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RESUMO

7

Serratia marcescens € um membro da familia Enterobacteriaceae com resisténcia
intrinseca a varios grupos antimicrobianos. Neste estudo, 54 cepas de Serratia
marcescens isoladas dos pacientes internados na unidade de terapia intensiva de um
hospital terciario do Tocantis, Brasil, foram caracterizadas fenotipicamente e
geneticamente. Uma grande parte dos isolados de S. marcescens (n = 13, 24.07%) foram
classificados como multidroga-resistentes (MDR), com alto nivel de resisténcia aos
antibiéticos B-lactamicos, aminoglicosideos, quinolonas, tigeciclina e colistina. Nossos
dados confirmaram a presencga de genes em S. marcencens, que conferem resisténcia aos
antibiéticos beta-lactamicos, inclusive aos carbapenémicos. Andalises de PCR mostraram
que todos os isolados (n = 54, 100%) abrigaram 0s genes blakpc2 € blatem, 7 (12.96%)
foram positivos para blacrxwm-1s, 8 (14.81%) para o gene blaoxa1. Os genes das beta-
lactamases blaviv1 € blanom-1, blaswy € blame-2 € 0 gene que confere resistencia a colistina
mcr-1 ndo foram encontrados. A técnica ERIC-PCR foi empregada para determinar as
relacdes clonais entre as cepas. Os resultados mostraram uma alta similaridade genética
entre as linhagens, indicando que as S. marcescens circulantes nessa UTI sdo altamente
relacionados geneticamente. O padrdo de resisténcia apresentado pelos isolados clinicos
de S. marcescens e 0 potencial de transmissdo desses clones, observado em nosso
estudo é muito preocupante, pois sugere-se que sao importantes disseminadores de
infeccbes hospitalares. Portanto, medidas que propiciem a eliminacdo de fontes de
desenvolvimento de resisténcia e dos reservatorios dessas bactérias sdo de extrema

importancia para o controle dessas infeccoes.

Palavras-chave: Serratia marcescens, multidroga-resistentes, genes.



ABSTRACT

Serratia marcescens is a member of Enterobacteriaceae familly with intrinsic resistance to
various antimicrobial groups. In this study, 54 strains of Serratia marcescens isolated from
patients admitted to the intensive care unit of a tertiary hospital in Tocantis, Brazil, were
characterized phenotypically and genetically. A large part of S. marcescens isolates (n =
13, 24.07%) were classified as multidrug-resistant (MDR), with a high level of resistance to
B-lactam antibiotics, aminoglycosides, quinolones, tigecycline and colistin. Our data
confirmed the presence of genes in S. marcescens, which confer resistance to beta-lactam
antibiotics, including carbapenems. PCR analyzes showed that all the isolates (n = 54,
100%) harbored the blaKPC-2 and blaTEM genes, 7 (12.96%) were positive for blaCTX-M-
15.8 (14.81%) for the blaOXA-1 gene. The beta-lactamases genes blaVIM-1 and blaNDM-
1, blaSHV and blaIMP-2 and the gene conferring resistance to colistin mcr-1 were not
found. The ERIC-PCR technique was used to determine the clonal relationships between
the strains. The results showed a high genetic similarity between the lines, indicating that S.
marcescens circulating in this UTI are highly genetically related. The resistance pattern
presented by S. marcescens clinical isolates and the potential transmission of these clones,
observed in our study, is very worrying, since it is suggested that they are important
disseminators of hospital infections. Therefore, measures that eliminate the sources of
resistance development and the reservoirs of these bacteria are of extreme importance for
the control of these infections.

Keywords: Serratia marcescens, multidrug-resistant, genes.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

O aparecimento de bactérias multirresistentes e a falta de disponibilidade de novos
antimicrobianos tem representado uma ameaca iminente aos protocolos de tratamento
estabelecidos para agentes de doencas infecciosas. Segundo a Organizacdo Mundial da
Saude (2010), a resisténcia bacteriana a medicamentos deveria ser vista ha muito tempo
como um problema de saude publica mundial, principalmente no ambito hospitalar. Nos
hospitais, as infeccdes de maiores preocupagfes sdo as encontradas em unidades que
atendem pacientes em cuidado critico, entre elas, as Unidades de Terapia Intensiva (UTIs)
(ANDRADE; LEOPOLDO; HAAS, 2006), que sdo consideradas reservatérios e fontes de

disseminacao das bactérias multirresistentes (ANVISA, 2007).

A emergéncia e a disseminacdo de iniUmeros patdégenos tanto de origem nosocomial
quanto comunitaria resultam da combinacao de mdultiplos fatores, tais como: mutacdes dos
genes de resisténcia que aumentam seu espectro de atividade; troca de informacdes
genéticas nas quais 0s genes de resisténcia sado transferidos para novos microrganismos;
pressdo seletiva exercida pelas condicbes do meio que favorece a emergéncia e
disseminacdo de clones multirresistentes, os quais podem ocorrer em nivel global

(TENOVER, 2001).

O surgimento de resisténcia antimicrobiana é inevitavel para quase todos 0s novos
medicamentos, e é reconhecido como um grande problema no tratamento de infeccdes

microbianas em hospitais e comunidades (KAPOOR; SAIGAL; ELONGAVAN, 2017).

1.1 A célula bacteriana

A célula é a unidade estrutural basica e funcional de todos os seres vivos (SOUSA et al.,

2016). ApOs o aparecimento da microscopia eletrdnica, tornou-se possivel a observacgao
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detalhada da estrutura intima das células nos diferentes seres vivos, distinguindo-se dois
tipos de organizacao celular: procariota e eucariota (SOUSA et al., 2016).

As bactérias sdo 0s Unicos microrganismos patogénicos procariotas (RIBEIRO et al.,
2013). A maioria das bactérias possui uma parede rigida, que constitui o principal suporte
mecéanico da célula, confere estabilidade e é responsavel pela forma das células. A parede
celular permite, ainda, fazer a distingdo entre dois tipos de bactérias: as bactérias de Gram-
positiva e as bactérias de Gram-negativa, uma vez que esta estrutura condiciona a
coloragcdo de Gram (RIBEIRO et al., 2013). As bactérias Gram-positivas apresentam uma
parede celular espessa, homogénea, geralmente ndo estratificada e predominantemente
constituida por peptidoglicano (Figura 1). Nas bactérias Gram-negativas, a parede é mais
complexa e estratificada, em que uma das camadas é constituida por peptidoglicano e a
outra — membrana exterior (OM) — constituida por lipopolissacarideos (LPS), proteinas e

fosfolipideos (Biologia Celular e Molecular, Carlos Azevedo - Livro - WOOK).

6ram positiva 6ram negativa
Upotechoc aod

Upepolysacchandos
Techese 0d \ ‘?ﬂru Pm,c}hbm

N Popsdogiycan

Porglasmic space ~ 151

Lipoprotens * 7" v ’Y'x
e ~ Memteano st
proten

Figura 1. Diferenca da membrana de bactérias Gram- positivas e Gram- negativas. Fonte:
https://abcdamedicina.com.br/antibacterianos-classes-de-remedios-e-mecanismos-de-acao.html

As bactérias podem, ainda, apresentar pequenas moléculas circulares do acido
desoxirribonucleico (DNA) extra cromossdmico no seu citoplasma, denominadas de
plasmideos, que se caracterizam por ser estruturas que conferem as células propriedades

adicionais, de acordo com o seu contetdo genético. O fato de estes plasmideos poderem
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ser conjugativos, confere-lhes um meio de disseminacgéo horizontal de genes de resisténcia

aos antibiéticos, por conjugacdo, o que é, atualmente frequente (SOUSA et al., 2016).

1.2 Mecanismos de agdo dos antibidticos

Os antibitticos s&o drogas que podem apresentar duas fungdes distintas, a inibicdo do
crescimento bacteriano através da acdo bacteriostatica, e a destruicdo de uma populacdo
bacteriana, por uma acdo bactericida. A acdo bacteriostatica impede o crescimento das
bactérias, mantendo o mesmo na fase estacionaria (PANKEY; SABATH, 2004). Um droga
bactericida atua em processos vitais para a célula levando a morte celular. (HILAL-
DANDAN; BRUNTON; GOODMAN, 2014).

Muitos antimicrobianos sé@o obtidos através da prépria cultura de microrganismos, e
outros séo produzidos sinteticamente (CHAN et al., 2000).

Os antibioticos séo classificados com base no mecanismo de agéo (Figura 2): inibicao
da sintese de parede celular, inibicdo da sintese de proteinas, inibicdo da replicacao de
acidos nucléicos e da transcricdo, dano a membrana plasmatica e inibicdo da sintese de

metabdlitos.

1. Inibicao da sintese de parede 2. Inibicao da sintese de protei-
celular: penicilinas, cefalospori- nas: cloranfenicol, eritromicina
nas, bacitracina, vancomicina tetraciclinas, estreptomicina

Atlvidade

3. Inibicao da replicacao de enzimatica,

acidos nucleicos e da transcri- sintese

¢ao0: quinolonas, rifampina de metabolitos
essenclais

4. Dano a membrana plasma- 5. Inibicao da sintese de
tica: polimixina B metabolitos essenciais
sulfanilamida, trimetoprim

Figura 2: Mecanismos de acao dos antibioticos. Fonte: Tortora et al., 2012.
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1.2.1 Inibicdo da sintese da parede celular

Um dos mecanismos € a inibi¢cdo da sintese de parede celular, realizado por antibiéticos
beta-lactamicos. Esses enfraquecem a parede celular por impedirem a sintese de
peptideoglicanos, componente principal da parede célula (TORTORA et al., 2012). O uso
desses antimicrobianos é vantajoso pela baixa toxicidade as células humanas, uma vez que

estas ndo possuem parede celular (TORTORA et al., 2012).

Antibiéticos B-lactdmicos sdo comumente usados para o tratamento de uma ampla
gama de infecgbes bacterianas (CROOK; SPRATT, 1998). S&o definidos estruturalmente
pela presenca de um anel B-lactamico central. Eles incluem penicilinas, cefalosporinas,
carbapenémicos e monobactamicos, e estdo na base da terapia farmacolégica para

infecgBes por organismos Gram-negativos (MURRAY et al., 2004).

