso e observados até o 7¢ dia apds a inoculagdo. Os pontos
representam dados conjuntos de dois experimentos. Teste de Wilcoxon (p = 0,7142).

A quantificagdo da infecgdo no bago dos animais infectados pela amostra bacteriana 455
(ndo-produtora de ESBL) mostrou que os animais ndo responderam ao tratamento, apesar da
sensibilidade a ceftriaxona, nos dois experimentos realizados com esta amostra bacteriana
(Tabela 5 e Figura 12).

Quanto ao figado, houve redugdo progressiva nas UFC/g de tecido nos subgrupos
tratados em relagdo aos controles nao-tratados, a qual alcangou significancia estatistica em um
dos experimentos (Experimento II), diferenciando T1somg de nao-tratado (p = 0,039) € T250mg

de nao-tratado (p = 0,021) (Tabela 6 e Figura 12).
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Figura 12, Avaliagio da eficacia de ceftriaxona, 1 ou 2 doses de 50mg/Kg de peso. Média e desvio
padrio das Unidades Formadoras de Colénias por grama de tecido (UFC/g de tecido) no bago (x10%) e
no figado (x10%) dos animais infectados experimentalmente pela amostra 455 de K. pneumoniae.
Animais mortos pela infec¢do ou sacrificados apds 7 dias da inoculagio.

Teste de Efeitos Mistos no bago: ndo-tratado x T1som: p = 0,924 € p = 0,220 (Exp. I e II, respectivamente), nio-
tratado X T2sgmg: p = 0,833 e p = 0,455 (Exp. I e II, respectivamente) € T1somg X T250mg: p = 0,908 € p = 0,618
(Exp. I e II, respectivamente);

Teste de Efeitos Mistos no figado: * n#o-tratado x T1 somg: P=0,039¢ ** pio-tratado x T250mg: p = 0,021.

Nenhuma diferenca estatisticamente significante foi detectada na sobrevida dos animais
infectados por esta amostra bacteriana, com relagéo ao tipo de tratamento recebido, segundo

as estimativas de Kaplan Meier para a fungdo de sobrevivéncia (p = 0,8296) (Figura 13).
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Figura 13. Sobrevida dos camundongos infectados experimentalmente pela amostra 455 de K.
pneumoniae (ndo-produtora de ESBL). Subgrupos ndo-tratados (NT) e tratados com ceftriaxona, uma
(T1) ou duas (T2) doses de S0mg/Kg de peso e observados até o 7* dia apds a inoculagdo. Os pontos
representam dados conjuntos de dois experimentos. Teste de Wilcoxon (p = 0,8296).

Analisando a contagem de coldnias no bago dos animais inoculados pela amostra 974,
no experimento I a carga bacteriana teve uma redugdo estatisticamente significante,
especialmente, quando comparamos o subgrupo nao-tratado com o T1somg (p = 0,003) € o nao-
tratado com o T2somg (p = 0,001). No experimento II, a carga bacteriana diminuiu
significativamente quando comparamos o subgrupo T2somg com o controle (p = 0,035) e,
também, com o Tlsomg (p = 0,053) (Tabela 5 e Figura 14).

Quanto ao figado, nos dois experimentos a redugdo da carga bacteriana foi progressiva
com o acréscimo das doses de ceftriaxona nos diferentes subgrupos, sugerindo efeito
dependente do mimero de doses. Diferengas estatisticamente significantes puderam ser
detectadas no experimento I, entre os subgrupos: ndo-tratado X Tlsomg (p = 0,003) e nao-
tratado x T2somg (p = 0,002) e no experimento II, entre o subgrupo nao-tratado x T2somg (p =

0,025) (Tabela 6 e Figura 14).
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Figura 14. Avaliacdo da eficacia de ceftriaxona, 1 ou 2 doses de 50mg/Kg de peso. Média e desvio
padrdo das Unidades Formadoras de Colénias por grama de tecido (UFC/g de tecido) no bago (x10%) e
no figado (x10°) dos animais infectados experimentalmente pela amostra 974 de K pneumoniae.
Animais mortos pela infec¢@o ou sacrificados apds 7 dias da inoculag@o.

Teste de Efeitos Mistos: m ndo-tratado x T1somg: p = 0,003; mm nédo-tratado x T2some: p = 0,001; e ndo-tratado x
T250mg: P = 0,035; * ndo-tratado x T1somg: p = 0,003; ** ndo-tratado x T2some: p = 0,002, e O néo-tratado x
T250mg: P = 0,025.

Pode-se notar pela curva de Kaplan Meier mostrada na figura 15, que os animais
tratados com duas doses de ceftriaxona (T25omg) tem a sua sobrevida discretamente maior que

os animais nio-tratados, sem alcancar significancia estatistica (p = 0,1443).
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Figura 1S. Sobrevida dos camundongos infectados experimentalmente pela amostra 974 de K
pneumoniae (ndo-produtora de ESBL). Subgrupos nao-tratados (NT) e tratados com ceftriaxona, uma
(T1) ou duas (T2) doses de 50mg/Kg de peso e observados até o 72 dia apds a inoculagdo. Os pontos
representam dados conjuntos de dois experimentos. Teste de Wilcoxon (p = 0,1443).

Quanto aos animais inoculados com a amostra 1024, foi possivel observar agio
antibiotica por meio da redugiao de UFC/g de tecido no bago dos animais tratados em relagao
aos animais do subgrupo controle. No experimento I, a diminuigdo da carga bacteriana foi
estatisticamente significante quando comparamos o subgrupo controle com o subgrupo T1somg
(p = 0,0001). No experimento II, a redugio das UFC/g de tecido foi progressiva e
estatisticamente significante em todas as possiveis combinagdes: nao-tratado x Tlsomg (p =
0,024), nao-tratado x T2s50mg (p = 0,0003) € Tlsomg X T2s0mg (p = 0,051) (Tabela 5 e Figura
16).

A andlise das contagens de UFC/g de tecido encontradas no figado destes animais
também indica resposta ao tratamento. No experimento I houve uma diminuigao
estatisticamente significante da carga bacteriana quando comparamos o subgrupo ndo-tratado
com 0 Tlsomg (p = 0,0001) € o ndo-tratado com o T2somg (p = 0,043). No experimento II,
ocorreu uma redugao progressiva das UFC/g de tecido sendo significantes as diferengas entre

o subgrupo controle nao-tratado € o Tlsomg (p = 0,007) e entre o subgrupo controle € 0 T250m,

(p = 0,0005) (Tabela 6 e Figura 16).
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Confrontando a carga bacteriana nos subgrupos Tlsomg € T2somg verificamos uma
tendéncia ao efeito antibidtico dependente do numero de doses, no experimento II com
amostra 1024, tanto no bago (p = 0,051), como no figado. No experimento I, este efeito néo
foi observado, as contagens de T250mg, embora menores do que as dos subgrupos controles

eram superiores as de T1somg, no bago (p = 0,011) e no figado (p = 0,048) (Tabela 5 e 6 ¢

Figura 16).
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Figura 16. Avaliagdo da eficdcia de ceftriaxona, 1 ou 2 doses de 50mg/Kg de peso. Média e desvio
padrio das Unidades Formadoras de Col6nias por grama de tecido (UFC/g de tecido) no bago (x10*) e
no figado (x10%) dos animais infectados experimentalmente pela amostra 1024 de K. pneumoniae.

