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ABSTRACT

Antimicrobial resistance (AMR) occurs when bacteria do not respond to offered
therapies, making infections more difficult to treat and potentially leading to the
patient's death. Serratia marcescens is an enterobacteria responsible for causing
healthcare-associated infections (HAls) and frequently present AMR. This species is
considered a causative agent of treatment-challenging opportunistic infections due to
the presence of several types of AMR-promoting mechanisms. In this context, it is
essential to expand the study of AMR dissemination mechanisms with a view to rapid
and accurate diagnosis, in addition to epidemiological tracking to interrupt the chain of
AMR transmission within the environment. In the present work, four (4) isolates of
Serratia marcescens causing bacteremia in patients admitted to an Intensive Care Unit
(ICU) were subjected to determination of the antimicrobial susceptibility profile and
molecular epidemiology. The determination of the antimicrobial susceptibility profile
was determined by phenotypic tests (antibiogram using automated methods, disk
diffusion and immunochromatography), genotypic tests for the detection of beta-
lactamases (PCR) and genomic tests (WGS sequencing). The delineation of the
transmission chain of the isolates was determined by molecular epidemiology through
fingerprinting analysis of intergenic repetitive sequences for enterobacteria (ERIC-PCR)
and by pangenome. Phenotypic and genomic analyzes for non-susceptibility
demonstrated that all isolates were resistant to all available antimicrobials and were
classified as pan-resistant  (PDR). Immunochromatography identified the
carbapenemases KPC and NDM in all isolates, however PCR genotyping identified KPC in
only 2 isolates and genomics did not identify the enzyme in any of them. Genetic
similarity analysis by ERIC-PCR and pangenomics determined that the isolates were
phylogenetically identical and, therefore, clonal. In total, the results indicate that
genomic analyzes by WGS are accurate and robust tools for diagnosing AMR, however it
must be performed immediately after bacterial isolation to avoid inaccurate diagnoses
due to loss of unstable genetic elements, as in the case of blakec which encodes the KPC
enzyme. Pan-genome analysis also proved to be accurate for identifying bacterial clones
among isolates, in addition to making it possible to identify the presence of clones that

spread worldwide.



Keywords: Serratia marcescens, bacteremia, antimicrobial resistance, molecular

epidemiology, outbreak.



RESUMO

A resisténcia antimicrobiana (RAM) acontece quando bactérias ndo respondem as
quimioterapias ofertadas tornando as infec¢des mais dificeis de serem tratadas
podendo levar a morte do paciente. Serratia marcescens é uma enterobactéria
responsavel por causar infeccGes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS) e,
frequentemente, apresentam RAM. Esta espécie é considerada um agente causador de
infeccOes oportunistas de tratamentos desafiadores devido a presenca de varios tipos
de mecanismos promotores de RAM. Neste contexto, é fundamental que se amplie o
estudo dos mecanismos de disseminacdo de RAM visando o diagndstico rdpido e
preciso, além do rastreamento epidemioldgico para interromper a cadeia de
transmissdao de RAM dentro do ambiente. No presente trabalho, quatro (4) isolados de
Serratia marcescens causadores de bacteremia em pacientes internos em uma Unidade
de Terapia Intensiva (UTI) foram submetidos a determinacdo do perfil de
susceptibilidade antimicrobiana e de epidemiologia molecular. A determinacdo do perfil
de susceptibilidade antimicrobiana foi determinada por testes fenotipicos
(antibiograma por métodos automatizados, disco difusdo e imunocromatografia),
genotipico para a deteccdo de beta-lactamases (PCR) e por genémica (sequenciamento
WGS). O delineamento da cadeia de transmissao dos isolados foi determinado por
epidemiologia molecular através da analise de fingerprinting de sequencias repetitivas
intergénicas para enterobactérias (ERIC-PCR) e por pangenoma. As analises fenotipicas
e de genOmica para ndo susceptibilidade demonstram que todos os isolados se
apresentaram resistentes a todos antimicrobianos disponiveis sendo classificados como
pan-resistentes (PDR). A imunocromatografia identificou as carbapenemases KPC e
NDM em todos os isolados, contudo a genotipagem por PCR identificou KPC apenas em
2 isolados e a genOmica nao identificou a enzima em nenhum deles. As analises de
similaridade genética por ERIC-PCR e pangenomica determinou que os isolados se
apresentaram filogeneticamente idénticos e, portanto, clonais. Em sua totalidade os
resultados indicam que andlises gen6micas por WGS sdo ferramentas precisas e
robustas para o diagndstico de RAM, contudo a mesma deve ser realizada
imediatamente apds o isolamento bacteriano para evitar diagndsticos imprecisos

devido a instabilidade dos genes associados aos plasmideos em que os genes estdo



inseridos, como no caso de blakec que codifica a enzima KPC. A analise de pan-genoma,
também, demonstrou-se precisa para a identificacdo de clones bacterianos entre os

isolados, além de possibilitar identificar a presenca de clones de disseminacdo mundial.

Palavras-chave: Serratia marcescens, bacteremia, resisténcia antimicrobiana,

epidemiologia molecular, surto.
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INTRODUCAO

O conceito “One Health” ou “Saude unica” foi consolidado pela Organizacao
Mundial da Saude (OMS) a partir do entendimento de que a salide humana, animal e o
meio ambiente estdo intimamente ligados e sdo indissocidveis. A OMS o descreve como
parte de uma iniciativa mundial, integrada e multidisciplinar de a¢des para otimizar a
saude das pessoas, dos animais e do meio ambiente. Em um mundo globalizado onde
as fronteiras para agravos de saude sdao muito dificeis de serem estabelecidas, esses
esforcos sdo internacionalmente relevantes para responder a desafios de saude global
como a COVID-19, a resisténcia bacteriana aos antibidticos e outros problemas de saude
publica que facilmente ultrapassam as barreiras geograficas dos paises (1-2). A
indissociabilidade da saude humana, animal e ambiental preconizada pela “Saude
Unica” estabelece que os componentes desta triade estdo associados a disseminacdo de
patdgenos. Neste sentido, o referido conceito aplica-se intimamente ao contexto da
resisténcia bacteriana aos antimicrobianos (RAM) por buscar medidas que a serem
adotadas globalmente para que se combata a dissemina¢cdo dos microrganismos

resistentes (MR) (1).

A RAM acontece quando bactérias ndo respondem aos tratamentos
antimicrobianos ofertados tornando as infec¢des mais dificeis de serem tratadas,
aumentando o tempo de internacdo, intensificando a gravidade das doencas e, muitas
vezes levando o paciente a morte. E atualmente um dos principais problemas de satde
publica do mundo (1-2). O efeito da RAM na saude publica global originou o Plano de
Acdo da OMS contra a resisténcia antimicrobiana (One Health Action Plan against
Antimicrobial Resistance) pela Comissdo Europeia em 2015 para auxiliar nas medidas de

mitigagdo do aumento da RAM (3).