1.2.2 Inibic&o da sintese de proteinas

Os ribossomos bacterianos sdo organelas celulares constituidas por duas subunidades,
30s e 50s, onde ocorre a ligagdo dos farmacos de forma a inibir ou modificar a sintese
proteica (HILAL-DANDAN; BRUNTON; GOODMAN, 2014). Sdo exemplo de antibiéticos que
inibem a sintese proteica, os aminoglicosideos e as tetraciclinas (KAPOOR; SAIGAL;
ELONGAVAN, 2017).

Os aminoglicosideos sdo antibidticos de largo espectro, sendo moderadamente ativos
contra bactérias aerdbias Gram-positivas, apresentam extensa atividade sobre bactérias
aerObias Gram-negativas, ndo apresentando, todavia, atividade sobre bactérias anaerdbias
estritas (SOUSA, 2006). Na pratica clinica, a gentamicina, a tobramicina e a amicacina sao
as moléculas usualmente prescritas, enquanto a estreptomicina continua a ser uma
ferramenta importante no tratamento de algumas situacbes de tuberculose, brucelose,

tularemia e praga (DURANTE-MANGONI et al., 2009).
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As tetraciclinas, descobertas na década de 1940, assim como o0s aminoglicosideos
também sao agentes de amplo espectro, exibindo atividade contra uma ampla gama de
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, organismos atipicos, como clamidias,
micoplasmas e rickettsias, e parasitas protozoarios (CHOPRA; ROBERTS, 2001; NELSON
et al., 1993). As propriedades antimicrobianas favoraveis desses agentes e a auséncia de
efeitos colaterais adversos maiores levaram ao seu uso extensivo na terapia de infeccdes

humanas e animais (CHOPRA; ROBERTS, 2001).

1.2.3 Inibicdo da replicacéo de acidos nucléicos e da transcricao

Certas drogas antimicrobianas agem inibindo a replicacdo e transcricdo de &cidos
nucleicos, como as quinolonas e fluoroquinolonas (KAPOOR; SAIGAL; ELONGAVAN,
2017).

O uso das quinolonas iniciou-se em 1962, quando Lesher e Cols descreveram o acido
nalidixico, o precursor das quinolonas. Na década de 70, foram introduzidos na terapéutica
dois outros compostos relacionados com o &cido nalidixico, o acido oxolinico e a cinoxacina.
O interesse por este grupo de quimioterapicos, porém, diminui rapidamente em virtude do
seu restrito espectro de atividade antibacteriana, do rapido desenvolvimento de resisténcia e
de certas limitagdes farmacocinéticas (BERGAN, 1988). Em geral, esses antibimicrobianos
sd0 muito ativos contra patdégenos aerobios Gram-negativos e de acao intermediaria contra
cocos Gram-positivos (WOLFSON; HOOPER, 1985).

Essa classe de antimicrobianos inibem a atividade da DNA girase ou topoisomerase
II, enzimas essenciais a sobrevivéncia bacteriana (ANVISA, 2007). A DNA girase torna a
molécula de DNA compacta e biologicamente ativa. Ao inibir essa enzima, a molécula de
DNA passa a ocupar grande espaco no interior da bactéria e suas extremidades livres
determinam sintese descontrolada de RNA mensageiro e de proteinas, determinando a

morte das bactérias (ANVISA, 2007).
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1.2.4 Dano a membrana plasmatica

Alguns antibiéticos, como as polimixinas causam danos a membrana plasmatica,
induzindo mudancas na permeabilidade da membrana e a perda de metabdlitos importantes
(TORTORA et al., 2012).

As polimixinas sédo antibidticos bem estabelecidos que recentemente recuperaram um
interesse significativo como consequéncia do aumento da incidéncia de infeccbes causadas
por bactérias Gram-negativas multirresistentes (POIREL; JAYOL; NORDMANN, 2017).

Esse antimicrobianos interagem com a molécula de polissacarideo da membrana
externa das bactérias Gram-negativas, retirando célcio e magnésio, necessarios para a
estabilidade da molécula de polissacarideo. Esse processo é independente da entrada do
antimicrobiano na célula bacteriana e resulta em aumento de permeabilidade da membrana
com rapida perda de conteudo celular e morte da bactéria (ANVISA, 2007).

O uso clinico de polimixinas foi abandonado na década de 1960 por causa da
nefrotoxicidade e porque drogas mais toleradas pertencentes a outras classes de
antibidticos foram introduzidas (DOAN, 2006). Atualmente, devido a disseminag&o global de
cepas bacterianas Gram-negativas extremamente resistentes aos medicamentos, as
polimixinas ressurgiram como drogas de Ultima linha contra essas cepas (TUMBARELLO;

LOSITO; HELEN, 2018).

1.2.5 Inibicdo da sintese de metabdlitos essenciais

A inibicdo da sintese de metabdlitos essenciais para a célula bacteriana € ocasionada
por uma substancia que inibe competitivamente o sitio ativo na enzima, por se assemelhar
com seu substrato normal. Drogas sulfa como a sulfanilamida sdo antimetabdlitos que
possuem este mecanismo de acdo (TORTORA et al., 2012).

As sulfonamidas foram um dos primeiros antibiéticos a serem utilizados em doencas
infecciosas. Estes possuem um espectro de acdo bastante amplo, contra bactérias Gram-

positivas e Gram-negativas (HILAL-DANDAN; BRUNTON; GOODMAN, 2014). No entanto
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nos ultimos anos surgiu o desenvolvimento de estirpes resistentes (NEU; GOOTZ, 1996).

13 Mecanismos de resisténcia bacteriana

O surgimento de resisténcia entre os patégenos bacterianos mais importantes é
reconhecido como uma grande ameaca a saude publica que afeta seres humanos em todo o
mundo (MUNITA; ARIAS, 2016).

Os mecanismos de resisténcia podem ser intrinsecos do microrganismo ou adquiridos
(LORIAN, 2005). A caracteristica de resisténcia a um antibiético pode ser adquirida através
da transferéncia horizontal de novos genes, que sdo carregados por plasmideos ou
transposons, recombinacdo com um DNA externo no cromossomo da bactéria, ou pela
ocorréncia de mutacbes esponténeas, onde genes localizados nos cromossomos sao
transmitidos verticalmente ao passo que as bactérias se replicam (MARTINEZ; BAQUERO,
2000).

As bactérias sdo consideradas multirresistentes quando observados critérios
epidemioldgicos, clinicos e laboratoriais (SCIH-HUM, 2017). Segundo Magiorakos et al.
(2012) existem trés terminologias para multiressisténcia. Podem ser definidas como: MDR
(“Multidrug-resistant”), quando sdo resistentes a um ou mais antimicrobianos de trés ou mais
categorias de antimicrobianos testadas; XDR (“Extensively drug-resistant”), quando
apresentam resisténcia a um ou mais antimicrobianos em quase todas as categorias; PDR
(“Pandrug-resistant”), quando apresentam resisténcia a todos os antimicrobianos testados.

Existem quatro grandes mecanismos de resisténcia aos antibiéticos (Figura 3) em
bactérias que s&o: alteracdo na permeabilidade da membrana externa que dificulta ou
impede a entrada do antibiético na célula; hiperexpressdo de bombas de efluxo que
excretam o antibiético da célula; alteragéo do sitio alvo — “penicillin-binding proteins” (PBP)
que dificulta ou impede a ligacdo do antibiético e producdo de enzimas (beta-lactamases)

gue degradam ou inativam o antibiético (TENOVER, 2001).
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Figura 3: Mecanismos de resisténcia aos antibiéticos. (1) Alteracdo da permeabilidade da membrana.
(2) Inativagdo enzimética. (3) Alteragdo no sitio-alvo do antibiético. (4) Bombas de efluxo.

1.3.1 Bombas de efluxo

Um dos mecanismos primarios para a resisténcia a multiplas drogas em bactérias Gram-
negativas é a superexpressdo de bombas de efluxo de multiplas drogas, expelir antibioticos
absorvidos pelas bactérias (LEVY; MARSHALL, 2004). O efluxo de pequenas moléculas
consiste num mecanismo néo seletivo, podendo defender células bacterianas de varios
compostos téxicos, promovendo entdo uma resisténcia inata aos antimicrobianos (FISHER;

MEROUEH; MOBASHERY, 2005).

A maioria deles séo transportadores de mdltiplas drogas que séo capazes de bombear
uma ampla gama de antibioticos - macrolideos, tetraciclinas e fluorquinolonas - e, portanto,
contribuem significativamente para organismos resistentes a mdltiplas drogas (DZIDIC,

2008).

1.3.2 Reducédo da permeabilidade da membrana externa

Em comparacdo com espécies Gram-positivas, bactérias Gram-negativas sao
intrinsecamente menos permeaveis a muitos antibiéticos, pois sua membrana externa forma

uma barreira de permeabilidade (KOJIMA; NIKAIDO, 2013; VARGIU; NIKAIDO, 2012).

22



Nesse tipo de resisténcia, a modificacdo da permeabilidade do antibiético pode dever-se as
alteracdes estruturais, do numero, da seletividade ou do tamanho das porinas. (RYAN &

RAY).

No entanto, dados recentes mostraram que em Enterobacteriaceae reducbfes na
expressao da porina contribuem significativamente para a resisténcia a novos farmacos,
como os carbapenémicos e as cefalosporinas, aos quais a resisténcia é geralmente
mediada pela degradacdo enzimatica (TAMBER; HANCOCK, 2003). Por exemplo,
resisténcia clinicamente relevante aos carbapenémicos em Enterobacteriaceae pode ocorrer
na auséncia de producdo de enzimas que degradam o antimicrobiano se mutacdes

reduzirem a producéo de porina (BAROUD et al., 2013; WOZNIAK et al., 2010).

1.3.3 Alteracao do sitio alvo

Segundo Munita (2016), outra estratégia comum para as bactérias desenvolverem
resisténcia antimicrobiana é evitar a acdo do antibiético ao interferir com o local alvo. Para
conseguir isso, as bactérias desenvolveram diferentes taticas, incluindo a protecao do alvo
(evitando que o antibidtico alcance seu local de ligagdo) e modificagbes do local alvo que

resultam em diminui¢éo da afinidade pela molécula de antibiotico.