Animais mortos pela infecg@o ou sacrificados apds 7 dias da inoculagio.
Teste de Efeitos Mistos: m ndo-tratado x T1semg: p = 0,0001; @ e ndo-tratado x T1somg: p = 0,024; @ ndo-tratado x

T250mg: P = 0,0003; O T150mg X T250mg: p = 0,051; * ndo-tratado x T1somg: p = 0,0001; ** no-tratado x T25omg: P
= 0,043; # ndo-tratado X T1somg: p = 0,007 € # # ndo-tratado x T2s0me: p = 0,0005.
Na experimentag@o com a amostra 1024 houve aumento significativo da sobrevida dos

animais tratados em relagdo aos ndo-tratados; como demonstra a curva de Kaplan Meier

(Figura 17) (p = 0,0037 no teste de Wilcoxon).
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Figura 17. Sobrevida dos camundongos infectados experimentalmente pela amostra 1024 de K
pneumoniae (ndo-produtora de ESBL). Subgrupos ndo-tratados (NT) e tratados com ceftriaxona, uma
(T1) ou duas (T2) doses de SOmg/Kg de peso e observados até o 7¢ dia apds a inoculagdo. Os pontos
representam dados conjuntos de dois experimentos.Teste de Wilcoxon (p = 0,0037).

Quando analisamos a eficdcia do tratamento a base de ceftriaxona através da contagem
UFC/g de tecido no bago dos animais infectados pela amostra 1131, nenhuma resposta a
terapéutica empregada pode ser confirmada estatisticamente. No experimento II houve
diminuigdo da carga bacteriana, porém as diferengas ndao foram estatisticamente significantes
(Tabela S e Figura 18).

Com respeito ao figado, no experimento I houve uma diminuigdo estatisticamente
significante da carga bacteriana quando comparamos o subgrupo nao-tratado com o T1semg (p
= 0,049). No experimento II ocorreu uma redugio significativa e progressiva das UFC/g do
tecido hepdtico entre o subgrupo controle nao-tratado € o Tlsomg (p = 0,029) e entre o

subgrupo controle nao-tratado € 0 T2s¢mg (p = 0,006) (Tabela 6 e Figura 18).
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Figura 18. Avaliagdo da eficacia de ceftriaxona, 1 ou 2 doses de 50mg/Kg de peso. Média e desvio
padrio das Unidades Formadoras de Colénias por grama de tecido (UFC/g de tecido) no bago (x10%) e
no figado (x10°) dos animais infectados experimentalmente pela amostra 1131 de K pneumoniae.
Animais mortos pela infec¢do ou sacrificados apds 7 dias da inoculag@o.

Teste de Efeitos Mistos no bago: néo-tratado x T1so,: p = 0,996 € p = 0,173 (Exp. I e II, respectivamente), ndo-
tratado X T2sop,: p = 0,227 € p = 0,314 (Exp. I e II, respectivamente) € T1somg X T250mg: p = 0,226 € p = 0,705
(Exp. I e II, respectivamente);

Teste de Efeitos Mistos no figado: * ndo-tratado X T1somg: p = 0,049; # ndo-tratado X T1somg: p = 0,029 € ## néo-
tratado X T2somg: p = 0,006.

Por meio do método de Kaplan Meier da fungfo de sobrevivéncia ndo foi possivel
apontar nenhuma diferenca estatisticamente significante na sobrevida dos animais inoculados
com esta amostra bacteriana, entre os nio-tratados e os tratados com as duas doses de

ceftriaxona (p = 0,8979) (Figura 19).



72

Porcentagem 100

de animais vivos . =
80 —

60

40

00 A
I I I I I T
0 1 2 3 4 5 B 7
Dias apds a itnoculagio

Figura 19. Sobrevida dos camundongos infectados experimentalmente pela amostra 1131 de K
pneumoniae (ndo-produtora de ESBL). Subgrupos nao-tratados (NT) e tratados com ceftriaxona, uma
(T1) ou duas (T2) doses de S0mg/Kg de peso e observados até o 7° dia apds a inoculagdo. Os pontos
representam dados conjuntos de dois experimentos. Teste de Wilcoxon (p = 0,8979).
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5.3 AVALIACAO DA EFICACIA DE CEFTRIAXONA, 1 a 3 doses de 100mg/Kg de
peso

Os resultados obtidos nos experimentos em que utilizivamos 50mg de ceftriaxona/Kg
de peso sugeriu-nos que talvez, o aumento na concentragio de ceftriaxona e/ou o acréscimo
de uma dose para o tratamento da infecgfio provocada por algumas amostras bacterianas
produtoras de ESBL poderia surtir melhores efeitos, diminuindo a carga bacteriana nas
visceras dos animais € aumentando a sobrevida dos mesmos.

A quantidade das UFC/g de tecido no bago dos animais inoculados com a amostra 158
ndo diminuiu quando comparamos o subgrupo ndo-tratado com os demais subgrupos tratados
(p = 0,8856) (Tabela 7 e Figura 20). No figado, embora tenha havido uma reducéo da carga
bacteriana quando comparamos o subgrupo controle com o subgrupo T3ipomg, nenhuma

diferenga estatisticamente significante pdde ser constatada entre os subgrupos (p = 0,9223)

(Tabela 7 e Figura 20).

Tabela 7 - Avaliagio da eficacia de ceftriaxona, 1 a 3 doses de 100mg/Kg de peso. Inéculo e mediana
das Unidades Formadoras de Coldnias por grama de tecido encontradas nas visceras dos camundongos
infectados experimentalmente pela amostra 158 de K. pneumoniae. Animais mortos pela infec¢do ou
sacrificados ap6s 7 dias da inoculagéo.

Mediana de UFCx10* de K. pneumoniae no bago *

Nio-tratado T1 100mg . T2 100mg e T3 100mg e
Amos.tra Inéculo 7,57 19,95 7,91 10,36
bacteriana 2.1x10°UFC
158 ’ Mediana de UFCx10° de K. pneumoniae no figado **
Nio-tratado T1 100mg . T2 100mg 2 T3 100mg E
77,16 81,04 108,53 41,96

1 - Subgrupo tratado com 1dose de ceftriaxona de 100mg/Kg de peso (1hora apés o in6culo, em 0,3ml de 4gua destilada estéril € 0,3ml de
4gua destilada estéril 3 horas e 18 horas apds a dose de CRO).

2 - Subgrupo tratado com 2 doses de ceftriaxona de 100mg/Kg de peso (1 hora ap6s o in6culo e 3 horas ap6s a primeira dose de CRO, em
0,3ml de 4gua destilada estéril; e 0,3ml de 4gua destilada estéril 18 horas ap6s a primeira dose de CRO).

3 - Subgrupo tratado com 3 doses de ceftriaxona de 100mg/Kg de peso (1 hora ap6s o indculo, 3 horas € 18 horas ap6s a primeira dose de
CRO, em 0,3ml de 4gua destilada estéril).