Mundialmente, o aumento da RAM ocorre dentre outras causas, pelo uso excessivo
e indiscriminado de antimicrobianos por profissionais de saude. Segundo o CDC (Center
for Disease Control and Prevention), mais de 50% dos antibidticos nos Estados Unidos
sdo prescritos de forma inadequada ou desnecessaria (2). O uso indiscriminado de

antimicrobianos é um fator de risco conhecido para a disseminacdo de bactérias
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multirresistentes em ambiente hospitalar. Por esse motivo, é necessario controlar o uso

de antimicrobianos no ambito hospitalar, urbano, no meio ambiente e na industria (2).

Varias espécies bacterianas sdo responsdveis por infeccbes relacionadas a
assisténcia a saude (IRAS). Dentro deste contexto, as bactérias bacilos Gram negativos
(BGN) sdo considerados protagonistas na disseminacdo de multirresisténcia (MDR) (4).
Os primeiros relatos de BGNs MDR datam de 1990 (4). A partir disto, as BGNs vém
continuamente sendo associadas a disseminacdo de RAM, n3o somente a MDR
(resisténcia a trés classes de antimicrobianos), mas também a resisténcia extensiva
(XDR) (susceptibilidade a apenas uma classe de antimicrobiano) e a Pan resisténcia (PDR)
(ndo susceptibilidade a nenhum antimicrobiano disponivel) (4-5). Mundialmente, este
cenario coloca as BGNs entre os microrganismos de interesse para desenvolvimento de

novas drogas antimicrobianas (3,6,7).

Entre as BGNs aquelas pertencentes a ordem Enterobacterales estdo entre os
principais patdgenos veiculadores de MDR/XDR/PDR (4). Este grupo bacteriano
compreende BGNs anaerdbios facultativos que causam um grande espectro de
infecges severas tais como sepse, infec¢des hospitalares, infecgdes do trato urinario e
infeccOes intra-abdominais (8). Neste contexto, uma espécie das Enterobacterales, a
Serratia marcescens, atua como um agente oportunista causando infeccdes
principalmente em pacientes com uso prévio de antimicrobianos ou com a imunidade
debilitada, sendo comumente associada as IRAS. Esta bactéria pode causar vdrias
sindromes infecciosas, dentre elas pneumonia, meningite, sepse, peritonite,

endocardite, artrites, osteomielites, infeccdes do trato urindrio, de pele e partes moles

(9).

O tratamento das infeccOes causadas por S. marcescens é desafiador devido a
presenca de vdrios mecanismos intrinsecos de resisténcia a diversos antimicrobianos
como penicilinas, cefalosporinas de primeira e segunda geracdo, macrolideos e
polimixinas. Usualmente, os tratamentos de infeccdes graves por essa bactéria se
baseiam no uso de cefalosporinas de quarta geracdo (cefepime), carbapenémicos
(meropenem) ou aminoglicosideos (amicacina, gentamicina) (10). Com o surgimento de

resisténcias também a essas classes de antimicrobianos, a S. marcescens ja faz parte dos
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patdgenos definidos pela OMS como prioritarios para desenvolvimento de novas drogas

antimicrobianas (9,11).

Pelas razGes acima expostas, a deteccdo precisa do perfil de ndo susceptibilidade
antimicrobiana emisolados clinicos de S. marcescens é essencial para o estabelecimento
de prética terapéutica segura e eficaz. Além de garantir o controle do processo
infeccioso, o tratamento correto contribui para interromper a cadeia de disseminagao
de RAM. Neste cendrio, métodos de diagndstico acurados se fazem necessarios para a
terapia e para o controle da disseminacdo de RAM ambito hospitalar. No presente
trabalho, determinamos o perfil clonal e de ndo susceptibilidade de quatro isolados de
S. marcescens de uma unidade de terapia intensiva (UTI) por diferentes abordagens:

fenotipica, molecular e genémica.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

A Serratia marcescens é um bacilo Gram negativo, mével e de fermentagao lenta
de lactose, da ordem das Enterobacterales, caracterizada pela sua plasticidade genética
e metabdlica, o que permite a sua adaptagao em diversos nichos, incluindo o solo, dgua,

plantas e ambientes hospitalares (10).

Essa espécie tem ganhado atengdo por ser um patégeno com perfil de resisténcia
aos antimicrobianos frequentemente relatado como multirresistente e que pode
provocar infeccdes em paciente imunocomprometidos e surtos hospitalares, o que
geralmente ocorre em ambientes de terapia intensiva ou unidades de neonatologia. Os
niveis de resisténcia aos antibidticos na espécie sdo consequéncias da resisténcia

intrinseca, adquirida e adaptativa que elas podem sofrer (10,12).

A RAM no geral pode ser (i) intrinseca, quando os genes associados a eles sdo
cromossOmicos da espécie; (ii) adquirida, quando o gene de resisténcia vem transferido
horizontalmente através de plasmideos ou de mutacdes ao acaso; (iii) ou adaptativa,
guando ha rapido ajuste do transcriptoma em resposta a condi¢cdes de estresse ou
estimulos ambientais (9)(10). Ao contrdrio da resisténcia intrinseca ou adquirida, a
resisténcia adaptativa é um fenétipo nao hereditario que geralmente se reverte apds a

remocao do estimulo que a desencadeou (10).

Os genes promotores de RAM estdo naturalmente presentes nas espécies
bacterianas fazendo parte de suas estratégias competitivas para sobrevivéncia mesmo
em periodo anteriores do uso de antimicrobianos como farmacos terapéuticos. O uso
de antimicrobianos nos diferentes ambitos antropogénicos (rotinas clinicas,
hospitalares, industrial e producdo de alimentos) atua como pressdo seletiva por

eliminarem as linhagens suscetiveis e elevarem a prevaléncia de linhagens bacterianas

15



resistentes. O estudo destes genes de resisténcia aos antimicrobianos é essencial para
a melhor compreensao sobre as respostas aos tratamentos antimicrobianos e sobre o

processo evolutivo das espécies bacterianas (10).

Existem vdrios mecanismos para uma BGN apresentar resisténcia aos
antimicrobianos. As bombas de efluxo, a producdo de enzimas, a alteracdo da
permeabilidade da parede celular e a alteragdo da afinidade do sitio de ligagdo sao
exemplos das principais formas de expressar a resisténcia aos antimicrobianos e estao
ilustrados na figura 1. Esses mecanismos usualmente sdo aditivos podendo ser
encontrados concomitantemente nas bactérias com resisténcia a multiplas drogas. Os
genes que expressam esses mecanismos de resisténcia podem ser codificados pelo
cromossomo bacteriano sendo intrinsecos da espécie bacteriana, como ja citado
anteriormente, ou serem genes plasmidiais, que sdo geralmente os genes adquiridos e
podem estar presentes apenas em algumas linhagens bacterianas, ndao sendo

caracteristica intrinseca da espécie (10).
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Alteracdo da parede celular: Produgo de enzimas: Proteinas que Alteracio da permeabilidade da

zlteracdo dos lipopolissacarideos degradam ou modificam o parede celular: restrigdo ou
da parede celular reduzindo 2 antimicrobiano impedindo sua a¢do. limitagZo da penetracio da droga
zfinidade 3 algumas drogas.

para o interior da célula.