Durante a progressdo da infecgcdo, muitas vezes ha populagbes grandes e
diversificadas de patégenos, e se ocorrer uma Unica mutacdo pontual no gene que codifica
um alvo, pode conferir resisténcia ao antibiotico, cepas com essa mutacdo podem entéo

proliferar (BILLAL et al., 2011).

A protecdo por modificagdo do alvo também pode ser um meio eficaz de resisténcia
a antibiéticos que ndo requerem uma mudanca mutacional nos genes que codificam as

moléculas alvo. Um exemplo de prote¢do do alvo é a adicdo de um grupo quimico que
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também pode prevenir a ligacdo do antibiético sem alterar a sequéncia primaria da proteina

do alvo, que retém sua atividade (BLAIR et al., 2015).

1.3.4 Inativacdo enzimatica - Producédo de betalactamases

Um dos mais efetivos mecanismos conhecidos das bactérias Gram-negativas é a
producdo de beta-lactamases que sdo enzimas que hidrolisam o anel beta-lactamico,
inativando o antimicrobiano e impedindo assim a sintese da parede celular bacteriana
(LAGATOLLA et al., 2004; LIVERMORE, 1995).

As enzimas beta-lactamases nas bactérias Gram-negativas se acumulam no espaco
periplasmatico, entre a membrana citoplasméatica e a membrana externa, impedindo que os
beta-lactamicos atravessem essa regido para atingir seus receptores na membrana interna
(SOARES et al., 2012).

A classificagdo das beta-lactamases funciona baseado em dois esquemas: o de
Ambler e o de Bush-Medeiros-Jacoby (SOARES et al., 2012). O primeiro Ambler (Figura 4)
classifica quanto a sequéncia de aminoacidos e local ativo da enzima em quatro classes: A,
B, C e D. As classes A, C e D tém um residuo serina no local ativo da enzima, enquanto as

enzimas da classe B possuem um residuo de cisteina.
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AS PRINCIPAIS BETA-LACTAMASES EM ENTEROBACTERIACEAE
Classificagdo de Ambler’s
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Figura 4: Classificacdo de Ambler’s das enzimas beta-lactamases. Fonte: (RUPPE et
al., 2015).

Ja o segundo esquema de Bush-Medeiros-Jacoby (Tabela 1) é baseado em
similaridades funcionais, ou seja, atividade das enzimas em relagdo ao substrato e se elas
sdo inibidas pelo é&cido clavulanico ou pelo &cido etilenodiaminotetracético (EDTA)

(SOARES et al., 2012).
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Tabela 1. Classificacdo de Bush-Medeiros-Jacoby das beta-lactamases.

Bush-
Bush-
Jacoby dggzﬁﬁé M?:I;Csuslar Distinctive Inhibited by Defining characteristic(s) Representative enzyme(s)
group substrate(s)
(2009) group (subclass)
(1995)
CAorTZB: EDTA
Greater hydrolysis of
) cephalosporins than E. coli AmpC, P99, ACT-1,
1 1 ¢ Cephalosporins No No benzylpenicillin; hydrolyzes CMY-2, FOX-1, MIR-1
cephamycins
Increased hydrolysis of
le Nib C Cephalosporins No No ceftazidime and often other GC1, CMY-37
oxyimino-B-lactams
Greater hydrolysis of
2a 22 A Penicillins Yes No benzylpenicillin than PC1
cephalosporins
- Similar hydrolysis of
2b 2b A Eeen#z:lcl)zs’oiirsly Yes No benzylpenicillin and TEM-1, TEM-2, SHV-1
P P cephalosporins
Extended- Increased hydrolysis of
spectrum oxyimino-B-lactams (cefotaxime TEM-3, SHV-2, CTX-M-15,
2be 2be A cephalosporins, Yes No ceftazidime, ceftriaxone, PER-1, VEB-1
monobactams cefepime, aztreonam)
2br 2br A Penicillins No No Resistance to clavulanic acid,  rpy 30 spy-10
sulbactam, and tazobactam
Increased hydrolysis of
SEX;?;;?ES oxyimino-B-lactams combined
2ber NI A CE halosporins No No  with resistance to clavulanic TEM-50
mc?nobacrt)ams ’ acid, sulbactam, and
tazobactam
2c 2c A Carbenicillin Yes No ncreased hydrolysis of PSE-1, CARB-3
carbenicillin
Carbenicillin Increased hydrolysis of
2ce NI A cefepime ! Yes No carbenicillin, cefepime, and RTG-4
P cefpirome
2d 2d D Cloxacillin Variable ~ No IMcreased hydrolysis of OXA-1, OXA-10
cloxacillin or oxacillin
Extended- Hydrolyzes cloxacillin or
2de NI D spectrum Variabe ~ No .”.y ot B | OXA-11, OXA-15
cephalosporins oxacillin and oxyimino-B-lactam
2df NI D Carbapenems Variable No Hydr_ol‘yzes cloxacillin or OXA-23, OXA-48
oxacillin and carbapenems
Extended- Hydrolyzes cephalosporins.
2e 2e A spectrum Yes No Inhibited by clavulanic acid but CepA
cephalosporins not aztreonam
Increased hydrolysis of
2f 2f A Carbapenems Variable No carbapenems, oxyimino-f- KPC-2, IMI-1, SME-1
lactams, cephamycins
Broad-spectrum hydrolysis
3a 3 B (B1) Carbapenems No Yes including carbapenems but not IMP-1, VIM-1, CcrA, IND-1
monobactams
B (B3) L1, CAU-1, GOB-1, FEZ-1
3b 3 B (B2) Carbapenems No Yes Preferential hydrolysis of CphA, Sfh-1
carbapenems
NI 4 Unknown
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Por sua vez, os genes que codificam para a producdo de beta-lactamases podem
estar localizados em cromossomos ou plasmideos, considerando que as bactérias podem
possuir uma beta-lactamase cromossémica e passar a expressar outra beta-lactamase
(chamada de beta-lactamase secundaria), devido a aquisicdo de genes codificados em

plasmideos ou transposons (LIVERMORE, 1995a).

o Hiperproduc&o de AmpC

S&o produzidas em algum grau por todas as bactérias Gram-negativas (SOARES et
al., 2012). As B-lactamases AmpC séo cefalosporinases que hidrolisam as cefalosporinas e
conferem resisténcia ao acido clavulanico, drogas B-lactamicas como a cefoxitina, a
ceftazidima e a maioria das penicilinas (COUDRON; MOLAND; THOMSON, 2000).

O gene da B-lactamase AmpC foi relatado em cromossémos em Enterobacter,
Shigella, Morganella morganii e E. coli (BAUERNFEIND et al., 1999). Curiosamente, 0 gene
da B-lactamase AmpC também tem sido encontrado em plasmideos e sdo altamente

transmissivel em K. pneumoniae e E. coli (LIVERMORE, 1995a).

o Betalactamase de espectro ampliado ou ESBL (extended spectrum
betalactamase)

Desde o final da década de 1980, as infec¢bes causadas por organismos produtores
de B-lactamases (ESBL) foram relatados no mundo todo (BELL et al., 2002). As ESBLs séo
o tipo de enzimas que tém a capacidade de hidrolisar antibiéticos de amplo espectro
(BOUCHILLON et al., 2004).

As cepas portadoras de ESBLs séo resistentes as penicilinas, as cefalosporinas de
12 a 42 geracao e aos monobactamicos (OPLUSTIL et al., 2010).

S&o0 enzimas mediadas por genes plasmidiais- como por exemplo: TEM-1 e SHV-1
(SOARES et al.,, 2012), muito frequentes em enterobactérias (OPLUSTIL et al., 2010).

Existem centenas de variantes dos genes CTX-M, outro gene que codificam ESBLS, que séo
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notaveis por sua maior atividade contra o antibidtico cefotaxima. Esses genes séo
classificados em diferentes subgrupos, que resultaram da evasdo de genes do cromossomo

(ROSSOLINI; D’ANDREA; MUGNAIOLI, 2008).

o Carbapenemases

Estas sdo definidas como as beta-lactamases que hidrolisam imipenem e/ou
meropenem (SOARES et al., 2012). Essas enzimas dividem-se em 03 classes de Ambler de
beta-lactamases: A, B e D que incluem a Klebsiella penumoniae carbapenemases (KPC), 04
serina carbapenemases (SME, NMC-A, IMI, e GES) e varias metalo-beta-lactamases (IMlI,
VIM) (PATEL; RASHEED; KITCHEL, 2009). A classificacdo de Ambler é baseado na
sequéncia de aminoécidos e local ativo da enzima em quatro classes: A, B, C e D, pois as
classes A, C e D tém um residuo serina no local ativo da enzima, enquanto as enzimas da

classe B possuem um residuo de cisteina (SOARES et al., 2012).

. KPC Carbapenemases:

Esses agentes ocorrem mais comumente na classe A de carbapenemases (YIGIT et
al., 2001). Embora tenha sido descrito KPC 1 a 8, o tipo 1 e 2 sdo consideradas idénticas,
sendo o restante variantes do gene blakec em plasmideos conjugativos que carreiam outros
marcadores de resisténcia tais como resisténcia as fluorquinolonas e aminoglicosidios
(OVERTURF, 2010). E importante considerar que apesar a enzima KPC ter sido encontrada
frequentemente em K. penumoniae, outras espécies como Klebsiella oxytoca, Salmonella
enterica, Citrobacter freundii, Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae e Serratia

marcescens (PATEL; RASHEED; KITCHEL, 2009), também produzem essa enzima.

o Serina Carabapenemases:
A classe A das serina carbapenemases sdo as enzimas cromossomais que incluem:

SME, IMI e NMC-A, e a enzima plamidial, GES betalactamase (QUEENAN; BUSH, 2007).
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As enzimas SME e GES estéo presentes em isolados de S. marcescens, sendo esta Ultima
também encontrada dentro de integrons e plasmideos de Pseudomonas aeruginosa

(OVERTURF, 2010).