* Teste de Kruskal — Wallis, para o bago: p=0,8856 ¢
** Teste de Kruskal — Wallis, para o figado: p = 0,9223.
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Figura 20. Avaliagfo da eficacia de ceftriaxona, uma (T1), duas (T2) ou trés (T3) doses de 100mg/Kg
de peso. Unidades Formadoras de Colénias por grama de tecido no bago (UFC/g de tecidox10*) e no
figado (UFC/g de tecidox10%) dos animais infectados experimentalmente pela amostra 158 de K
pneumoniae. Animais mortos pela infec¢do ou sacrificados ap6s 7 dias da inoculagdo. As barras
representam a mediana de cada subgrupo.

Teste de Kruskal-Wallis no bago: p = 0,8856;

Teste de Kruskal-Wallis no figado: p = 0,9223.

Segundo as estimativas de Kaplan Meier da fungfio de sobrevivéncia, novamente
nenhuma diferenga estatisticamente significante foi encontrada na sobrevida dos animais
inoculados com a amostra bacteriana em questio e tratados com os diferentes esquemas

propostos (p = 0,8945) (Figura 21).
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Figura 21. Sobrevida dos camundongos infectados experimentalmente pela amostra 158 de K
pneumoniae (produtora de ESBL). Subgrupos nao-tratado (NT) e tratados com ceftriaxona, uma (T1),
duas (T2) ou tres (T3) doses de 100mg/Kg de peso e observados até o 7¢ dia apds a inoculagao. Teste
de Wilcoxon (p = 0,8945).

Para os animais infectados pela amostra 291 foi possivel observar que a carga
bacteriana diminuiu nos animais tratados com antibiotico, principalmente no bago; quanto ao
figado, esta redugdo apresentou-se mais discreta. Porém, as diferengcas ndo foram

estatisticamente significantes. (Tabelas 8 e 9 e Figura 22).
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Tabela 8 - Avaliagdo da eficicia de cefiriaxona, 1 a 3 doses de 100mg/Kg de peso. Média das
Unidades Formadoras de Colonias por grama de tecido no bago dos animais infectados
experimentalmente por amostras de K. pneumoniae produtoras e ndo-produtora de Beta-lactamase de
espectro estendido (ESBL). Animais mortos pela infeccido ou sacrificados apos 7 dias da inoculagéo.

Amostras Indculo Média de UFCx10* + DP de K. pneumoniae no bago
. 8
bacterianas (UFCx10°) Nio-tratado T1100mg ! T2100mg 2 T3100mg 3
Produtorasde 291 4,7  31697+792,7 114,96+ 1859 67,39+ 169,8 153,75+306,4
e 120 5,5 275,47+ 477,5 49,62+117,1 113,56+339,2 0,43 +0,76
Nio-produtora
de ESBL 1131 23 24,75+ 58,0 21,67+45,4 223,4+517,0 0,8+2,1

1 - Subgrupo tratado com ldose de ceftriaxona de 100mg/Kg de peso (1 hora apds o in6culo, em 0,3ml de agua destilada estéril € 0,3ml de
4gua destilada estéril 3 horas e 18 horas ap6s a dose de CRO).

2 - Subgrupo tratado com 2 doses de ceftriaxona de 100mg/Kg de peso (1 hora ap6s o indculo € 3 horas ap6s a primeira dose de CRO, em
0,3ml de agua destilada estéril; e 0,3ml de 4gua destilada estéril 18 horas ap6s a primeira dose de CRO).

3 - Subgrupo tratado com 3 doses de ceftriaxona de 100mg/Kg de peso (1 hora apés o inéculo, 3 horas e 18 horas apds a primeira dose de
CRO, em 0,3ml de 4gua destilada estéril).

Teste de Efeitos mistos:
a - controle ndo-tratado X T3100mg (P = 0,02) € T 1100mg X T3 100mg (P = 0,04).

Tabela 9 - Avaliagdo da eficiacia de ceftriaxona, 1 a 3 doses de 100mg/Kg de peso. Média das
Unidades Formadoras de Colonias por grama de tecido no figado dos animais infectados
experimentalmente por amostras de K. preumoniae produtoras e ndo-produtora de Beta-lactamase de
espectro estendido (ESBL). Animais mortos pela infec¢@o ou sacrificados apds 7 dias da inoculagéo.

Amostras Inéculo Média de UFCx10® + DP de K. preumoniae no figado
bacterianas (UFCx10Y)  Nao-tratado T1100mg ! T2100mg T3100mg°
Produtorasde 291 4.7 21,58+29,8 193+26,0 12,33£302 1594+256
ki 120 5,5 28,63+41,8 1692+503 5,63+16,6" 0,01+0,02"
Nao-produtora b
de ESBL 1131 2,3 20,03 £ 59,0 0,83+1,5 18,56 £44,0 0,37+1,0

1 - Subgrupo tratado com 1dose de ceftriaxona de 100mg/Kg de peso (1 hora ap6s o in6culo, em 0,3ml de 4gua destilada estéril e 0,3ml de
4gua destilada estéril 3 horas e 18 horas apos a dose de CRO).

2 - Subgrupo tratado com 2 doses de ceftriaxona de 100mg/Kg de peso (1 hora apds o in6culo e 3 horas apds a primeira dose de CRO, em
0,3ml de agua destilada estéril; e 0,3 ml de 4gua destilada estéril 18 horas ap6s a primeira dose de CRO).

3 - Subgrupo tratado com 3 doses de ceftriaxona de 100mg/Kg de peso (1 hora ap6s o inéculo, 3 horas e 18 horas apds a primeira dose de
CRO, em 0,3ml de 4gua destilada estéril).

Teste de Efeitos mistos:

a - controle ndo-tratado X T2,oomg (p = 0,05), controle néo-tratado x T3 100mg (P = 0,001) e T1,00mg X T3100mg (P =
0,02);

b - controle ndo-tratado X T3 omg (p = 0,04).
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Figura 22, Avaliagio da eficécia de ceftriaxona, uma (T1), duas (T2) ou trés (T3) doses de 100mg/Kg
de peso. Média e desvio padrdo das Unidades Formadoras de Col6nias por grama de tecido no bago
(UFC/g de tecidox10*) e no figado (UFC/g de tecidox10%) dos animais infectados experimentalmente
pela amostra 291 de K. preumoniae. Animais mortos pela infec¢do ou sacrificados apds 7 dias da
inoculagio.