Alteracdo do sitio de ligacio: zlteragZo conformacional do Bombas de efluxo: proteinas transmembranas que
sitio de ligagdo impedindo 2 agZo da droga regulam o transporte de subst3ncias toxicas do
meio intracelular para o extracelular

Figura 2 - Mecanismos de RAM na célula bacteriana. Traduzido e Adaptado de CDC (13).

Dentre os genes intrinsecos de resisténcia aos antimicrobianos de Serratia,
podemos citar algumas bombas de efluxo, que sdo proteinas transmembranas que
regulam o transporte de substancias téxicas do meio intracelular para o extracelular. E
um mecanismo que transfere para o ambiente externo da célula varios componentes
como acidos graxos, sais biliares, corantes e antibiéticos. Uma analise gendmica revelou
mais de 70 genes diferentes associados ao efluxo, amplamente distribuidos entre
isolados nosocomiais e ambientais de Serratia (10,14). Este é o principal mecanismo
responsavel pelas principais resisténcias intrinsecas em Serratia, porém genes de
resisténcia adquiridos também podem ainda modificar as bombas de efluxo causando

resisténcia adquirida (9).
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Outro mecanismo de RAM intrinseco encontrado em Serratia é a modificacdo dos
lipopolissacarideos (LPS) da parede celular por adicdo de cargas positivamente
carregadas conferindo reducdo da afinidade as polimixinas de forma natural e fazendo

com que essa espécie seja intrinsecamente resistente aos peptideos cationicos (9).

Um terceiro exemplo de mecanismo de resisténcia cromossémico ou intrinseco é a
producdo de enzimas, dentre elas as B-lactamases, que sdao capazes de hidrolisar alguns
B-lactamicos. A produgdao dessas enzimas pode ser codificada cromossomicamente
como o exemplo da B-lactamase, cefalosporinase de classe C, a AmpC, que por sua vez
é responsavel pela hidrélise induzivel de todas as penicilinas e cefalosporinas de terceira

geracao. Essa enzima também pode ser codificada por genes plasmidiais (10).

Essas enzimas que catalisam a hidrdlise do anel B-lactdmico, as B-lactamases, atuam
através da inativacdo dos B-lactamicos. A producdo de enzimas B-lactamases é um dos
principais mecanismos de resisténcia de Serratia e das BGNs em geral. Tais enzimas sdo
categorizadas em quatro classes de acordo com a sua estrutura primdria e dentro de
dois grupos com base no seu mecanismo catalitico. Sdo divididas inicialmente nos
grupos serina-B-lactamases (que contém as Classes A C e D) e no grupo das metalo-p-
lactamases (que contém a Classe B) tendo seus principais exemplos descritos na figura
2. Dentre as Serina-B-lactamases, a da classe C (AmpC) é codificada cromossomicamente
em Serratia e é invariavelmente distribuida entre todos os isolados desta espécie
bacteriana. Sua atividade esta ligada a resisténcia a todas as penicilinas bem como as
cefalosporinas de terceira geracdo. A expressdao do gene cromossomal da AmpC é
induzida por alguns beta lactamicos através do acimulo de catabdlitos de
peptideoglicanos no citosol (9). O cluster regulatério ampC (ampD, ampE, ampR e
ampG) é encontrado entre isolados de S. marcescens, entretanto, as mutacdes que
conferem expressdo da ampC sdo estimadas em acontecerem in vitro em taxas de até

60 vezes menos do que em espécies de Citrobacter e Enterobacter (9).
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Classificacdo das B -lactamases nas Enterobacterales
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Figura 2 - Classificacdo das B-lactamases segundo Ambler. Traduzido e adaptado de NOSTER;
THELEN, HAMPRECHT, 2021 (15).

As enzimas B-lactamases também podem ser classificadas seguindo seu espectro
de acdo dentre os PB-lactdmicos. O espectro de acdo mais amplo é o das
carbapenemases, que sao capazes de hidrolisar todos os representantes das classes dos
B-lactdamicos incluindo os carbapenemicos. A producdo dessa enzima, geralmente
codificada por genes plasmidiais, adquiridos, nas espécies de Serratia torna os
tratamentos de infec¢Bes relacionadas as bactérias que as produzem ainda mais
complexos. As carbapenemases podem pertencer as classes A, B e D conforme figura 2.
As carbapenemases da classe A, sdo conhecidas como Serina-carbapenemases e
possuem como principal exemplo a KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemase por ter

sido isolada primeiramente nesta espécie de bactéria).
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As carbapenemases da classe B s3do as metalo-B-lactamases (MBL) e
diferentemente das Serina-B-lactamases utilizam ions divalentes, comumente zinco,
como cofator para sua atividade catalitica. O principal exemplo das MBL é a NDM (New
Deli carbapenemase). As bactérias que expressam MBL diferentemente das Serina-B-
lactamases ndo sdo afetadas pelos inibidores de B-lactamases disponiveis
comercialmente, nem mesmo aos mais recentes como Avibactam ou Vaborbactam.
Entretanto, os B-lactdmicos do grupo dos monobactdmicos, como Aztreonam por
exemplo, apresentam boa estabilidade hidrolitica e ndo sdo inativados pelas MBL. O
grande problema que impede essa droga como possibilidade terapéutica é que a maior
parte das bactérias que expressam ML também expressam outros mecanismos de
resisténcia como a producdo de outras classes de B-lactamases concomitantemente,
gue por sua vez neutralizam o Aztreonam de modo que essa droga sé podera ser usada
nesse cendrio na auséncia desses outros mecanismos ou na presenca de inibidores
dessas outras B-lactamases (15,16).

As B-lactamases carbapenemases de classe D tém estrutura baseada no sitio
ativo dependente de serina e podem ser codificadas por genes localizados em
plasmideos ou no cromossomo bacteriano. S3o tradicionalmente conhecidas como
Oxacilinases (OXA), pois as primeiras descritas chamavam a atencdo pela sua capacidade
de hidrolisar a oxacilina. Elas assim como as MBL nao sao inibidas pelos inibidores da -
lactamases tradicionais mesmo ndo possuindo ions metdlicos a sua estrutura. O
principal exemplo de carbapenemase da Classe D sdo as OXA (OXA-type
Carbapenemases) e as mais isoladas sdo OXA-23 e OXA-58, produzidas, normalmente,
por A. baumannii e OXA-48, produzidas por Klebsiella pneumoniae. Os genes que
codificam a producdo dessas enzimas podem ser plasmidiais e transferiveis para outras

espécies bacterianas (15).