. Classe B Metallobetalactamase:

Pertencem a classe B de Ambler, caracterizada por amplo espectro de atividade
contra os carbapenémicos, penicilinas e cefalosporinas de espectro estendido, exceto
aztreonam (PATEL; RASHEED; KITCHEL, 2009; QUEENAN; BUSH, 2007). Essas enzimas
requerem zinco como cofator e sao inibidas por EDTA, um quelante de ions cétions
divalente. Essas enzimas ocorrem em multiplos géneros de bactérias gram-negativas,
incluindo as enterobactérias e ndo —fermentadores (OVERTURF, 2010). O tipo VIM e IMP
sdo as metalo-beta-lactamases mais comuns, considerando que a MBL VIM compde uma

familia de 14 enzimas, mas a VIM-2 predomina na maioria dos surtos (OVERTURF, 2010).

1.4 Deteccédo de carbapenemases pelos laboratérios

A deteccao de bactérias produtoras de KPC tem sido um desafio para os laboratérios
devido a expressao de resisténcia heterogénea frente aos antimicrobianos beta-lactamicos
(BRATU et al., 2005). Tanto os métodos automatizados quanto o teste de suscetibilidade de
difusdo em agar mostram algumas inconsisténcias na detec¢do de KPC, que pode ser
influéncia dos carbapenémicos utilizados no ensaio (BRATU et al., 2005). Diante disso é
indicado utilizar o teste de Hodge para confirmacdo (LEE et al., 2001) que consiste hum
teste fenotipico que sdo menos reproduziveis e possuem menos poder de discriminagdo que
0 método genotipico, ja que a expressao do carater fenotipico é resultado da interacdo do
genotipico mais influéncia ambiental (CUENCA, 2004).

As técnicas de tipificacdo baseadas na amplificacdo de acidos nucléicos mediante a
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) se fundamenta no mesmo principio comum: a

amplificacao de genes, o sequenciamento de DNA polimorficos e a separagdo eletroforética
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dos produtos amplificados (OLIVE; BEAN, 1999). Essas técnicas podem ser utilizadas em
conjunto com outros métodos moleculares, tais como: restricdo enzimatica, hibridizacdo de
sondas especificas e sequenciamento de acidos nucléicos (CUENCA, 2004). Dessa forma
as reacdes em cadeia de polimerase (PCR) e demais ensaios baseados, tém sido
desenvolvidos para detectar a resisténcia aos carbapenémicos KPC mediados. A PCR real-
time (RT-PCR) tem sido utilizada na deteccdo rapida de colonizagéo/infeccdo por
enterobactérias produtoras de KPC em diversos tipos de amostras e isolados clinicos,
demonstrando boa sensibilidade e especificidade com valores positivos e negativos
favoraveis (COLE et al., 2009).

As técnicas moleculares tém sido Uteis na discriminacdo dos isolados de patégenos
(GARAIZAR et al.,, 2000), auxiliando o estudo epidemioldgico clonal das enfermidades
infecciosas, cuja finalidade é determinar a relacéo clonal que existe entre varios isolados da
mesma espécie (CUENCA, 2004). Essas informacdes séo Uteis nas investigacdes de surtos
epidémicos causados por isolados multirresistentes, pois permite determinar o nimero de
clones circulantes, identificar a fonte de contaminagdo, o reservatorio e veiculo de
transmissao, além de avaliar a eficacia das medidas de controle para evitar a disseminacéo
de clones e diferenciar entre infecgdo e recidivas (MASLOW; MULLIGAN; ARBEIT, 1993).

Deste modo, considerando que as bactérias produtoras de beta-lactamase de espectro
extendido (ESBL) e resistentes a multidrogas (MDR) constituem um grave problema
mundial, e que o0 uso generalizado de antibiéticos juntamente com a transmissibilidade de
determinantes de resisténcia mediada por plasmideos, transposons e cassetes de genes em
integrons séo fatores que contribuem para o aumento da resisténcia aos antibidticos em
bactérias potencialmente patogénicas, o presente trabalho determinou os perfis de
resisténcia aos antimicrobianos, a presenca de genes codificantes para carbapenemases,

sua transmissibilidade e a diversidade génica dos isolados de Serratia marcescens.
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1.5 INTRODUCAO
1.5.1 Serratia marcescens

As espécies de Serratia sdo onipresentes no meio ambiente e sdo encontrados na
agua e no solo, bem como associados a plantas, insetos, humanos e outros animais. Sao
bacilos Gram-negativos pertencentes a familia Enterobacteriaceae, e compreende pelo
menos 14 espécies com duas subespécies (MAHLEN, 2011). Entre estas espécies de
Serratia, S. marcescens € a mais comumente associada com infec¢cdes humanas.
Originalmente considerado ndo patogénico, agora é reconhecido como um importante
nosocomio patégeno capaz de causar infec¢gdes do trato urinario (MAKI; GOLDMAN;
RHAME, 1973; OKUDA et al., 1984), corrente sanguinea infec¢des, incluindo endocardite
(KORNER et al., 1994), e muitos outros tipos de infeccbes (SUGUMAR et al., 2014; YU et

al., 2003).

As infec¢des causadas por Serratia marcescens tém sido reportadas com aumento
de frequéncia desde 1960 (MCCORMACK; KUNIN, 1966), apesar do conhecimento limitado
sobre a capacidade patogénica da bactéria (SAMONIS et al., 2017), ha registros de relatos
de investigacdo e controle de surtos de infecces de corrente sanguinea por S. marcescens
(IOSIFIDIS et al., 2012). Deste modo, tem sido relatado que a Serratia marcescens é um
patdgeno com grande impacto sobre a saude publica (STOCK; GRUEGER; WIEDEMANN,
2003), além da importante caracteristica de ser um patdégeno nosocomial com resisténcia
intrinseca e adquirida aos agentes antimicrobianos (YANG et al., 2012).

Muitos isolados clinicos desse microrganismo carregam determinantes genéticos
cromossomal e plasmideos especificamente resistentes a uma ampla gama de antibiéticos
(MAHLEN, 2011), incluindo beta-lactamases de espectro estendido (ESBL) ou metalo-beta-
lactamases (MBL). Como outras Enterobacteriaceae, a producdo de beta-lactamases que
inativam certos antimicrobianos beta-lactamicos, € o mais comum mecanismo de resisténcia
nas S. mascescens (YANG et al., 2012). Estudos em hospitais da Polénia (NAUMIUK et al.,

2004) e Taiwan (YANG et al.,, 2012) demonstraram que 19% e 12% dos isolados de S.
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marcescens, respectivamente, produziram ESBL (NAUMIUK et al., 2004). Com relacédo ao
MBL, a producéo desta enzima é clinicamente mais problematica, pois provoca um alto nivel
de resisténcia a uma ampla gama de beta-lactdmicos, incluindo os carbapenémicos
(IGUCHI et al., 2014). Uma enzima MBL representativa (IMP) foi primeiramente descrita em
1991, no Japao (OSANO et al., 1994). Desde entdo, varios tipos de MBL tém sido
identificados em isolados de S. marcescens (WACHINO et al., 2011), incluindo linhagens
causadoras de surtos (NASTRO et al., 2013). Com relagédo aos fatores de viruléncia de S.
marcescens, apesar de alguns ja terem sido identificados, incluindo hemolisina (SHIMUTA
et al., 2009), proteases (LYERLY et al., 1981), lipopolisacarideos (LPS) (MAKIMURA et al.,
2007), fimbrias (PARMENT et al., 1992) e siderofilos (LETOFFE; GHIGO; WANDERSMAN,
1994), a patogenicidade e a plasticidade gendmica dessas espécies ndo sao ainda
totalmente compreendidas (IGUCHI et al., 2014)

Estudos tém identificado genes cromossomais para resisténcia aos antimicrobianos
em isolados de S. marcescens para sintese de bombas de efluxo, sendo alguns destes
espécie-especificos (IGUCHI et al., 2014). Em adicdo, a presenga de beta-lactamase AmpC,
duas aminoglicosideos acetiltransferases e uma enzima que inativa fosfomicina (FoSA) tém
sido encontrados em genes cromossomais em diferentes linhagens (IGUCHI et al., 2014).
Nesse mesmo estudo, um isolado de S. marcescens apresentou altos niveis de resisténcia a
multiplas drogas devido a presenca do plasmideo (pSMC1) o qual codifica para a sintese de
metalo-beta-lactamase (MBL) e para varios outros determinantes de resisténcia (IGUCHI et

al., 2014).
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2. OBJETIVO GERAL

Determinar os perfis fenotipicos da susceptibilidade antimicrobiana, avaliar a
presenca de alguns genes de resisténcia e analisar a transmissibilidade e diversidade clonal

de Serratia marcescens, isoladas em hospital de urgéncia, no periodo de 2014 e 2015.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Analisar o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos obtidos através de Vitek-2
automated system (bioMérieux Vitek, Inc., Hazelwood, MO, USA);

- Identificar a presenca de genes de penicilinases, ESBL e carbapenamase: A, Be D
(segundo Ambler) que incluem as serina beta-lactamases, metalo-beta-lactamases e
oxacilinases;

- Identificar a presenca dos genes de resisténcia aos antibiéticos das classes das
glicilciclinas e colistina.

- Analisar a similaridade genética pela técnica de ERIC-PCR.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Cepas bacterianas

Cinquenta e quatro isolados clinicos de Serratia marcescens foram coletados de
pacientes em unidades de terapia intensiva (UTIs) de um hospital terciario, localizado na
cidade de Palmas, estado do Tocantins, que pertence a regido norte do Brasil. As cepas
foram isoladas a partir de aspirado traqueal, sangue, swab retal, ferida, ponta de catéter,
dreno, escarro, urina, lesdo e swab de lesdo. Todas as bactérias foram armazenadas a -80
°C em caldo de infusdo de cérebro e coracdo com 15% v/v de glicerol. Aprovacdo do
Comité de Etica em Pesquisa (n° 1.088.936) foi obtida antes da realizago do estudo. Todos

os métodos foram realizados de acordo com as diretrizes e regulamentos exigidos.