Teste de Efeitos Mistos no bago: ndo-tratado x T1,0omg: p = 0,40, ndo-tratado X T29ome: P = 0,15, ndo-tratado x
T3100mgI P= 0,45, TllOOmg X Tzloomgl P= 0,53, TllOOmg X T31()ong P= 0,93 € T2100mg X T3100mg: P= 0,48,

Teste de Efeitos Mistos no figado: ndo-tratado x T1,omg: p = 0,74, ndo-tratado x T2,0omg: p = 0,47, ndo-tratado x
T3 100mg: P = 0,44, T1 100mg X T2100mg: pP= 0,70, TllOOmg x T3 100mg- P = 0,66 e T2 100mg X T3 100mg: P = 0,96

As estimativas de Kaplan Meier da fungfo de sobrevivéncia, para os animais infectados
por esta amostra, também ndo apontaram nenhuma diferenga estatisticamente significante

entre os subgrupos tratados (p = 0,7092) (Figura 23).
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Figura 23. Sobrevida dos camundongos infectados experimentalmente pela amostra 291 de K
pneumoniae (produtora de ESBL). Subgrupos ndo-tratado (NT) e tratados com ceftriaxona, uma (T1),
duas (T2) ou trés (T3) doses de 100mg/Kg de peso e observados até o 7¢ dia apos a inoculagdo. Teste
de Wilcoxon (p = 0,7092).

Os animais inoculados com a amostra bacteriana 120 apresentaram redugdo na
contagem de UFC/g de tecido no bago estatisticamente significante quando comparamos o
subgrupo T30omg com o controle nao-tratado (p = 0,02) e com o subgrupo T1gomg (p = 0,04)
(Tabela 8 e Figura 24).

No figado, a redugao progressiva da carga bacteriana pode ser observada a medida em
que aumentdvamos a quantidade de doses de ceftriaxona nos animais inoculados com esta
mesma amostra, demonstrando efeito dose-dependente da ceftriaxona, as diferengas
estatisticamente significantes estdo entre o subgrupo nao-tratado e o T300mg (p = 0,001), entre
o nao-tratado e 0 T2 pomg (p = 0,05) e entre 0 T1,00mg € 0 T3 100mg (p = 0,02) (Tabela 9 e Figura

24).
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Figura 24. Avaliagio da eficécia de ceftriaxona, uma (T1), duas (T2) ou trés (T3) doses de 100mg/Kg
de peso. Média e desvio padrio das Unidades Formadoras de Coldnias por grama de tecido no bago
(UFC/g de tecidox10*) e no figado (UFC/g de tecidox10®) dos animais infectados experimentalmente
pela amostra 120 de K. preumoniae. Animais mortos pela infecgdo ou sacrificados apés 7 dias da
inoculag3o.

Teste de Efeitos Mistos: ® ndo-tratado x T3gomg: P = 0,02; ® T1100mg X T3 100mg: P = 0,04; * ndo-tratado x T2100mg:

p = 0,05; # néo-tratado x T3 10omg: P = 0,001 € O T100mg X T3 100mg: P = 0,02.
Apesar da tendéncia & maior sobrevida dos animais tratados com trés doses de
ceftriaxona, ndo se constatou diferenga entre animais tratados ou ndo-tratados com relagdo a

este pardmetro (p = 0,6544) (Figura 25).



80

Porcentagem 100 A - —
de animais vivos I
80 | N S— l
]
60 . |
40 -
—HT
20 - e ]
T2
00 - - T3
1 I T
0 2 4 b 8

Dias apés ainoculagido

Figura 25. Sobrevida dos camundongos infectados experimentalmente pela amostra 120 de K
pneumoniae (produtora de ESBL). Subgrupos nao-tratado (NT) e tratados com ceftriaxona, uma (T1),
duas (T2) ou trés (T3) doses de 100mg/Kg de peso e observados até o 7¢ dia ap6s a inoculagdo. Teste
de Wilcoxon (p = 0,6544).

Uma amostra ndo-produtora de ESBL, a 1131 também foi testada neste mesmo
delineamento experimental. No bago, embora houvesse redugdo da contagem média de
T3,00mg, NA0 se encontrou nenhuma diferenga estatisticamente significante (Tabela 8 e Figura
26). Quanto ao figado, verificamos redugao significativa na carga bacteriana entre os

subgrupos controle (nao-tratado) € 0 T3,omg (p = 0,04) (Tabela 9 e Figura 26).
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Figura 26. Avaliacdo da eficcia de ceftriax ona, uma (T1), duas (T2) ou trés (T3) doses de 100mg/Kg
de peso. Média e desvio padrdo das Unidades Formadoras de Coldnias por grama de tecido no bago
(UFC/g de tecidox10*) e no figado (UFC/g de tecidox10”) dos animais infectados experimentalmente
pela amostra 1131 de K. pneumoniae. Animais mortos pela infecgdo ou sacrificados apds 7 dias da
inoculag3o.

Teste de Efeitos Mistos no bago: ndo-tratado X T1;0omg: p = 0,49, ndo-tratado x T2;00mg: p = 0,94, ndo-tratado x
T3 100mg- P = 0,27, TllOOmg X T2100,,,g: p= 0,57, Tl 100mg X T3 100mg- P = 0,19 (53 Tzlo[)mg x T3 100mg- P = 0,26,

Teste de Efeitos Mistos no figado: * ndo-tratado x T3 10omg: p = 0,04.

Néo foi constatada diferenga estatisticamente significante na sobrevida dos animais
inoculados com esta amostra bacteriana, ndo-tratados ou tratados com uma a trés doses de

ceftriaxona, segundo as estimativas de Kaplan Meier (p = 0,2945) (Figura 27).
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Figura 27. Sobrevida dos camundongos infectados experimentalmente pela amostra 1131 de K
pneumoniae (nao-produtora de ESBL). Subgrupos nao-tratado (NT) e tratados com ceftriaxona, uma
(T1), duas (T2) ou trés (T3) doses de 100mg/Kg de peso e observados até o 7° dia apos a inoculagao.
Teste de Wilcoxon (p = 0,2945).



6 DISCUSSAO
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A literatura cientifica a respeito de infec¢des humanas causadas por membros da familia
Enterobacteriaceae produtores de ESBL € inconclusa sobre se um microrganismo para o qual
um teste de susceptibilidade in vifro demonstre resisténcia a uma determinada cefalosporina
pode de fato ser resistente clinicamente. Ou seja, a resisténcia in vifro, na grande maioria dos
casos, prediz o resultado clinico de fracasso terapéutico, entretanto, susceptibilidade in vitro
nem sempre assegura sucesso terapéutico. Fatores como a concentragdo do antibidtico
encontrada no local da infec¢@o € a competéncia imune do hospedeiro contribuem para o
resultado clinico muitas vezes, independente da interpretagéo do teste de susceptibilidade in
vitro.

Neste sentido, os modelos de infec¢do experimental, especialmente quando graves, séo
excelentes métodos para o estudo da eficacia dos agentes antimicrobianos. Nestes estudos
podemos controlar varidveis como peso, “status” imune, inéculo e condi¢des laboratoriais de
temperatura, luz, 4gua e comida a que os animais séo submetidos.

O modelo de infec¢do sistémica adotado neste trabalho foi resultado de diversos
experimentos preliminares nos quais foram definidos a utilizagdo e dosagem de um
corticosterdide previamente & inoculagdo bacteriana, a concentrag@o do indculo, o tempo (em
dias) de observagdo dos animais e as visceras que seriam retiradas para a quantificagdo da
infecgdo para a avaliagio da eficacia do tratamento com ceftriaxona.