A aquisicdo dos genes das MBL com a consequente produc¢do das enzimas dessa
classe, é o mecanismo de resisténcia aos antimicrobianos atualmente que mais merece
atencdo devido a sua capacidade de hidrolisar quase todos os antimicrobianos -
lactamicos (classe mais utilizada clinicamente sendo composta por: penicilinas,
cefalosporinas, monobactdmicos e carbapenemicos) poupando apenas o0s

monobactamicos, e por ser resistente aos inibidores dessas enzimas disponiveis
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comercialmente (17,18). A perda completa de possibilidade de tratamento por essa
classe de antimicrobianos devido a presenga das enzimas metalo-B-lactamases, torna
necessaria a utilizacdo de outras classes terapéuticas que sdo menos seguras e eficazes
como por exemplo os aminoglicosideos, as tetraciclinas ou as quinolonas que sao muito
mais toxicas para o individuo, tem mais efeitos adversos, menor poder microbicida e,
consequentemente, menores chances de sucesso terapéutico. Além disso, geralmente
a aquisicdo de genes de resisténcia plasmidiais que codificam a producdao de [-
lactamases usualmente vém acompanhados da aquisicdo de outras formas de
resisténcia também a outras classes de antimicrobianos, dificultando ainda mais o

tratamento e possibilitando uma chance ainda menor de sucesso terapéutico (15,16).

Outro gene de resisténcia que pode ser adquirido para producdo de enzimas que
inativam os antimicrobianos por Serratia, sdo os genes que codificam as enzimas
modificadoras de aminoglicosideos. Nesses casos, a resisténcia a classe dos
aminoglicosideos muitas vezes surge apds modificacdes quimicas nas estruturas desses

antimicrobianos causadas pela atividade destas enzimas (9).

No contexto em que se prima pelo maior conhecimento e reducdo da disseminacdo
de microrganismos multirresistentes, busca-se entender cada vez mais sobre os genes
de RAM e identifica-los sempre que possivel para auxilio na escolha dos tratamentos
antimicrobianos. Para isso é fundamental que se amplie o estudo dos genes de

resisténcia dos isolados encontradas na pratica clinica e no ambiente.

Atualmente existem vdrias formas de identificacdo e deteccdo de RAM. Uma delas
é a andlise fenotipica, realizada por meio de métodos bioquimicos convencionais que
podem ser automatizadas ou manuais. Dentre os métodos manuais podemos citar o
método de difusdo em disco, as fitas de gradiente (E-test) e determinacdo da
concentracdo inibitéria minima por meio de diluicdo em série (19,10). As plataformas
VITEK (bioMérieux); BDPhoenix (BD), SensititreTM (ThermoFisher) e Micro-Scan

WalkAway (Beckman Coulter) realizam anadlises automatizadas em larga escala por meio
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de métodos bioquimicos para a deteccdo de resisténcia fenotipica aos antimicrobianos.

(19).

Entre os determinantes de RAM, a deteccdo das enzimas B-lactamases tipo
carbapenemases é de extrema relevancia clinica, uma vez que contribui para o manejo
adequado do paciente visto que alguns inibidores de carbapenemases ndo tem acdo
sobre as metalo-B-lactamases como citado anteriormente, mas conseguem degradar as
serina-B-lactamases por exemplo. Para a deteccdo destas enzimas podem ser utilizados
testes de triagem e testes confirmatdrios para detectar e diferenciar a presenca e

produgdo dessas enzimas (19).

Para se avaliar fenotipicamente a presenca de enzimas [-lactamases
carbapenemases existem alguns testes como os imunocromatograficos e os testes de
EDTA. Os testes imunocromatograficos, como o NG-Test® CARBA 5, sdo testes visuais e
rapidos para deteccdo qualitativa de uma ou mais carbapenemases, fazendo a
diferenciacdo das cinco carbapenemases mais comuns (KPC, tipo OXA-48, VIM, IMP e
NDM). O kit é composto pelo tampdo de extracdo liquido, que é usado como uma
solucdo de lise celular quando misturado com as col6nias. Os anticorpos monoclonais
gue individualmente reconhecem cada uma das cinco carbapenemases sao imobilizados
numa membrana de nitrocelulose. Os anticorpos monoclonais livres estdo presentes na
placa conjugada e etiquetados com ouro coloidal. Apés a adi¢ao das col6nias misturadas
com o tampao de extracdo a placa da amostra, a acdo capilar da nitrocelulose extrai a
amostra através de anticorpos moveis e anticorpos imdveis da faixa de teste. Os
anticorpos de controle imobilizado capturam quaisquer anticorpos mdveis que passam
rapidamente na placa de amostra e na nitrocelulose sem vincularem as outras linhas de
teste. Um resultado positivo ocorre quando aparece uma linha vermelha na regidao de
controle (C) e uma ou mais linhas aparecem nas regides de teste (K, O, V, | ou N) e
indicam que a amostra contém uma ou mais carbapenemases conforme ilustrado na
figura 3. Um resultado negativo ocorre apenas quando é observada a linha de controle
e indica que a amostra ndo contém nenhuma das 5 carbapenemases pesquisadas. Se a

linha de controle ndo aparecer, o resultado do teste é invalido (20).
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Figura 3 — Testes imunocromatograficos exibindo resultados. A) Resultado negativo para
presenca de carbapenemases, apenas linha do controle teve reacdo. B) Resultado positivo para
presenca de carbapenemase tipo VIM, teste vdlido pois também houve reacdo na linha do
controle. C) e D) Testes ndo valido pois ndo houve positivacdo da linha do controle

Um outro tipo de teste fenotipico para deteccdo da presenca da expressdo das
carbapenemases tipo metalo-B-lactamases sdo os testes com a presenca do EDTA, um
guelante de metal que inativa o zinco presente nessas enzimas. Nesses testes, sdo
aplicados lado a lado dois discos na placa em que foi semeada o indculo bacteriano em
analise. O primeiro disco é impregnado por imipenem (um carbapenemico) puro e o
segundo com EDTA. A inativa¢do das metalo-B-lactamases pelo quelante EDTA permite
a inibicdo do crescimento de bactérias que contenham metalo-B-lactamases formando
um halo de inibicdo de crescimento ao redor do disco contendo EDTA, o que ndo
ocorrera ao redor do disco contento apenas o imipenem uma vez que as enzimas
carbapenemases vao hidrolisar esse antimicrobiano e ndo haverd inibicdo do
crescimento bacteriano por esta droga, identificando assim a expressao fenotipica de
metalo-B-lactamases nesse isolado (19). Esses testes fenotipicos sdo muito Uteis na
pratica clinica para detec¢do da presenca e do tipo de carbapenemase uma vez que os
diferentes tipos dessas enzimas implicam diretamente nas escolhas dos antimicrobianos

que serdo utilizados para tratamento das infec¢cdes causadas por essas bactérias (21,22).