3.2 Isolamento das Bactérias

As amostras biolégicas foram inicialmente analisadas quanto a identificacdo da
espécie e perfil de suscetibilidade frente aos antimicrobianos pelo método disco-difusdo em
agar Mueller Hinton (Kirby-Bauer) no laboratério de microbiologia do Hospital Geral de
Palmas (Tocantins, Brasil). Os isolados bacterianos que apresentaram resisténcia a todos
os carbapenémicos foram enviados ao laboratério de Bacteriologia/Biologia Médica do
Laboratério Central de Saude Publica do estado do Tocantins (LACEN-TO) para serem
novamente processados por meio da ressuspensao bacteriana a partir da selecdo de uma
colénia mais préxima do disco de meropenem para confirmac¢@o quanto a identificagdo do
género, espécie e perfil de suscetibilidade frente aos antimicrobianos por meio do método de
automacdo Vitek-2 automated system (bioMérieux Vitek, Inc., Hazelwood, MO, USA). Esses
procedimentos foram realizados de acordo com os protocolos da instituicAo que s&o

periodicamente revisados e atualizados de acordo com as orientagdes abaixo.

3.3 ldentificacéo bacteriana e perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos

A identificacdo bacteriana e perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos foram feitos
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apos o preparo de uma suspensao bacteriana na turbidez 0,5 da escala de MacFarland. A
amostra foi aplicada nos cartdes GN 21341 (GN Test Kit VTK2), de identificagdo da espécie
bacteriana, e AST N239 para o perfil de suscetibilidade, e os cartdes foram lidos no
equipamento Vitek-2 automated system (bioMérieux Vitek, Inc., Hazelwood, MO, USA).
Todas as concentracdes inibitérias minimas (CIM) foram conferidas, analisadas e liberadas
de acordo com as recomendacfes padronizadas pelo Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI- USA) de 2014. Foram consideradas também as orientacdes técnicas da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, obedecendo o fluxo existente pelo Sistema
Nacional de Laboratorios de Saude Publica - Portaria 2031/MS/GM, 23 de setembro de
2004, inseridos no Programa Nacional de Controle de Infeccdo Hospitalar — Portaria 232/98.
As concentragfes inibitérias minimas (CIM) indicativas de resisténcia para as classes de
carbapenémicos, concomitantes ou ndo as outras classes de antimicrobianos resistentes
(fluroquinolonas e aminoglicosideos) foram indicativas para a investigagdo fenotipica de
carbapenemases.

Todas as Serratia marcencens foram testadas quanto a sua resisténcia contra os
seguintes 17 antibiéticos: Amicacina (AMK), Ampicilina (AMP), Ampicilina-sulbactam (SAM),
Cefepima (FEP), Cefuroxima- axetil (CXM), Cefuroxima- sodica (CXM-S), Cefoxitina (FOX),
Ceftazidima (CAZ), Ceftriaxona (CRO), Ciprofloxacina (CIP), Colistina (CST), Ertapenem
(ERP), Gentamicina (GEN), Imipenem (IMP), Meropenem (MEM), Piperacilina-tazobactam
(TZP) e Tigeciclina (TGC). A suscetibilidade a tigeciclina e a colistina foi interpretada
usando pontos de quebra propostos pelo Comité Europeu para o Teste de Susceptibilidade

Antimicrobiana (EUCAST) (http://www.eucast.org/clinical breakpoints/).

Os testes presuntivos utilizados para determinar a producéo de carbapenemase foram:
teste de Hodge modificado e Teste para Metalo-beta-lactamase, conforme as orientacdes do
CLSI (CLSI, 2014) e demais autores (OKOCHE et al., 2015; NORDMANN et al., 2011;

MIRIAGOU et al., 2010).
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3.4 Anélise fenotipica
3.4.1 Teste de Hodge

Foi separado um tubo de ensaio com uma suspensao “1” da cepa de E.coli ATCC 25922
compativel com a escala de MacFarland 0,5. Em outro tubo foi realizada uma nova
suspensao “2” através da transferéncia de 280ulL da suspensao “1” + 280 mL de salina. Esta
€ a suspensédo de Escherichia coli padrdo para semear em estrias por toda a placa de agar
Mueller Hinton (90 mm). Em seguida, foi colocado um disco de meropenem no centro da
placa e foi coletado 3 a 5 colénias das cepas para analise (testes) com um swab ou alca
estéril, em linha do disco para fora (aproximadamente 2 a 2,5 centimetros). Foi realizado
junto com os testes o0 controle negativo com a cepa de Klebsiella penumoniae ATCC BAA
170 e controle positivo com a cepa de Klebsiella pneumoniae ATCC BAA 1705. A placa foi
incubada por 16 a 20 horas 35+£2°C (CLSI, 2014).

A interpretac@o dos resultados foi realizada através da observagao visual das coldnias
de Escherichia coli proximas a estria. Foi positivo para o teste de Hodge com a afirmacéo de
provavel produtor de carbapenemase, se houve a forma de invaginagédo do crescimento de
E.coli proxima a estria. Por sua vez, foi negativo para o teste de Hodge se houve inalteracao

do halo de inibigéo da E. coli.

3.4.2 Teste para Metalo-beta-lactamase

Este foi realizado pela semeadura em placa contendo o meio Mueller Hinton (90mm)
com uma suspensdo 0,5 da escala de MacFarland do isolado a ser testado. Apds a
semeadura pela técnica de varredura, foram colocados um disco de imipenem (IMP) e outro
de meropenem (MEM) no centro da placa com distancia igual a 30 mm. Foi colocado perto
de cada disco de antimicrobiano dois discos de papel filtro, um com 10 mm e outro com 15
mm de distancia. Foi pipetado 5uL de uma solucdo de EDTA 0,2M em cada disco de papel
filtro e levados para incubar em estufa bacteriolégica por 16 a 20 horas na temperatura

35+20C. O controle positivo foi a K. penumoniae de isolado clinico, ja o controle negativo foi
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a cepa K. pneumoniae ATCC BAA 1705 (Zanol et al., 2010; Arakawa et al., 2000).

A interpretagéo foi positiva para o teste de metalo-beta-lactamase com a afirmagéo de
provavel produtor de carbapenamase, se houvesse a deformacdo do halo ao redor dos
antimicrobianos (IMP) e (MER). Foi negativo para o teste na auséncia da deformacdo do

halo.

3.5 Analises Moleculares
3.5.1 Extracdo de DNA

O DNA gendmico foi extraido da cultura usando o Kit de Purificagdo de DNA Gendmico
Wizard (Promega). A concentracdo do extrato de DNA e pureza foi determinada medindo a
absorbancia nos comprimentos de onda 260 e 280 nm (NanoVue Plus - GE Healthcare Life
Sciences). A integridade do DNA gendmico foi testada por extracdo de DNA em gel de
agarose a 1,0% p/v por eletroforese. Esses extratos brutos de DNA foram congelados a -

20 °C.

3.5.2 Deteccdo de genes de resisténcia a multiplas drogas

A deteccao de genes de resisténcia foi realizada para a bactéria Serratia marcescens
por PCR e suas identidades foram confirmadas por sequenciamento. Os isolados foram
selecionados por amplificagdo por PCR usando primers especificos (Tabela 2) para a
detecgdo de genes codificadores de beta-lactamase de espectro estendido (blarem, blashy,
blactx-m € blaoxa), de genes codificadores para carbapenamases (blakec, blame, blaviv, blanom

e blaoxa-1s) € gene de resisténcia a colistina (mcr-1).
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Tabela 2. Sequéncias dos primers usados para detec¢do dos genes de resisténcia de S. marcescens.

_ ™ (° Tamnho do .
Genes Sequéncias (5-3'), F/IR C) amplicon Referéncias
(bp)
blagec CGTCTAGTTCTGCTGTCTTG 613 297 POIREL et al.,
CTTGTCATCCTTGTTAGGCG ' 2011
blares TGCGGTATTATCCCGTGTTG 63 296 XIONG et al.,
TCGTCGTTTGGTATGGCTTC 2007
blacTx-m-1 grupo,
(incluindo ACAGCGATAACGTGGCGATG 64 216 XIONG et al.,
blactx-m-1, 3, 10, TCGCCCAATGCTTTACCCAG 2007
11 and 12)
blass varianos AGCCGCTTGAGCAAATTAAAC 556 719 DALLENNE et
vanan ATCCCGCAGATAAATCACCAC ’ al., 2010
blAoKAL 4 and 30 GGCACCAGATTCAACTTTCAAG 63 563 DALLENNE et
’ GACCCCAAGTTTCCTGTAAGTG al., 2010
blaoxass GCGTGGTTAAGGATGAACAC 55 438 POIREL et al.,
CATCAAGTTCAACCCAACCG 2011
blaye CTACCGCAGCAGAGTCTTTGC 55 587 MARTINS et al.,
ACAACCAGTTTTGCCTTACC 2007
YAN;
AAAGTTATGCCGCACTCACC !
blavim 55 865 WESTFALL;
TGCAACTTCATGTTATGCCG ORLEAN, 2001
blasoy GCAGCTTGTCGGCCATGCGGGC 60 282 DOYLE et al.,
GGTCGCGAAGCTGAGCACCGCAT 2012
CGGTCAGTCCGTTTGTTC
mcr-1 CTTGGTCGGTCTGTAGGG 51,6 309 LIUetal., 2016

3.6 Tipagem Molecular e Anélises Epidemioldgicas
3.6.1 Consenso Intergénico Repetitivo Enterobacteriano (ERIC-PCR) para Serratia
marcescens

A andlise de Consenso Intergénico Repetitivo Enterobacteriano (ERIC-PCR) foi
realizada para avaliar a similaridade genética entre os isolados bacterianos. Reacdes ERIC-
PCR foram executadas como descrito por Versalovic et al. (1994), utilizando os iniciadores
ERICIR (5'ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3) e ERIC2
(5'AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3 ). Todas as amplificagbes foram realizadas em um
volume total de 50 pL, utilizando a enzima DNA polimerase TaKaRa Ex Taq® (Takara Bio
EUA, Inc., Mountain View, CA, EUA), padronizando a quantidade de 100 ng de DNA para

cada isolado . Os produtos amplificados foram separados por eletroforese em gel de
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agarose a 1,5% e corados com brometo de etidio utilizando radiacdo UV para visualizacéo
das bandas.