O corticosteréide, Diprospan®, da Schering-Plough, foi utilizado a fim de
imunodeprimir os animais. Este € composto por ésteres de betametasona, o dipropianato de
betametasona, que da atividade prolongada ao produto e o fosfato dissodico de betametasona,
o qual possui atividade imediata, sendo rapidamente absorvido apds a injegdo. Em
experimentos preliminares, sem a utilizag@o de corticosteréide ou com o uso de concentragdes
menores (5, 10 ou 15mg/Kg de peso), ndo foi possivel induzir e manter o processo infeccioso

nos animais. Outros pesquisadores também utilizaram imunodepressores previamente ao
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inéculo bacteriano em seus experimentos com camundongos (GERBER et al., 1983;
LEGGETT et al., 1989).

Assim como aconteceu com a dose de betametasona, varias concentra¢des de inoculo
bacteriano foram testadas (106, 10’ e 10® UF C/0,lml) a fim de obtermos a melhor
concentragdo a ser inoculada nos animais. Segundo a bibliografia consultada, a concentragéo
do in6culo variou de 10° a 10° UFC/ml, de acordo com o animal e o0 modelo de infecgdo
empregado nos estudos (CHANDRASEKAR; SLUCHAK; KRUSE, 1993; MENTEC et al.,
1992; RICE et al., 1991). Além disso, o pulmio, o bago, o figado e os rins foram retirados dos
camundongos nos experimentos prévios para definirmos quais visceras representariam melhor
comportamento da infec¢io.

Ao final destes experimentos preliminares foi possivel definir o modelo experimental,
por meio da utilizagdo prévia do corticosterdide na concentragio de 20mg/Kg de peso e
inéculo de 108UFC/0,Iml. O tempo de observagio dos animais foi padronizado em 7 dias
apos a inoculagdo, onde cerca de 50% dos animais, inoculados com cada amostra bacteriana e
ndo-tratados, morriam aproximadamente até o 4° dia apds a inoculagdo. As visceras que
exibiram carga bacteriana mais acentuada foram o bago e o figado.

Chandrasekar, Sluchak e Kruse (1993), utilizaram um modelo experimental semelhante.
Apds a indugdo da imunodepressdo (por meio da utilizagdo de ciclofosfamida), os
camundongos eram infectados por via intraperitonial com uma suspensdo de 4x10® UFC/ml
de E. coli produtora de ESBL e resistente in vitro a cefoperazona. A avaliagdo da eficécia do
tratamento foi realizada a partir da cultura quantitativa de bago e figado além, da anélise de
sobrevida, porém os animais foram observados apenas 3 dias ap6s a inoculagéo.

Selecionamos para este estudo 4 amostras de K. pneumoniae ndo-produtoras de ESBL e
sensiveis in vitro a ceftriaxona (455, 974, 1024 e 1131), que serviram de controle, ja que era

esperada a atividade da ceftriaxona nos animais infectados por elas, e 4 amostras produtoras
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de ESBL, sendo 2 resistentes in vitro a ceftriaxona (158 e 312) e, nestes casos, ndo
esperavamos sucesso terapéutico e 2 amostras, uma com sensibilidade intermedidria (291) e
outra com sensibilidade plena (120) & ceftriaxona, as quais foram utilizadas a fim de
responder a questdo da utilizagdo de cefalosporinas de amplo espectro no tratamento de
infec¢Bes provocadas por amostras com estas caracteristicas de susceptibilidade, apesar da
producdo de ESBL.

Os resultados obtidos no experimento de padronizagdo do modelo (embora néo tenha
sido propésito da investigagdo avaliar viruléncia e patogenicidade) demonstraram que
estatisticamente ndo houve diferenga na contagem de Unidades Formadoras de Coldnias (no
bago e no figado) e na sobrevida dos animais inoculados com qualquer uma das oito (8)
amostras de K. prneumoniae utilizadas no presente estudo, por meio deste modelo
experimental.

Mentec et al., (1992) utilizou 2 amostras de K. preumoniae, sendo uma produtora de
ESBL e resistente in vitro a piperacilina e a outra, ndo-produtora de ESBL e sensivel a
piperacilina, em um modelo de endocardite aértica que foi conduzido em coelhos. Estes
autores ndo encontraram diferenga estatisticamente significante na contagem bacteriana das
vegetagGes dos animais infectados por qualquer uma das 2 amostras bacterianas.

No presente estudo, quando analisamos a infec¢do provocada pelas amostras nZo-
produtoras de ESBL e plenamente sensiveis a ceftriaxona, os resultados apontam eficacia do
tratamento, a0 menos em parte dos pardmetros avaliados. Assim, os animais infectados pela
amostra 455 de K. pneumoniae néo responderam ao tratamento quando analisamos a infec¢éo
localizada no bago; no entanto, no experimento II houve redugéo progressiva nas UFC/g de
tecido no figado dos animais alcangando significancia. Porém, o tratamento nio aumentou a

sobrevida destes animais.
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A reducdo da contagem bacteriana tanto no bago quanto no figado dos animais
inoculados com a amostra 974 de K. pneumoniae pdde ser estatisticamente constatada nos
dois experimentos realizados com esta amostra. Apesar n3o ter havido diferenga
estatisticamente significante, foi possivel observar um aumento na sobrevida dos animais
tratados com 2 doses de 50mg de ceftriaxona/Kg de peso.

A andlise das contagens de UFC/g de tecido encontradas no bago e no figado dos
camundongos infectados pela amostra 1024 de K. pneumoniae indica, igualmente, resposta ao
tratamento com 50mg de ceftriaxona/Kg de peso, nos dois experimentos realizados, inclusive
com aumento significativo na sobrevida dos mesmos.

Quanto aos animais inoculados pela amostra 1131 de K. pneumoniae e tratados com 1
ou 2 doses de 50mg de ceftriaxona/Kg de peso, somente em um dos experimentos foi possivel
observar uma redugfo, mesmo que ndo significativa, na contagem de UFC/g de tecido no
bago. No figado, as redugdes na carga bacteriana foram mais expressivas e, portanto
significantes em ambos experimentos. Entretanto, o tratamento ndo prolongou a sobrevida dos
animais.

Esta divergéncia de resultados motivou-nos a realizar, para esta mesma amostra, um
experimento com 1, 2 ou 3 doses de 100mg de ceftriaxona/Kg de peso, e os resultados obtidos
com este tratamento ndo foram muito diferentes daqueles encontrados com a dose de SOmg de
ceftriaxona/Kg de peso. No bago, o tratamento promoveu redugdo da carga bacteriana ao
compararmos o subgrupo ndo-tratado com o T30omg, porém sem significancia estatistica. No
figado houve redugdo, mesmo que ndo significativa, da carga bacteriana quando comparamos
o subgrupo controle com 0 Tljomg € diminuigdo das UFC/g de tecido, estatisticamente
comprovada, em relagéo aos subgrupos controle € T3gomg. Outra vez, a sobrevida dos animais

ndo foi prolongada, nos subgrupos tratados em relagdo ao néo-tratado.