Uma outra forma de deteccdo de RAM é por meio dos testes moleculares, que
diferentemente dos fenotipicos ndo vdo avaliar apenas a expressdo génica e sim a
presenca do gene em andlise no genoma bacteriano. A identificacdo da presenca dos
genes de resisténcia é muito relevante para pratica clinica uma vez que as bactérias
podem carrear determinados genes que podem ndo estar sendo expressos no momento
da andlise. Desta forma, os testes genotipicos, possuem maior sensibilidade quanto a

presenca dos genes com potencial de conferir resisténcia aos antimicrobianos.

23



Um dos exemplos desses testes moleculares para avaliagcdo genotipica da presencga
dos genes é a genotipagem por amplificacao de reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
do DNA bacteriano que utiliza primers especificos para a amplificacdo dos genes de
interesse associados a expressdao de RAM. Essa técnica se baseia na amplificagao dos
genes de interesse e posterior leitura para identificacdo da presenca destes nos isolados
de interesse. As técnicas de PCR sdo técnicas rdpidas, acuradas, reproduziveis e
confidveis para diagndsticos que sdo utilizadas para identificar diferentes partes do DNA

(23,24).

A identificacdo de genes e sequencias genémicas promotoras de RAM também
pode ser determinada por meio DNA microarray e do sequenciamento completo de
genomas bacterianos (WGS - Whole Genome Sequencing). Entre estes métodos, o WGS
é o0 mais utilizado para diagndstico e estudos de disseminagdao de RAM (25). A principal
vantagem de usar WGS para este propdsito é a capacidade deste teste de cobrir diversos
alvos ao mesmo tempo, bem como os subtipos especificos e variantes genéticas (genes
e mutacdes) que conferem RAM. Ao contrdrio dos microarrays, o WGS oferece a
possibilidade de adicionar rapidamente novas sequéncias alvos a analise do banco de
dados, bem como a capacidade de executar rapidamente uma nova andlise em isolados
ja sequenciados (14,25).

Os métodos de sequenciamento gendmico vém sendo desenvolvidos e aprimorados
ao longo dos anos, resultando em sequenciadores cada vez mais sofisticados. Os dados
WGS sdo gerados em plataformas de sequenciamento robustas e altamente
sofisticadas, que produzem grandes quantidades de sequéncias em comparagdao com a
tecnologia tradicional de sequenciamento (primeira geracdo) (27). A terceira geracgao,
consiste em sequenciadores que pulam a etapa de PCR no preparo prévio da amostra,
pois essa etapa esta incluida na estratégia de sequenciamento automatizado. As
plataformas mais comuns para sequenciamento de genomas bacterianos de alto
rendimento utilizadas atualmente sdo: /llumina— PerkinElmer e Jlon Torrent-
ThermoFisher, que realizam o sequenciamento de terceira geracdo (em oposicdo ao
sequenciamento Sanger — primeira geracdo e a técnica de shotgun — segunda geracao)

(28).
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Em ambas as plataformas de terceira geracao, o resultado consiste em leituras de
fragmentos relativamente curtos (100 a 400 pares de bases), o que na maioria dos casos
sao fragmentos mais curtos do que os genes que conferem resisténcia aos agentes
antimicrobianos. A taxa de ocorréncia de erros aleatorios, bem como de erros de
sequenciamento sdo relativamente altos em comparagdo com erros encontrados com o
sequenciamento por Sanger. Para superar este problema, um enorme excedente de
fragmentos curtos é produzido para cada genoma e usados para correcdo de erros. Este
excedente de fragmentos (sobrepostos) pode ser mapeado em referéncias conhecidas
(montagem de referéncia) ou usados para construir fragmentos maiores (montagem de
novo) de dados de sequéncia (os chamados contigs), que sdo combinados para constituir
o rascunho do genoma do isolado. Outra consideracdo importante é garantir que os
dados WGS ndo contenham vestigios de DNA contaminante, porque isso pode levar a
falsos resultados positivos (25).

O modo como ocorre o sequenciamento de terceira geracdo com semicondutor,
usando lonTorrent, fragmenta inicialmente a amostra de DNA e acopla a adaptadores,
os quais sdo ligados a beads e distribuido em clusters. Esse método possui alta acuracia,
superior aos demais métodos, no entanto o erro ainda é acentuado, sobretudo em

sequéncias de longa repeticdo de nucleotideos (29).

Nos métodos de terceira geracdo de sequenciamento baseados em cores, como por
exemplo o lllumina, os fragmentos ligados a adaptadores sao distribuidos por chips de
leitura onde ocorre a amplificacdo. A amplificacdo segue uma dindmica de formacao de
“pontes” pela ligacao dos adaptadores ao chip, formando assim os “reads” ou “sitios de
leitura”. Cada dNTP (Desoxirribonucleotideos Fosfatados) adicionado emite uma
luminosidade especifica, que é utilizada na interpretacdo e constru¢ao da sequéncia das
reads. Vale ressaltar que em todos os métodos de terceira geracdo, deve ser feita a
remocao das sequéncias adaptadoras na montagem das contigs por sobreposicdo das

reads (31,32).

Atualmente o illumina tem sido o método mais utilizado, devido a sua alta
acuracia, e tem possibilitado grandes sequenciamentos com alta precisdao. Mesmo

assim, ndo tem desmerecido outros métodos de sequenciamento, a exemplo do Sanger
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automatizado — primeira geracdo, que também é altamente preciso e é utilizado até

hoje para pequenos segmentos (32).

Podemos ainda citar a quarta geragao de sequenciamento por nanoporos, com 0s
sequenciadores portateis, como por exemplo o MinlON da Oxford Nanopore. A
tecnologia do MinlON possibilita o sequenciamento de pequenos e longos fragmentos
(até 50mil pares de base) a partir da construgao de bibliotecas de nucleotideos. Os
fragmentos sdo passados por proteinas canais em um chip, também chamado de Flow
cell, por onde a amostra passa. Enquanto os fragmentos atravessam os canais, sao
emitidas variagdes na corrente elétrica da Flow cell que permitem o tipo de nucleotideo

gue passou, formando assim as reads para leitura do sequenciamento (31,32).