A andlise do perfil de bandas foi realizada utilizando o programa BioNumerics versao
5.1 (AppliedMaths, Keistraat, Bélgica) para construcdo do dendrograma de similaridade pelo
método de UPGMA, coeficiente de similaridade de Dice e tolerancia de posicdo de banda de
1%. Apenas bandas representando amplicons entre 300 e 3000 pb foram consideradas para
esta andlise. Os ensaios ERIC-PCR foram realizados em triplicata para garantir a

reprodutibilidade das bandas amplificadas e confiabilidade dos resultados.

3.7 Analises estatisticas

A andlise estatistica foi realizada pelo teste exato de Fisher (p < 0,05) para Serratia

marcescens.
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4. RESULTADOS

4.1 Caracteristicas gerais

Entre fevereiro de 2014 e junho de 2015, um total de 54 cepas de S. marcescens
foram isoladas de amostras coletadas de pacientes de UTI de um hospital terciario
localizado na capital Palmas, Estado do Tocantins, Brasil.

As amostras foram isoladas dos seguintes locais: aspirado traqueal (33%, n=18)
com maior namero de coletas, sangue (24%, n=13), swab retal (22%, n=12), ferida (6%,
n=3), ponta de catéter (4%, n= 2), dreno (4%, n= 2), escarro (2%, n=1), urina (2%, n=1),
lesdo (2%, n=1) e swab de lesdo (2%, n=1), como mostra a Figura 5A. As amostras foram
identificadas por nimeros.

A média de idade dos pacientes foi de 51 anos variando de 0 a 93 anos, havendo
maior quantidade de isolados no intervalo 60 ou mais, e 0 género predominante foi o

masculino, como mostrado na Figura 5B.

A . B
33% —
18] Caracteristicas % (n)
8 16-
B 141
2 12 Sexo
2 101 Feminino 31.48 (17)
o 8- Masculino 68.52 (37)
[] 6-
£
= AT% 371% Idade (anos)
2+ 1,85% 1,85%
M 0-18 14.81 (8)
I N T I 158-59 37.04 (20)
() ) ) o P e ) N
A L S 60 ou mais 48.15 (26)
'bbo S @6
Q\* &
W ]

Fonte de espécime

Figura 5: (A) Numero de amostras de S. marcescens por sitio de isolamento. (B)

Caracteristicas dos pacientes de S. marcescens.
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4.2 Anédlise estatistica
Conforme mostrado na Tabela 3, as andlises estatisticas mostraram que ndo houve

diferencas significativas nos perfis de resisténcia aos antibiéticos distribuidos por idade e

Sexo.
Tabela 3: Perfis antimicrobianos distribuidos por idade e sexo em S. marcescens.
Resisténcia antibidtico/ Idade 0-18 (1) 19-59 (2) 560 (3) p-value p-value p-value
(anos) 1/2 1/3 2/3
Resistente | Sensivel | Resistente | Sensivel | Resistente | Sensivel
Amicacina 1 7 4 16 1 25 1 0.4207 0.1512
Gentamicina 2 6 5 15 1 25 1 0.131 0.07175
Ciprofloxacina 1 7 5 15 4 22 0.6399 1 0.4725
Tigeciclina 6 2 11 9 13 13 0.4188 0.2569 0.7739
Colistina 8 0 18 2 26 0 1 1 0.1836
Resisténcia antibiético/ Sexo Masculivg Femining
Resistente Sensivel Resistente Sensivel p-value
Amicacina 5 32 1 16 0.6522
Gentamicina 7 30 4 16 0.4112
Ciprofloxacina 8 29 2 15 0.4762
Tigeciclina 18 19 12 5 0.1534
Colistina 35 2 17 0 1

4.3 Andlise fenotipica

Analisando o perfil de resisténcia a classe dos antibiéticos beta-lactamicos,
polimixina (colistina) e glicilciclina (tigeciclina), em relagdo ao sexo, os isolados bacterianos
pertecentes a pacientes do sexo masculino apresentaram uma frequéncia de resisténcia
maior. Quanto a resisténcia aos beta-lactamicos 37 (69%) bactérias foram isoladas de
pacientes do sexo masculino e 17 (31%) bactérias de pacientes do sexo feminino (Figura
6A). Com relagdo ao antibidtico colistina, 52 (96%) isolados foram resistentes, sendo 17
(31%) pertencente ao sexo feminino e 35 (65%) pertencente ao sexo masculino. Quanto ao

antibidtico tigeciclina, 50 (93%) isolados foram resistentes, sendo 17 (31%) do sexo feminino

e 33 (61%) do sexo masculino.
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De acordo com a Figura 6B, os isolados mostraram diferentes graus de resisténcia a
outras classes de antibiéticos em relagdo ao sexo, no entanto, o sexo masculino ainda
permaneceu o mais frequente. Para o antibidtico amicacina, somente 8 (15%) dos isolados
foram resistentes, 1 (2%) pertence ao sexo feminino e 7 (13%) ao sexo masculino, quanto
ao antibidtico ciprofloxacina, 10 (19%) dos isolados foram resistentes, sendo 2 (4%) do sexo
feminino e 8 (15%) do sexo masculino. Para o antibiético gentamicina, 10 (19%) foram
resistentes, sendo 1 (2%) do sexo feminino e 9 (17%) do sexo masculino.

Sexo WFE M

EEEEEEEEEEEE
mmmmmmmmmmmm

Amp Amp Sub Cefepime Cefoxitina Ceftazidima Ceftriaxona Cefurox.axetil Ce(uvonma E Pipe.Tazo
Medicamentos - Classe beta

% de isolados

B Sexo W F M

40-

% de isolados

20-

]
o.

Amicacina Ciprofléxacina Colistina Gentamicina Tigeéiclina
Medi itos - Combil a |

Figura 6: (A) Perfil de resisténcia a classe dos antibiéticos beta- lactamicos em relacdo ao sexo em
S. marcescens. (B) Perfil de resisténcia aos demais antibidticos analisados em relagdo ao sexo em S.
marcescens.

Alguns dos isolados de Serratia marcescens (24%, 13/54) foram classificados como
multidroga resistentes (MDR), ou seja, apresentaram resisténcia a pelo menos trés ou mais

classes dos antibidticos analisados. Como podemos observar na Figura 7, a classe de
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antimicrobianos que teve maior quantidade de isolados de S. marcescens resistentes foram
beta-lactamicos, polimixina (colistina) e glicilciclinas (tetraciclina), seguido de quinolona

(ciprofloxacina) e os aminoglicosideos (amicacina e gentamicina).

Isolados

Beta-lactamicos Glicilcilina Aminoglicosideos Quinolona

Antibidticos

Figura 7: Heatmap dos isolados classificados como multidroga-resistente (MDR)- *P. Em vermelho
estao os isolados resistentes e em amarelo 0s suscetiveis as classes dos antibidticos analisados. A
classe de aminoglicosideos corresponderam aos antibiéticos amicacina e gentamicina. Padrées de
resisténcia-P1: Resisténcia aos beta-lactamicos, glicilclina, aminoglicosideos e quinolona; P2:
Resisténcia aos beta-lactamicos, glicilclina e aminoglicosideos; P3: beta-lactamicos, glicilclina e
quinolona.

O perfil de resisténcia das bactérias foi testado contra cinco classes de antibidticos,
B-lactamicos, aminoglicosideo, quinolona, gliciclina, polimixina; totalizando 17 antibiéticos
analisados (Figura 8). As 54 (100%) cepas de S. marcescens foram resistentes aos 11 3-
lactamicos testados (AMP, SAM, TZP, CXM-S, CXM, FOX, CAZ, CRO, FEP, ETP, IPM,
MEM). Além disso, os isolados mostraram diferentes graus de resisténcia a outros
antibiéticos como, amicacina da classe dos aminoglicosideos (n = 8/54, 15%), gentamicina
também da classe dos aminoglicosideos (n =10/54, 19%), ciprofloxacina da classe das
quinolonas (n = 10/54, 19%), tigeciclina da classe das glicilclinas (n = 50/54, 93%) e colistina

da classe das polimixinas (n = 52/54, 96%) (Figura 8).

43



AMP*-
SAM*-
CXM-S*-
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Figura 8: Analise do perfil fenotipico de resisténcia aos 16 antibidticos analisadas. Antibidticos:
Ampicilina (AMP), Ampicilina- sulbactam (SAM), Piperacilina-tazobactam (TZP), Cefuroxima-sddica
(CXM-S), Cefuroxima-axetili (CXM), Cefoxitina (FOX), Ceftazidima (CAZ), Ceftriaxona (CRO),
Cefepima (FEP), ertapenem (ETP), imipenem (IPM), meropenem (MEM), colistina (CST), tigeciclina
(TGC), ciprofloxacina (CIP), gentamicina (GEN), amicacina (AMK). Em vermelho esta a porcentagem
de resistentes, em laranja a porcentagem de intermediario e em amarelo a porcentagem de sensivel a
cada antibiético testado. Antibiéticos *: Serratia marcescens possuem resisténcia intrinseca.
4.4 Deteccdao de genes de resisténcia a multiplas drogas

O gene blakec foram encontrados em 100% (54/54) dos isolados analisados (Figura
9). Os genes blarem, blaoxa-1 € blactx-w-1 de B-lactamase de espectro estendido (ESBL) foram
encontrados em 100% (54/54), 14.81% (8/54) e 12.96% (7/55), respectivamente (Figura 9).

Os genes blashy, blave, blaviv, blaoxa-as, blanom € mcr-1 ndo foram detectados (Figura 9).
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Figura 9: Perfil genotipico dos isolados de S. marcescens.

A maior coproducdo dos genes foi dos blakec € blarem sendo 75.93% (n=41) dos
isolados. A segunda maior coproducao foi dos genes blakpc, blarem € blaoxaem 11.11% (n=6)
das cepas. Asdemais coproducgdes foram blakec, blatem € blactx.m com 9.26% (n=5) e blakec,
blatem, blactx-m € blaoxa com 3.70% (n=2). (Tabela 4).

Tabela 4: Coproducgfes dos genes de resisténcia.