88

No caso dos animais infectados por esta amostra de K. pneumoniae, caracterizada
fenotipicamente como ndo-produtora de ESBL e plenamente sensivel a ceftriaxona nos testes
de susceptibilidade in vitro para esta droga, esta dose de 100mg/Kg de peso apresentou-se um
pouco mais efetiva, em relagdo a diminui¢do da carga bacteriana, que o tratamento com
50mg/Kg de peso.

Pelos resultados obtidos com o tratamento dos animais infectados por estas amostras de
K. pneumoniae ndo-produtoras de ESBL e sensiveis in vitro a ceftriaxona, apesar de ter
havido algumas divergéncias, quando confrontamos resultados de experimentos diferentes
com uma determinada amostra de K. pneumoniae, de um modo geral, foi possivel constatar a
eficacia do tratamento com 50mg de ceftriaxona/Kg de peso. Esta dosagem é similar a
utilizada em infec¢des humanas, mas provavelmente foi insuficiente, assim como o reduzido
numero de doses aplicadas, para conter mais eficientemente a infecg¢do disseminada produzida
nos animais imunodeprimidos.

Nossos resultados assemelham-se aos encontrados em outros estudos que utilizaram K.
pneumoniae ou E. coli e 0 mesmo antibiético para o tratamento de infecg¢Ges in vivo. Assim,
no estudo de Caron et al., (1990), a monoterapia com ceftriaxona (30mg/Kg de peso, uma vez
ao dia) foi eficaz em um modelo de endocardite experimental conduzido em coelhos,
provocada por uma amostra de K. pneumoniae caracterizada como susceptivel a esta droga no
teste de susceptibilidade in vitro, reduzindo significativamente a carga bacteriana nos grupos
tratados em relagdo ao controle. Da mesma forma, a monoterapia com ceftriaxona (45, 35, 25
e 15mg/Kg de peso) foi capaz de reduzir a contagem de UFC, em coelhos infectados por K.
pneumoniae sensivel a este agente antimicrobiano, em niveis abaixo do limite de detecc¢do
definido pelos pesquisadores em relagdo ao grupo conwole (GEORGOPOULOS;

BUXBAUM; GRANINGER, 1999).
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Em outro modelo de endocardite experimental em coelhos provocado por uma amostra
de E. coli sensivel a cefiriaxona in vitro, Pangon et al., 1987 mostraram que dentre as 3
cefalosporinas avaliadas (cefotiam, cefmenoxima e ceftriaxona), ceftriaxona (30mg/Kg de
peso, uma vez ao dia) exibiu o maior efeito bactericida.

Quanto a infeccdo provocada pelas amostras produtoras de ESBL, pelos resultados
obtidos quando enfocamos a infecgfio localizada no bago e no figado dos animais tratados
com ceftriaxona 50mg/Kg de peso, podemos dizer que os animais infectados pela amostra 158
de K. pneumoniae ndo responderam ao tratamento e em alguns casos, a carga bacteriana até
aumentou nos subgrupos que receberam o antibidtico. Ndo houve também, aumento na
sobrevida dos animais tratados. Isto era esperado, visto que esta amostra, produtora de ESBL,
era resistente in vitro ao antibiético.

Esta amostra de K. pneumoniae também foi utilizada no experimento com 1, 2 ou 3
doses de 100mg de ceftriaxona/Kg de peso. Novamente, a carga bacteriana ndo diminuiu no
bago e no figado dos animais infectados, ndo havendo também aumento da sobrevida dos
mesmos.

Fracasso terapéutico também foi evidenciado em um modelo de endocardite
experimental conduzido em coelhos, no qual a amostra de K. pneumoniae inoculada era
produtora de ESBL e resistente in vitro a ceftriaxona (CARON et al., 1990).

Georgopoulos; Buxbaum e Graninger, (1999) empregaram ceftriaxona em monoterapia
ou associada ao tazobactam no tratamento de coelhos infectados por K. pneumoniae resistente
a ceftriaxona in vitro, também observaram que somente a ceftriaxona, neste caso, ndo reduzia
a carga bacteriana. Entretanto, quando o tazobactam era adicionado a ceftriaxona e estes
aplicados imediatamente apds a inoculagdo, a contagem de col6nias diminuia em relagdo aos

animais do grupo controle.
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A literatura cientifica também traz exemplo de falha terapéutica em pacientes quando
quadros infecciosos graves sdo tratados com antibidtico para os quais o isolado apresenta-se
resistente no teste de susceptibilidade in vitro. Naumovski et al., (1992) descreveram o
resultado clinico de 4 pacientes com bacteremia, Dois deles tratados com ceftazidima,
morreram apds desenvolverem um quadro de choque séptico devido a K. pneumoniae
resistente a ceftazidima; os outros dois sobreviveram apds a adigdo de tobramicina ao
tratamento.

No presente wabalho, incomum e surpreendente foi o resultado obtido com os animais
infectados pela amostra 312 de K. pneumoniae, que responderam ao tratamento (apesar da
produgdo de ESBL e da resisténcia in vitro a ceftriaxona) com redugéo significativa da carga
bacteriana nas visceras e aumento estatisticamente comprovado da sobrevida dos animais
tratados com 50mg de ceftriaxona/Kg de peso em relagdo aos animais dos subgrupos controle.
Talvez, a utilizagdo de mais doses, ou seja, o prolongamento do tratamento por mais dias
poderia efetivamente debelar o processo infeccioso e levar & cura da infecgdo, como
recomenda o estudo de Pangon et al., (1987), no qual os resultados obtidos confirmam que o
nivel local de antibiético estd amplamente correlacionado ao efeito bactericida das drogas in
vivo.

No que diz respeito & literatura consultada, o sucesso do tratamento com uma
cefalosporina de amplo espectro (em monoterapia) em infecgdes sistémicas (humanas ou
experimentais) causadas por enterobactérias produtoras de ESBL e resistentes in vitro a droga
utilizada in vivo, foi excepcional. O que se tem relatado € a cura de infecg¢Ses urindrias,
provavelmente devido a alta concentragdo que algumas destas drogas atingem na urina.
Emery e Weymouth (1997), apresentaram o caso de um paciente com urocultura positiva para
K. pneumoniae produtora de ESBL e resistente in vitro a ceftazidima, que recuperou-se

completamente, quando tratado com esta droga.
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Quanto aos animais infectados pelas amostras 120 e 291 de K. pneumoniae (sensivel e
intermediaria in vitro a ceftriaxona, respectivamente), o tratamento com as doses de 50mg de
ceftriaxona/Kg de peso ndo foi efetivo e os animais néo tiveram a infecgdo controlada pela
ceftriaxona nesta dosagem. Isto pdde ser confirmado tanto pelos resultados obtidos com as
contagens de colOnias nas visceras dos animais, como pela sobrevida dos mesmos, que ndo
aumentou nos animais dos subgrupos tratados.

Rice et al., (1991), conduziram um estudo para comparar a eficicia in vivo de alguns
antibidticos P-lactdmicos no tratamento de abscessos intra-abdominais provocados por
amostra de K. pneumoniae produtora de ESBL altamente resistente & ceftazidima, porém
plenamente sensivel & cefotaxima. Os animais watados com 400mg de cefotaxima/Kg de
peso/dia ndo tiveram redugdo da carga bacteriana em relagdo ao grupo controle, mesmo a
amostra sendo sensivel in vitro ao antibiotico.