Os bancos de dados para analise WGS baseiam-se em principio ndo muito diferentes
das listas de certos alvos de PCR ou sondas de DNA para microarrays, embora os bancos
de dados WGS tenham o potencial de conter mais alvos do que a maioria dos sistemas
de PCR ou microarray. Em muitos casos, uma correlacao clara entre um fendtipo de
resisténcia e um determinado gene (de resisténcia) foi bem caracterizado por outro
método, por exemplo, PCR ou microarray, o que torna relativamente facil para incluir
esses genes em um banco de dados de WGS. No entanto, a tarefa de construir um banco
de dados abrangente cobrindo todas as variagcdes genéticas possiveis para um
determinado fendbmeno de RAM é muito mais complexa pois muitos mecanismos
genéticos podem ser responsaveis pela RAM e uma infinidade de mecanismos genéticos
sao responsaveis pelos fenétipos de resisténcia a diferentes agentes antimicrobianos
(25).

A representacao de toda a cole¢do de sequéncias gendmicas encontradas em uma
populacdo ou espécie, que pode ser obtida pelas técnicas de WSG é chamada de
Pangenoma. A pangendmica é a area da gendmica que avalia o repertdrio inteiro de
genomas disponiveis em um clado, grupo de organismos originados de um ancestral

comum exclusivo — representados por um ramo na arvore filogenética (33).

O Pangenoma pode ser dividido em trés principais partes: core; shell e cloud. O
genoma core é a porcdo gendmica compartilhada por todos os organismos de uma

mesma espécie. Nele, estdo contidos genes responsaveis pelo metabolismo e pelas
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caracteristicas fenotipicas mais importantes. O genoma shell, ou acessorio, é
identificado como a por¢dao do pangenoma compartilhada por alguns dos genomas
sequenciados, mas ndo por todos. Os genes contidos no genoma shell sdo também
conhecidos como genes acessorios, que muitas vezes apresentam-se agrupados sob a
forma de ilhas genbmicas. Estes genes acessorios podem conferir vantagens adaptativas
(e geralmente o conferem quando sdo preservados por muitas cepas diferentes),
abrindo a possibilidade de acdo de novas vias bioquimicas e funcdes adicionais aquelas
executadas pelos genes do genoma core. O genoma cloud, por sua vez, contém genes
Unicos. Dessa forma, estes genes estdo contidos em apenas um dos genomas que
compdem o pangenoma e, semelhante aqueles presentes nos genomas shell, sdo

chamados de genes dispensaveis (33,34).

O conhecimento da determinacdo genética para RAMs varia entre as espécies
bacterianas e a sensibilidade dos bancos de dados dos genes para determinadas
espécies pode ser muito baixa para ser aplicada ao WGS como uma ferramenta de
decisdao de primeira linha para tratamento devido ao risco de resultados falso-negativos.
A aplicabilidade do WGS para esse propdsito foi avaliada em relacdo aos patdégenos mais
comuns e a principal conclusdo é que a evidéncia publicada disponivel atualmente nao
apoia o uso da suscetibilidade inferida do WGS para orientar tomada de decisdo clinica.
Entretanto, os bancos de dados de destino sdo uma ferramenta valiosa para a vigilancia
local, regional e global da RAM, porque oferecem avaliacGes de variantes genéticas, que
sdo dificeis de obter por métodos fenotipicos, bem como pela maioria dos outros
métodos genotipicos (25).

Uma abordagem baseada no pangenoma, obtido por WGS permite rapidas
reanalises de dados existentes cada vez que o banco de dados é atualizado. Existem
ferramentas de bioinformatica atualmente disponiveis para detectar determinantes
genéticos para RAM. O numero de ferramentas de bioinformatica disponiveis
gratuitamente para deteccao de determinantes genéticos para RAM em dados WGS estd
aumentando constantemente. As ferramentas para anotacdo e identificacdo de genes
de resisténcia estdo disponiveis como servigos online e como programas independentes
para serem baixados em um computador (25). As principais ferramentas online de

acesso livre para a identificacdo de genes e sequéncias de resisténcia aos

27


https://blog.varsomics.com/ilhas-genomicas-adaptacao-e-desafios-para-a-saude-humana/

antimicrobianos sdo ARG-ANNOT (Antibiotic Resistance Gene-ANNOTation), CARD
(Comprehensive Antibiotic Resistance Database), ReSFinder, KmerResistance e SRT2

(24).
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A determinagdo da clonalidade entre isolados bacterianos por meio da andlise do
perfil de similaridade genética serve para distinguir e definir se os isolados possuem
origem genética comum ou ndo. Assim, é possivel mapear por exemplo se um surto de
infecgdes teve fonte comum de origem, indicando ser causado por uma Unica linhagem,

ou se é proveniente de diferentes linhagens bacterianas (35).

A similaridade genética entre isolados bacterianos pode ser determinada por meio
molecular pela andlise comparativa de fingerprinting de DNA ou também por analise
comparativa de sequencias génicas. No primeiro caso, podem ser realizadas técnicas
moleculares como amplificacdo génica e comparacao de perfil de restricdo. No segundo,
as andlises comparativas podem ser realizadas por meio de sequenciamento de
amplicons ou por meio da comparacdo de sequencias génicas obtidas em
sequenciamento gendmico (36). Avaliando a similaridade genética, podemos relacionar
com a disseminacdo global de determinados clones bacterianos, permitindo entender
as formas de disseminacdo dessas bactérias entre os paises. Essa avaliacdo pode ser util
também em menor escala em investigacdes de surtos hospitalares por exemplo,
permitindo que a andlise da clonalidade das bactérias de um surto determine a presencga
da disseminacado horizontal da bactéria, ou seja, transmissao de um paciente para outro

na unidade de internac¢do ou dentro de um ambiente hospitalar (37,38).

Um dos métodos de determinacdo do perfil de similaridade genética entre isolados
bacterianos por fingerprinting é a reagao em cadeia polimerase do Consenso Intergénico
Repetitivo Enterobacteriano (ERIC PCR), que é um método simples e preciso para
discriminar diferentes tipos de cepas bacterianas e que se baseia na técnica de PCR ja
descrita anteriormente (23,24,39). As sequéncias ERIC sdo descritas como regides ndo
codificantes curtas e altamente conservadas de 126 pares de bases nitrogenadas
encontradas em Enterobacterales, diferentes da maioria das outras repeticdes genicas
bacterianas. Essas sequencias sdo palindromos imperfeitos e foram descritas pela
primeira vez em Escherichia coli e outros membros da familia das Enterobacterales (24).

O sucesso do ERIC-PCR como método de tipagem simplificado para um nimero amplo
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e progressivamente crescente de organismos torna este método adequado para
epidemiologia hospitalar ou epidemiologia localizada, por ser um método que requer

reagentes minimos e por ser de facil execugao (23,24).