Genotipagem N° isolados
blakpc, blatem 41 (75.93%)
blakec , blatem, blactx-m 5 (926%)
blakpc , blatem, blaoxa 6 (11.11%)
b|a|<pc, b|aTE|\/|, b|aCTx.M, b|ao>(A 2 (370%)
Total 54 (100%)

A Figura 10 mostra os géis apresentando a amplificacdo dos genes de resisténcia
em alguns isolados (36, 37, 38 e 40) de Serratia marcescens. Os demais géis estdo na parte

suplementar do trabalho.

45



Patients number 36 37

Genes
KPC TEM CTX-M SHV OXA IMP KPC TEM CTX-M SHV OXA  IMP

Patients number 38 40

Genes
KPC TEM CTX-M SHV OXA IMP KPC TEM CTX-M SHV OXA

Figura 10: Géis de agarose dos seis genes de resisténcia analisados dos isolados 36,37,38 e 40.

4.5  Consenso Intergénico Repetitivo Enterobacteriano (ERIC-PCR)

A similaridade genética entre os isolados foi avaliada por ERIC-PCR. Foi utilizado o
software BioNumeric para avaliacdo do padrdo de banda possibilitando a geracdo de um
dendrograma (Figura 12). Os resultados indicam que o perfil das bandas obtidas entre os
isolados foi muito semelhante, indicando uma alta similaridade entre a maioria das cepas.
Quase todas as cepas foram agrupadas em um grande aglomerado denominado cluster B,
compartilhando uma similaridade genética de 86,5% (Figura 12). Além disso, o cluster B foi
separado em trés subgrupos denominados Bl e B2, com 21 cepas compartilhando uma
similaridade genética de 96,1% e cluster B3 contendo 31 cepas com 100% de similaridade
genética. Duas linhagens (Sm38 e Sm40) foram agrupadas separadamente dentro de um

cluster chamado A.
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Figura 11. Produtos das reagcfes de ERIC-PCR dos isolados de S. marcescens. As trés setas
indicam os isolados que tiveram padrdes de bandas diferente dos demais.
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Figura 12: Dendograma gerado a partir da analise de ERIC-PCR.
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5. DISCUSSAO

Serratia marcescens € um importante patdbgeno oportunista e as infeccdes
ocasionadas por essas bactérias estdo frequentemente associadas a unidades de terapia
intensiva, unidades cirlrgicas e unidades de didlise (MARTINEAU et al., 2018). Os estudos
sobre S. marcescens no Brasil sdo escassos. Desse modo, o presente estudo descreve pela
primeira vez a presenca de isolados de S. marcescens MDR, produtoras carbapenamases
(blakpc) € de beta-lactamases de espectro extendido (extended-spectrum beta-lactamases —
ESBL) (blarem, blactx-m1 € blaoxa1 grupo), no Estado do Tocantins, Brasil. Tocantins é o
estado mais novo do Brasil (30 anos), esta localizado a sudeste da Regido Norte,
compartilha fronteiras com seis estados e os fluxos migratérios nesse estado tém uma
grande magnitude.

Os isolados de S. marcescens foram obtidos na UTI e com maior frequéncia em
pacientes do género masculino e com idade de 60 anos ou mais, 0 que esta de acordo
com alguns estudos que demostraram que a idade avancada e o género masculino estdo
associados com um aumento no risco de infeccdo por S. marcescens (O’HORO et al.,
2017; KOJI et al., 2015). As amostras que continham a maior quantidade de S.
marcescens foram obtidas do aspirado traqueal (33%), seguido de sangue, swab retal e
feridas. Nossos dados corrobam com estudos realizados anteriormente por KIM et al.,
2015; LIOU et al., 2014, que relataram que a principal porta das infec¢bes causadas por S.
marcescens é o trato respiratorio. No entanto, outros estudos também demonstraram a
presenca de S. marcescens em varios sitios, incluindo corrente sanguinea (SEEYAVE et
al., 2006) (US et al., 2017).

Dos isolados analisados 24% (n=13) foram classificados como multidroga-
resistentes (MDR), apresentando resisténcia a pelo menos trés ou mais classes dos

antibidticos analisados (MAGIORAKOS et al.,, 2011). As espécies de Serratia sao
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intrinsecamente resistentes a varios antibioticos B-lactamicos, incluindo penicilina G,
ampicilina, ampicilina/sulbactam, amoxicilina, amoxicilina-clavulanato, cefuroxima,
cefamicina, cefalosporinas de espectro estreito, nitrofurantoina, tetraciclina e colistina
(BOUCHILLON et al., 2004; MAHLEN, 2011; STOCK; GRUEGER; WIEDEMANN, 2003;
YU et al., 2003). Assim como em outras Enterobacteriaceae, a producdo de enzimas f3-
lactamases inativam certos agentes antimicrobianos [B-lactamicos, sendo esse 0
mecanismo mais comum de resisténcia em S. marcescens (YANG et al., 2012). Apesar da
terapia atual para infecgbes por Serratia incluir um aminoglicosideos mais um beta-
lactamico e/ou um carbapenémico, ja que 0 uso Unico de um beta-lactamico pode
selecionar cepas resistentes (MORADIGARAVAND et al., 2016), a producdo de enzimas
beta-lactamases pode ser responsavel pela resisténcia observada em nosso estudo, pois
todas as cepas de S. marcescens foram resistentes a todos os antibiéticos B-lactamicos
avaliados.

Estudos também demonstraram que 0 uso simultineo da maioria dos beta-
lactdmicos pode ser ineficaz e apenas gentamicina, imipenem, quinolonas e, em menor
escala, tigeciclina, parecem ainda oferecer um tratamento efetivo (TUON et al., 2017,
MORADIGARAVAND et al., 2016). No entanto, as caracteristicas farmacocinéticas de
alguns desses medicamentos ndo sao favoraveis em infec¢des graves (TUON et al., 2017)
e a resisténcia mediada por cromossomos ou plasmideos foram identificadas para alguns
desses antibiéticos (LIVERMORE, 1995; STOCK; GRUEGER; WIEDEMANN, 2003). Em
nosso estudo, a maioria das cepas de S. marcescens foram sensiveis apenas aos
aminoglicosideos (gentamicina e amicacina) e a fluorquinolona (ciprofloxacina). Os
aminoglicosideos sdo os antibiéticos mais antigos e, que nos ultimos anos, tem sido usado
com menos frequéncia, desse modo, alguns estudos sugerem que isto tenha preservado
suas atividades contra algumas bactérias resistentes que ocasionam infeccdes de dificil
tratamento (FALAGAS; GRAMMATIKOS; MICHALOPOULOS, 2008; GAD; MOHAMED,;

ASHOUR, 2011).
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As cepas de S. marcescens apresentaram uma baixa resisténcia a ciprofloxacina
(19%), resultados semelhantes foram encontrados por Sheng et al., (2002), que observou
de 20-30% de resisténcia a quinolona nos isolados de S. marcescens. Ainda em relacdo a
sensibilidade observada a ciprofloxacina, estudos tem demonstrado que a taxa global de
resisténcia as fluorquinolonas estd diminuindo, presumivelmente refletindo o aumento da
dependéncia da terapia com beta-lactamicos (SADER et al., 2014). No entanto, é
importante considerar que S. marcescens possui alta capacidade adaptativa, desse modo,
ainda existem taxas muito divergentes de resisténcia as fluorquinolonas entre as
instituicbes (MAHLEN, 2011; SADER et al.,, 2014; YOUNG; MOODY; MORRIS, 1980),
inclusive no Brasil.

Nos ultimos anos, a tigeciclina, um derivado da minociclina, tem sido usada como
uma alternativa no tratamento para enterobactérias MDR. No entanto, estudos relataram
que a suscetibilidade reduzida dos isolados de S. marcescens a este antibiético de amplo
espectro, pode estar relacionado a regulacdo positiva da bomba de efluxo SdeXY-HasF
(HORNSEY et al., 2010). Nosso estudo nao avaliou bombas de efluxo, entretanto, nossos
dados demonstraram que as cepas S. marcescens apresentaram 93% de resisténcia a
tigeciclina. Estudos realizados por Hawser et al. (2012) também demonstraram um declinio
semelhante na suscetibilidade a tigeciclina em cepas S. marcescens.

A ocorréncia de Enterobacteriaceae produtoras de carbapenamases levou ao uso
generalizado de colistina, 0 que ocasionou 0 aparecimento de bactérias naturalmente
resistentes a esse antibiético, como as pertencentes ao género Serratia (MERKIER et al.,
2013; TUON et al.,, 2017). Em nosso estudo, além da resisténcia a colistina, as cepas
apresentaram resisténcia aos carbapenémicos. Esses dados sdo preocupantes, pois
surtos produzidos por isolados multirresistentes de S. marcescens, que ja sao
naturalmente resistentes a varios antibioticos, incluindo a colistina, sdo geralmente
descritos com taxas altas de desfechos fatais em todo o mundo (MERKIER et al., 2013).

Carbapenémicos, como imipenem e meropenem sao antibiéticos importantes, uma
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vez que sao frequentemente utilizados para tratar infeccbes graves causadas por
organismos da familia Enterobacteriaceae resistentes a cefalosporinas de amplo espectro
(STOCK; GRUEGER; WIEDEMANN, 2003). A resisténcia aos carbapenémicos era
incomum nas espécies de Serratia (STOCK; GRUEGER; WIEDEMANN, 2003), entretanto,
a emergéncia de cepas resistentes a essa classe de antibidticos, tem emergido em varias
localidades do mundo (LIOU et al., 2014; YIGIT et al., 2001). Em nosso estudo, todas as
cepas de S. marcescens foram resistentes a todos os beta-lactamicos testados, inclusive
os carbapenémicos. Nossos dados corrobam com estudos que mostram que as infec¢des
causadas por bactérias resistentes aos carbapenémicos muitas vezes nao respondem ao
tratamento convencional (OKOCHE et al., 2015), pois as carbapenamases produzidas sdo
capazes de hidrolisar nao apenas os carbapenémicos, mas também todos os outros
agentes beta-lactamicos (QUEENAN; BUSH, 2007). Em nosso pais, apesar de existirem
poucos estudos relacionados a resisténcia aos carbapenémicos em S. marcescens,
resultados similares ao nosso foram encontrados por (SILVA et al., 2015), que isolaram S.
marcencens resistentes ao imipinem, meropenem e ertapenem, em amostras coletadas de
diferentes sitios de infeccdo, em pacientes que estavam internados em UTI, de uma outra
localidade no Brasil.