Os resultados obtidos com as amostras de K. pneumoniae produtoras de ESBL e
sensibilidade intermediéria ou plena a ceftriaxona (291 e 120, respectivamente) mostraram
falta de agfo da droga nos experimentos em que utilizivamos 50mg de ceftriaxona/Kg de
peso e isto nos levou a avaliar se 0 aumento na concentragdo de ceftriaxona e o acréscimo de
uma dose para o tratamento da infec¢do provocada por estas amostras bacterianas poderia
surtir efeitos mais concretos, diminuindo a carga bacteriana nas visceras dos animais e
aumentando a sobrevida dos mesmos. Neste sentido realizamos um experimento com 1, 2 ou
3 doses de ceftriaxona, 100mg/Kg de peso/dose.

Os animais inoculados pela amoswa 291 de K. prneumoniae responderam a este
tratamento com redugdo da contagem de coldnias tanto no bago quanto no figado dos animais
dos subgrupos watados em relagdio ao conwrole, mas, sem alcangar significdncia estatistica.

Quanto a sobrevida, embora a diferenga ndo possa ter sido comprovada estatisticamente, o
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aumento da concentragdo e o acréscimo de uma dose de ceftriaxona aumentaram a sobrevida
dos animais, especialmente, daqueles do subgrupo tratado com 3 doses de 100mg/Kg de peso.

O tratamento alcangou éxito com 100mg de ceftriaxona/Kg de peso, nos animais
infectados pela amostra 120 de K. pneumoniae. No bago e no figado as diferengas nas
contagens de UFC/g de tecido puderam ser detectadas estatisticamente. E, assim como
aconteceu com a sobrevida dos animais inoculados pela amostra 291, os camundongos
infectados pela amostra 120 e tratados com 3 doses de ceftriaxona tiveram sua sobrevida
aumentada em relagdo aos outros subgrupos, principalmente ao controle; porém isso ndo pode
ser detectado estatisticamente.

A dificuldade em demonstrar estatisticamente que a sobrevida dos animais aumentou
com a utilizagdo da ceftriaxona (tanto nos animais infectados pelas amostras ndo-produtoras
de ESBL e sensiveis a esta droga, como nestes, inoculados por amostras de sensibilidade
plena ou intermediéria e produtoras da enzima) ocorreu provavelmente porque os testes que
analisam tempo de sobrevivéncia recomendam amostra em torno de 25 individuos ou animais,
ou seja, muito maior do que a que foi utilizada no presente estudo (COLLETT, 1994). Talvez
por isso, este pardmetro ndo foi muito eficiente para a demonstragédo da agdo da ceftriaxona.
Mesmo assim, € possivel notar o aumento da sobrevida dos animais tratados pela tendéncia
das curvas apresentadas.

Alguns pesquisadores também analisaram a resposta clinica de pacientes infectados por
amostras de enterobactérias produtoras de ESBL que apresentavam uma aparente
susceptibilidade as cefalosporinas nos testes de susceptibilidade in vitro.

O caso de um paciente com meningite provocada por K. pneumoniae resistente in vitro
a ceftazidima, mas susceptivel a ceftriaxona foi apresentado por Quinn et al., (1989). Neste
grave quadro infeccioso, a cura e a completa recuperagdo do paciente deu-se apds o

tratamento com a droga para a qual o agente infeccioso isolado apresentava sensibilidade.
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Outro caso de meningite e bacteremia provocada por K. pneumoniae produtora de ESBL e
sensivel in vitro a cefotaxima, foi curado com a utilizagdo de cefotaxima (SMITH et al.,
1990).

Emery e Weymouth (1997), realizaram um estudo confrontando os resultados clinicos
do tratamento, com a produgdo de ESBL e o teste de susceptibilidade in vitro. Vinte e dois
pacientes apresentavam infecgdo por enterobactérias produtoras de ESBL; dentre os 9
pacientes tratados com cefalosporinas de amplo espectro, 7 foram curados. Um destes
apresentava abscesso abdominal, provocado por K. pneumoniae de sensibilidade intermediaria
a ceftriaxona, que foi drenado e tratado com ceftriaxona e sulfametoxazol.

Rice et al., (1990) descreveram um surto que incluiu 14 pacientes infectados por
enterobactérias produtoras de ESBL, resistentes in vitro a ceftazidima e sensiveis a outras
drogas. Destes, 4 foram tratados com cefotaxima e obtiveram resposta clinica favoravel, tendo
um deles septicemia provocada por E. coli.

Nos experimentos em que utilizivamos 50mg de cefiriaxona/Kg de peso observamos,
em algumas situagdes, o efeito antibidtico dependente do niimero de doses, tanto em animais
inoculados com amostras ndo-produtoras de ESBL, como nos infectados por amostras
produtoras da enzima.

Em um dos experimentos (II) com a amostra 312 de K pneumoniae houve uma
diminui¢do significativa da carga bacteriana no bago dos animais tratados com 2 doses de
ceftriaxona em relag8o aos tratados com uma tunica dose. No experimento I esta situagfo
também foi encontrada, mesmo que sem comprovagio estatistica, no figado destes animais.

Nos animais infectados pela amostra 1024 de K. pneumoniae, o mesmo efeito pdde ser
observado, tanto no bago (podendo ser comprovado estatisticamente) como no figado, no

experimento II . Quanto aos animais infectados pela amostra 455 e os inoculados pela amostra



94

974 de K. pneumoniae, em ambos experimentos houve uma tendéncia a redugdo da carga
bacteriana dependente do numero de doses de ceftriaxona, no figado dos camundongos.

Os animais infectados pela amostra 1131 de K. pneumoniae, também tiveram redugdo
dose-dependente da contagem de UFC/g de tecido, no bago e no figado, embora ela ndo tenha
sido comprovada estatisticamente.

No experimento de avaliagdo da eficacia de ceftriaxona 1 a 3 doses de 100mg/Kg de
peso foi evidente e comprovado estatisticamente o efeito dependente do niimero de doses, no
bago e no figado dos animais infectados pela amostra 120 de K. pneumoniae. O efeito
dependente da dosagem de antibidtico também foi notado (mesmo que sem comprovagéo
estatistica) quando comparamos os resultados obtidos nos experimentos de avaliagdo da
eficacia de ceftriaxona, 50mg/Kg de peso, com os encontrados no experimento de avaliagdo
da eficécia de cefwriaxona, 100mg/Kg de peso, para as amostras 291 e 120 de K. pneumoniae.

Na literatura cientifica também € descrito este efeito dependente de concentragéo ou
nimero de doses para cefalosporinas de amplo espectro no tratamento de infecg¢des
experimentais provocadas por amostras de K. pneumoniae ou E. coli produtoras ou nio de
ESBL.