O ERIC PCR utiliza uma combinag¢ao de primers projetados para a regiao
conservada a fim de gerar um padrao de bandas identificaveis na eletroforese baseado
na frequéncia e orientacdo das sequéncias ERIC em um genoma bacteriano. A
genotipagem molecular por ERIC-PCR é mais rapida e econémica do que a eletroforese
em gel de campo pulsado ou o sequenciamento genémico multilocus (MLST) para gerar
informagdes sobre a similaridade genética de cepas bacterianas. Para muitos
organismos essa técnica possui uma capacidade discriminatdria maior do que outras
técnicas, levando ao aumento da frequéncia de uso. Os resultados das analises obtidas
pela técnica ERIC PCR permitem entdo avaliar a similaridade genética entre os isolados

comparadas (24,39).

Analises de pangenoma consistem na determinagao de similaridade genética de
genomas. Tais andlises possibilitam comparar a similaridade genética entre isolados de
diferentes regides geograficas pois utiliza sequencias geradas por sequenciamento WGS
e, também, disponiveis em bancos de dados (40). Esta abordagem permite identificar se

ha disseminagado local, regional ou mundial de linhagens portadoras de RAM.

Diante do exposto, esse trabalho visa identificar o perfil de susceptibilidade
antimicrobiana, presenca de genes de RAM e avaliacdo da clonalidade de quatro
isolados de Serratia marcescens obtidos de amostras de hemoculturas de pacientes
internados em uma unidade de terapia intensiva de um hospital tercidrio do Distrito
Federal. Essa avaliacdo foi realizada por meio de abordagens fenotipicas, genotipicas,
moleculares e gendmicas. A andlise de clonalidade por meio do ERIC PCR e da gen6mica
permitiu rastrear a transmissdo de S. marcescens dentro do ambiente hospitalar,
confirmando a ocorréncia de um surto hospitalar por essa bactéria e, também,
identificando a presenca de clones de disseminacdo mundial e no DF dessa espécie

bacteriana (38).
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JUSTIFICATIVA

O Hospital de Base do Distrito Federal, € o maior hospital tercidrio do DF, sendo
responsavel pela maioria dos casos de alta complexidade da Regido Centro Oeste do
Brasil. Neste hospital em particular, no periodo de janeiro de 2022 a setembro de 2023,
Serratias marcescens foi responsdvel pela positivagdo de 763 amostras de material
biolégico de 384 pacientes, com uma média de 45% de resisténcia a carbapenemicos,
sendo a 42 enterobactéria mais isolada em culturas neste periodo. Relacionadas as
amostras de hemoculturas neste mesmo periodo, as Serratia marcescens foram a 92
bactéria mais isolada, sendo a 32 Enterobactéria mais comum nesse tipo de amostra e
representando uma positividade de 132 amostras de hemoculturas de 68 pacientes,
com uma média de 52% se sensibilidade aos carbapenemicos. Em julho de 2022, quatro
pacientes de uma mesma UTI deste hospital apresentaram bacteremia causada por S.
marcescens. Todos os isolados bacterianos foram identificados como PDR e se
destacaram por serem os primeiros identificados neste servico com a coprodugdo de
dois tipos de carbapenemases, NDM e KPC, uma metalo-B-lactamase e uma serino-
carbapenemase respectivamente (dados de epidemiologia hospitalar local obtidos pelo

Nucleo de Controle de Infeccdo do Hospital de Base do Distrito Federal).

Atualmente no Brasil, os isolados clinicos de S. marcescens CARB-R tem sido
principalmente associado a producdo de KPC-2 e, em menor grau, NDM-1. Isolados
dessa espécie foram também descritos em animais de fazenda localizado na regido
amazonica brasileira o que reforca a interagdo entre a salde animal e humana descritas
pelo conceito de One Health da OMS (35). Foram também descritos 54 isolados de
Serratia marcescens produtoras de KPC-2 em um surto hospitalar no Estado de
Tocantins no Brasil, em unidades de terapia intensiva, esses isolados também foram
avaliados pela técnica de ERIC PCR e demonstrado 86,4% de similaridade genética e
100% entre alguns desses isolados, sugerindo transmissao horizontal e fonte comum de

infeccdo (12).

O Uunico relato de Serratia marcescens coprodutora de KPC e NDM no Brasil

encontrado até o momento, foi em 2021, em S3o Paulo, em que este perfil de Serratia
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foi isolado em amostra de hemocultura entre 2012 e 2016. Desde entdo, até onde se

sabe, ndo ha mais registros publicados com esse perfil de coprodugao no Brasil (41).

Frente a possibilidade de similaridade genética pelo perfil fenotipico e de
disseminacgado intra-hospitalar desta bactéria, o conhecimento da cadeia de transmissdo
de linhagens bacterianas neste ambito é imprescindivel para definir estratégias de
controle de infec¢do hospitalar. Abordagens que permitam comparar os isolados
bacterianos sdo Uteis para identificar se ha transmissao intra-hospitalar e qual o modo
de transmissdo. Para estas finalidades, métodos de compara¢do de similaridade
genética por fingerprinting de DNA e sequenciamento de genomas sao ferramentas
reconhecidamente eficazes que identificam a clonalidade dos isolados como ja citado

anteriormente.

Sabe-se que os métodos fenotipicos de deteccdo de RAM sdo de maior
acessibilidade e exigem menor complexidade laboratorial. Porém, podem nado
apresentar sensibilidade no caso casos de isolados bacterianos que ndo estejam
expressando os mecanismos de resisténcia no momento de sua realizagdo. Frente a essa
fragilidade, a deteccdo rdpida e precisa dos mecanismos de resisténcia deve ser buscada
para a identificacdo acurada do perfil de ndo susceptibilidade bacteriana em amostras
de interesse. Neste contexto, a associacdo de técnicas fenotipicas com moleculares
como genotipagem e sequenciamento de genomas tornam-se ferramentas adequadas
para o diagndstico preciso de infec¢bes causadas por bactérias MDR/XDR/PDR e

vigilancia epidemioldgica local e global (38).

A disseminacdo global de BGNs CARB-R tornou-se uma das maiores preocupacoes
de saude publica uma vez que esse fendtipo de resisténcia ocorre principalmente devido
a producdo de carbapenemases, que sdo as B-lactamases de maior espectro (1,7,11).
Além dessa possibilidade de aquisicdo de genes de resisténcia a S. marcescens possui
resisténcia intrinseca a diversos antimicrobianos incluindo polimixinas, que usualmente
sdo opcOes terapéuticas para as BGNs CARB-R, reduzindo drasticamente as

possibilidades terapéuticas para infec¢cdes causadas por essas bactérias (9).