No Brasil, em S. marcescens 0 tipo mais comum de resisténcia aos
carbapenémicos se deve a producao da carbapenamase (KPCs), principalmente do tipo
KPC-2 (RIBEIRO et al., 2013; DA COSTA GUIMARAES et al., 2013; MILISAVLJEVIC et
al., 2004), que é codificada pelo gene blakec2. Esses relatos corrobam com nossos
resultados, que mostraram a presenca do gene blakec em todos os isolados. Esses dados
também sdo preocupantes, pois 0s genes de blakec possuem um elevado potencial de
disseminacao horizontal entre diferentes clones da mesma espécie enterobacteriana
(BARBIER et al., 2010) ou mesmo entre diferentes géneros (CAl et al., 2008; RASHEED et
al., 2008). A ocorréncia de isolados de S. marcescens produtores de KPC no Brasil foi

também relatada por (BATHOORN et al., 2016), em pacientes internados em unidade de
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terapia intensiva (UTI). Embora a ocorréncia de blakec2 em isolados de S. marcescens seja
mais descrita em cepas nosocomiais (CAIl et al., 2008) e, em episodios isolados de
infeccdes por S. marcescens (TSAKRIS et al., 2010), pacientes em UTI podem continuar
colonizados por isolados produtores de carbapenamase por longos periodos apés a alta
hospitalar, permitindo sua disseminacdo potencial para os domicilios e a comunidade
(TSAKRIS et al., 2010; GOTTESMAN et al., 2008). Outras carbapenemases mais comuns,
que ocasionam resisténcia aos antibiéticos carbapenémicos, incluem os tipos oxacilinase-
48 (OXA-48) e as metalo-beta-lactamases (VIM), imipenemase (IMP) e New Delhi metalo-
beta-lactamase-1 (NDM-1), que sdo codificada pelos genes determinantes de resisténcia
ao carbapenem blaoxa-as, blaviv, blawe € blanom, respectivamente (POIREL et al., 2011). Em
S. marcescens, estudos tem detectado a presenca dos genes blanom (ZHANG et al., 2017),
blavim (NASTRO et al., 2013; OKOCHE et al., 2015), blaoxa-4s (POTRON et al., 2011), blaue
(OSANO et al., 1994). Em nosso estudo, esses genes ndo foram encontrados, no entanto,
(MAGYVE et al., 2014) descreveram um surto no Brasil causado por isolados de S.
marcencens produtores de blawp.

Em comum com as Enterobacteriaceae, S. marcescens apresentam o gene blarem-1
e blasnv-1, que expressam beta-lactamases classe A classicas, codificadas por plasmideos
gue hidrolisam as penicilinas e as cefalosporinas de primeira geracdo (QUEENAN; BUSH,
2007). Em nosso estudo, o gene blarem foi detectado em todos os isolados e 0 blashvvariants
nao foi encontrado em nenhum isolado. S. marcescens frequentemente carregam o0 gene
blactx-m (YU et al., 2003), no entanto, nossos dados mostram que blacrx, (15%) e o blaoxa -1,
4e30 (16%) estavam presentes e apresentando frequéncia similares. No Brasil e em outras
regides existem poucos estudos sobre a presenca dos genes blaoxa-1, 4 e 30 S0zinho ou em
associacao com os genes beta-lactamases de espectro extendido (ESBL) (blarem, blashy
blactx-m), em S. marcescens. Estudos realizados por Kim et al., (2005) mostraram que o
gene blaoxas foi detectado em associacdo com blacrxmz € (SOWMIYA; MALATHI;

MADHAVAN, 2012) detectou a presenca do blaoxa com blasay. Outros estudos tém
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mostrado a associacdo de blactx.y com blarem; blactx.m-2 com blarem (TENOVER et al.,
2013) e blaswy com blarem (SOWMIYA; MALATHI; MADHAVAN, 2012). Nossos estudos
parcialmente corrobam com esses dados, pois foi encontrado associacdo de blaoxa com
blatem; blaoxa com blactxm € com blarem; € também blacrx.w com blarem. Embora existem
discrepancias na taxa de frequéncia e na genotipagem de S. marcescens produtoras de
ESBL (CHENG et al., 2006), as resisténcias aos antibidticos beta-lactamicos observada em
nosso estudo, pode ter sido ocasionada pela presencga dos genes blarem, blacrx-v € blaoxa,
pois a producdo das enzimas beta-lactamases de amplo espectro (TEM-1, TEM-2, SHV-1,
OXA-1) ocasiona resisténcia aos antibidticos ampicilina, ticarcilina, piperacilina,
piperacillin/tazobactam e cefalosporinas e as enzimas CTX-M possuem atividade hidrolitica
contra a cefotaxima (SUGUMAR et al., 2014). Além disso, nossos dados sugerem uma
transmissdo potencial de resisténcia entre as espécies bacterianas, pois as ESBLs sao
geralmente codificadas por plasmideos que abrigam genes para resisténcia a antibiéticos
(NEUWIRTH et al., 1996).

Resultados ERIC-PCR mostraram uma alta similaridade genética entre as cepas. A
maioria das linhagens compartilha a similaridade genética de 86,5%. As cepas foram
agrupadas quase inteiramente em um grande aglomerado denominado B, que foi separado
em trés subconjuntos denominados B1 (4 cepas), B2 (17 cepas) e B3 (31 cepas), das
guais cepas pertencentes a cada uma possuem 100% de similaridade genética. Esses
resultados indicam que, embora as bactérias tenham sido isoladas de diferentes pacientes
e orgdos, as S. marcescens circulantes nesse hospital sdo altamente relacionados
geneticamente. Além disso, 0 agrupamento de cepas no cluster B mostram uma alta taxa
de proximidade genética entre os isolados sugere a disseminacao de clones dentro da UTI.

Em conclusao, o padréo de resisténcia exibido pelos isolados clinicos e o potencial
de transmissdo desses clones, refletem a importancia em pesquisar os fatores associados
ao aumento da frequéncia e/ou emergéncia de infecgbes ocasionadas por S. marcescens

em ambientes hospitalares. E crucial eliminar fontes de desenvolvimento de resisténcia e
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seus reservatorios, como também realizar uma vigilancia padronizada e a notificacdo
obrigatdria de infecgbes, para que se possa obter dados cruciais para uma avaliacdo
continua dos riscos e tomada de decisbes mais eficazes para o controle das bactérias

MDR em ambiente hospitalar.
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6. Material suplementar

N° paciente 5 9 N° paciente 12 13
Genes KPC TEM CTXM SHV OXA IMP KPC TEM CTXM SHV OXA IMP Senes KPC TEM CTXM SHV OXA IMP KPC TEM CTXM SHV OXA  IMP
10 11 Ne° paciente 15 18
N° paciente —_—
Ganes KPC TEM CTXM SHV OXA IMP KPC TEM CTXM SHV OXA IMP
Genes KPC TEM CTXM SHV OXA IMP KPC TEM CTXM SHV OXA IMP
N° paciente 19 20 Ne paciente 24 26
Genes Genes
KPC TEM CTXM SHV OXA IMP KPC TEM CTXM SHV OXA IMP KPC TEM CTXM SHV OXA IMP KPC TEM CTXM SHV OXA IMP
N° paciente 22 23 N° paciente 28 29
Genes Genes KPC TEM CTXM SHV OXA IMP KPC TEM CTXM SHV OXA IMP
KPC TEM CTXM SHV OXA IMP KPC TEM CTXM SHV OXA IMP
N° paciente 30 31 N° paciente 36 37
Genes Genes
KPC TEM CTXM SHV OXA IMP KPC TEM CTXM SHV OXA  IMP KPC TEM CTXM SHV OXA IMP KPC TEM CTXM SHV OXA  IMP
N° paciente 32 33 N° paciente 38 40
Genes Genes
KPC TEM CTXM SHV OXA IMP KPC TEM CTXM SHV OXA IMP KPC TEM CTXM SHV OXA IMP XPC. TEM CTAM SHY' QXA WP
N° paciente 41 42 N° paciente 45 46
Genes
KPC TEM CTXM SHV OXA IMP KPC TEM CTXM SHV OXA  IMP Genes KPC TEM CTXM SHY OXA IMP KPC TEM CTXM SHV OXA  IMP
N° paciente 43 % N° paciente a7 48
Genes. KPC TEM CTXM SHV OXA IMP KPC TEM CTXM SHV OXA IMP Genes KPC TEM CTXM SHV OXA IMP KPC TEM CTXM SHV OXA IMP
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N° paciente 49 50 N° paciente 54 5%
Genes Genes
KPC TEM CTXM SHV OXA IMP KPC TEM CTXM SHV OXA IMP KPC TEM CTXM SHV OXA IMP KPC TEM CTXM SHV OXA  IMP
N° paciente 51 52 N° paciente 6 &
Genes - - Genes .
KPC TEM CTXM SHV OXA IMP KPC TEM CTXM SHV OXA IMP KPC TEM CTX-M SHVY OXA IMP KPC TEM CTX-M SHV OXA IMP

N° paciente 58 59

65

KPC TEM CTXM SHV OXA IMP KPC TEM CTXM SHV OXA NP KPC TEM CTXM SHV OXA  IMP

N° paciente 61 63 N* pacients ) 7
Genes KPC TEM CTXM SHV OXA IMP KPC TEM CTXM SHV OXA IMP " KPC TEM CTXM SHV OXA IMP KPC TEM CTXM SHV OXA IMP
Ne paciente 76 78 N° paciente 81 83
Genes Genes
KPC TEM CTXM SHV OXA IMP e TN B (8 W KPC TEM CTXM SHV OXA NP KPC TEM CTXM SHV OXA IMP
N° paciente 79 80
Genes

KPC TEM CTX-M SHV OXA IMP

Figura 13: Géis dos genes de resisténcia dos isolados de Serratia marcescens.
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