Thauvin-Eliopoulos et al.(1997), conduziram um estudo para comparar a eficicia in
vivo de alguns antibidticos B-lactdmicos no tratamento de abscessos intra-abdominais
provocados por uma amostra de K. pneumoniae produtora de ESBL porém, plenamente
sensivel a cefotaxima. Os resultados obtidos por estes autores sugerem uma alta dependéncia
do regime de doses para cefotaxima. No grupo controle a carga bacteriana chegou a 8,76 log;o
UFC/g de abscesso, no grupo de animais tratados por infusdo continua com 400mg de
cefotaxima/Kg de peso a contagem de coldnias caiu para 4,28 logioUFC/g de abscesso. No
grupo de animais tratados também por infusdo continua, com 1000mg de cefotaxima/Kg de

peso, a carga bacteriana atingiu 2,87 log;oUFC/g de abscesso e no grupo de animais tratados
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com 180mg de cefotaxima/Kg de peso a cada 4 horas, a carga bacteriana foi a 2,27
logoUFC/g de abscesso.

Fantin et al., (1990) em um modelo de endocardite experimental utilizaram uma amostra
de E. coli produtora de SHV-2, que apresentava uma reduzida susceptibilidade as
cefalosporinas de amplo espectro (ceftriaxona e cefotaxima), também demonstraram o efeito
dependente de concentragdo de ceftriaxona associada ao sulbactam, este em concentragdo fixa
de 100mg/Kg de peso, 3 vezes ao dia. A associagdo 15mg de ceftriaxona/Kg de peso, uma vez
ao dia reduziu a carga bacteriana a 5,7 log;oUFC/g de vegetagdo, quando comparado ao
controle, onde as contagens alcangavam 8,1 lo_gloUF C/g de vegetagdo. Contudo, quando outra
combinagéo, mantendo o sulbactam e dobrando a concentragdo de ceftriaxona (30mg/Kg de
peso, uma vez ao dia), foi utilizada, a contagem bacteriana diminuiu para 3,1 log;oUFC/g de
vegetacao.

Em outro modelo de endocardite em coelhos provocada por E. coli ndo-produtora de
ESBL e sensivel a ceftriaxona, onde a contagem de col6nias dos animais do grupo néo-tratado
alcancava 7,41 log;)UFC/g de vegetagdo, o tratamento com 15mg de ceftriaxona/Kg de peso,
uma vez ao dia ndo reduziu significativamente a carga bacteriana (7,17 log;oUFC/g de
vegetacdo). Entretanto, o dobro da dose de ceftriaxona (30mg /Kg de peso, uma vez ao dia)
foi capaz de reduzi-la a 2,41 log)oUFC/g de vegetagdo obtendo significincia estatistica
(PANGON et al., 1987).

Foi constatado também no presente trabalho que, independente da produgéo da enzima
ESBL pelas amostras de K. pneumoniae, a carga bacteriana no figado foi, em geral, mais
acentuada que no bago, sugerindo, assim, uma infecgdio hepatica mais intensa do que a
esplénica.

Nos diferentes 'experimentos que realizados também foi possivel observar que

geralmente o figado, apresentava maior redugdo das contagens de UFC/g de tecido com o uso
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de ceftriaxona, nas infec¢8es provocadas por amostras de K. pneumoniae produtoras ou nio
de ESBL. A provével razéo desta melhor atividade no figado € que a ceftriaxona € eliminada,
principalmente, pelo sistema hepato-biliar. Matsui et al., (1984), utilizando ratos que
receberam, via endovenosa, 20mg de ceftriaxona’kg de peso, demonstraram que 61,8% da
droga é eliminada na bile, 24 horas ap6s a dose do antibioético. Em humanos saudéveis, a
excregdo via biliar da ceftriaxona também ¢é elevada, ficando entre 40 a 50%, 24 horas ap6s
uma dose de 500mg/Kg de peso (SEDDON et al., 1980).

O modelo de infecg@o sist€émica com alto indculo utilizado para o presente estudo
mostrou-se adequado aos objetivos e reprodutivel. As doses de 50 e 100mg de ceftriaxona/Kg
de peso sdo comparaveis as doses utilizadas em humanos (adultos e idosos podem receber até
2g de ceftriaxona em dose Unica didria ou a cada 12 horas), inclusive em recém-nascidos (cuja
dose maxima diaria ndo deve passar de 50mg/Kg), lactentes e criangas até 12 anos de idade
(nos quais podem ser utilizadas até¢ 80mg/Kg de peso).

Como era previsivel, a ceftriaxona foi Util no tratamento dos animais infectados pelas
amostras ndo-produtoras de ESBL e sensiveis a esta droga in vitro. De uma maneira geral,
podemos dizer que esta cefalosporina atuou também nos casos de infecgdo por amostras
produtoras de ESBL plenamente sensivel ou com sensibilidade intermediaria, embora a
atividade tenha sido altamente dependente do numero de doses e da concentragdo do
antibidtico. Nesta condi¢do de tratamento, a atuag@o in vivo da ceftriaxona foi mais
relacionada com o resultado dos testes de susceptibilidade in vitro do que com a produgéo ou
ndo de ESBL. Constitui excegdo a esta observagdo, os resultados paradoxais verificados com
a amostra 312 de K. pneumoniae, produtora de ESBL e resistente in vifro, mas sensivel in
vivo.

Os resultados obtidos sugerem a possibilidade de se utilizar cefalosporinas de amplo

espectro, como a ceftriaxona, nos casos de infec¢des causadas por amostras de K. pneumoniae
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produtoras de ESBL que apresentem susceptibilidade in vitro a esta droga, desde que uma alta
dose de ceftriaxona possa ser usada e mantida durante o tratamento dos pacientes, ja que a
eficacia do tratamento com B-lactdmicos depende da manutengé@o da concentragéo adequada

do antibidtico no plasma durante o tratamento (BAKKER-WOUDENBERG;
ROOSENDAAL, 1990).



7 CONCLUSOES
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1. Padronizou-se um modelo experimental de infec¢@o generalizada por Klebsiella
pneumoniae em camundongos previamente tratados com corticosteréide e injetados

endovenosamente com grande indculo bacteriano.

2. Os animais infectados pelas amostras de Klebsiella pneumoniae ndo-produtoras de
ESBL e sensiveis a ceftriaxona, responderam a tratamento com esta cefalosporina, conforme
demonstrado por uma ou mais das seguintes evidéncias: redugéo da contagem bacteriana no

bago, redugdo da contagem bacteriana no figado € aumento da sobrevida dos animais tratados.

3. A atuagdo de ceftriaxona foi varidvel em animais infectados por amostras de Klebsiella
pneumoniae produtoras de ESBL.:

- amostras resistentes in vitro ao antibidtico — auséncia de eficacia ou controle parcial da
infecgéo;

- amostras com sensibilidade plena ou intermediaria ao antibiético — controle parcial da

infec¢do, dosagem dependente.

4. Foi detectado efeito dependente do niimero de doses e da concentragéo de ceftriaxona
no tratamento dos animais infectados, tanto por amostras de Klebsiella pneumoniae

produtoras, como néo-produtoras de ESBL.

5. A produgdo de beta-lactamase de espectro estendido e a resisténcia a ceftriaxona in

vitro ndo necessariamente estio associadas com resisténcia in vivo ao antibidtico.
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