Segundo o relatério anual do Centro Europeu de Prevencdo e Controle de Doencas

(ECDC) em 2017, isolados do género Serratia spp. foram o sexto patégeno bacteriano
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causador de pneumonia nosocomial e o nono patdgeno isolado em amostras de
hemoculturas nas UTls. (42) Dentre as bactérias causadoras de IRAS em UTlIs no Distrito
Federal (DF), Serratia spp é o terceiro BGN mais isolado em infec¢Ges primarias de
corrente sanguinea (IPCS), superando a média nacional em que se encontra em quinto
lugar. Em relagdo ao perfil de ndo susceptibilidade aos carbapenemicos (CARB-R), as
Serratia spp isoladas no DF também superam a média nacional de resisténcia que é de
40%, chegando a atingir neste estado pouco mais de 60% de resisténcia aos
carbapenemicos nos isolados de IPCS conforme perfil microbiolégico da ANVISA em

2021 (43).

Diante do cendrio mundial de RAM, do contexto atual de globalizacdo e da
dificuldade de definicdo de esquemas adequados para tratamento de infeccdes
causadas por bactérias MDR/XDR/PDR, é fundamental para a pratica clinica que sejam
definidos os mecanismos de resisténcia presentes em isolados bacterianos relacionados

as IRAS.

Assim, considerando a gravidade das infec¢des sanguineas causadas por S.
marcescens PDR devido a falta de possibilidades terapéuticas com antimicrobianos, é de
suma importancia que sejam identificados de forma robusta e precisa: (i) os mecanismos
de resisténcia, a fim de estabelecer a terapéutica assertiva para o tratamento das
infeccbes; (ii) o perfil de similaridade genética entre os isolados, para se determinar a
clonalidade e o padrao de disseminagdo bacteriana visando definir medidas eficazes de
controle de infecgBes hospitalares e (iii) a andlise do perfil de RAM para epidemiologia
local. Neste contexto é imprescindivel que os isolados sejam analisados por meio das
diferentes técnicas disponiveis para se estabelecer métodos rapidos e precisos para o

diagndstico e para a determina¢ao de medidas mitigadoras de surtos hospitalares.

Por estas razbes, este estudo caracterizou o perfil de ndo susceptibilidade a
antimicrobianos dos quatro isolados de S. marcescens de interesse por serem possiveis
causadores de um surto de IPCS na UTI do Hospital de Base do DF por meio de diferentes
técnicas: fenotipicas, moleculares e gendmicas. As caracterizacdes aqui utilizadas
auxiliam na compreensdo dos mecanismos de transmissdao das bactérias e possibilita

ajustes na melhoria dos processos de prestacdo de servigos e qualidade e seguranca ao
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paciente tanto localmente quanto em uma esfera global de analise de disseminacdo de

RAM.
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OBJETIVOS

Determinar a clonalidade e o perfil de susceptibilidade antimicrobiana de
isolados de Serratioc marcescens causadores de bacteremia utilizando

abordagens fenotipicas, moleculares e gendmicas.

- Identificar o perfil de susceptibilidade antimicrobiana de quatro isolados de S.
marcescens obtidos de hemocultura de pacientes internados na Unidade de
Terapia Intensiva de um hospital terciario de alta complexidade do Distrito

Federal;

- ldentificar a presenga de mecanismos de RAM por diferentes metodologias

para analise comparativa entre as técnicas fenotipicas, genotipicas e gen6micas;

- Determinar a similaridade genética entre os isolados visando rastrear a
transmissao horizontal no setor hospitalar por meio de abordagem molecular

(ERIC-PCR) e por analise de pangenoma;
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MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi conduzido de acordo com as normativas e resolugdes estabelecidas
pelo Conselho Nacional de Satde e foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do
IGES/DF (Instituto de Gestdo Estratégica em Saude do Distrito Federal) no parecer

6.513.471 do protocolo CAAE 15482619.0.0000.8153.

Foram analisadas quatro isolados de Serratia marcescens, oriundas do cultivo de
amostras de hemoculturas de pacientes internados em uma unidade de terapia
intensiva de um hospital terciario no Distrito Federal. As amostras foram definidas como
de interesse dentre as 763 amostras isoladas no periodo de janeiro de 2022 a setembro
de 2023 por serem amostras de pacientes de uma mesma UTI internados no mesmo
periodo, na mesma unidade de internagdo e por serem isolados com perfil de resisténcia
nunca identificado anteriormente no hospital em questdo, levando a suspeita de surto
hospitalar por cepa bacteriana com novo perfil de resisténcia. Os dados de isolamentos
das linhagens bacterianas estdo na tabela 1. O relato do surto referente a esses isolados
foi publicado com as devidas caracterizacdes das amostras e quadro clinico dos

pacientes envolvidos (44).

Tabela 1 - Dados dos isolados clinicos de Serratia marcescens

11/07/2022 22/05/2022
22/07/2022 14/07/2022
23/07/2022 23/07/2022
24/08/2022 24/08/2022

As amostras de sangue foram incubadas em equipamento de hemocultura

automatizado (Bactec FX BD) e semeadas em meios de cultura tradicionais (Agar
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chocolate, Agar sangue e Agar MacConkey) e incubadas por 18 a 24 h a 352C em estufa

bacterioldgica.

Ap0ds o periodo de incubagdo, as colbnias apresentando as mesmas caracteristicas
de crescimento nos meios de cultura foram utilizadas para preparo de um indculo
bacteriano em salina estéril que é dispensado em painéis (placas de micro-titulacdo)
lidos em equipamento automatizado (Microscan Walkaway 96 plus) apds um periodo

de incubacdo de 16 h no préprio equipamento.

Os isolados foram testados em painéis modelo NC83 (Negative combo 83) que
compreendem varias provas bioquimicas para identificacdo automatizada da espécie
bacteriana e concentragdes de 13 antimicrobianos (amicacina, gentamicina,
ceftazidima, cefepime, meropenem, imipenem, ertapenem, aztreonam, ampicilina,
piperacilina+tazobactam, ciprofloxacino, levofloxacino, sulfametoxazol+trimetoprim)
para realizacdo do antibiograma também de forma automatizada com interpretacao
segundo o documento do Comité Brasileiro de Teste de Suscetibilidade Antimicrobiana

(BrCast) 2023.

Posteriormente, foram realizados antibiogramas através do método de difusao de
disco Stokes modificado em d&gar de teste de sensibilidade diagndstica para 43
antibidticos, sendo eles: Ciprofloxacino, Levofloxacino, Lomefloxacino, Norfloxacino,
Ofloxacino, Acido nalidixico, Amicacina, Estreptomicina, Gentamicina, Tobramicina,
Netilmicina, Doripenem, Ertapenem, Imipenem, Meropenem, Cefaclor, Cfzdme,
Cefazolina, Cefotetan, Cefoxitina, Cefuroxima oral, Cefuroxima, Ceftazidima,
Ceftriaxona, Cefotaxima, Cefixima, Cefepime, Ceftarolina, Aztreonam,
Amoxicilina/clavulanato, Ampicilina/sulbactam, Piperacilina/tazobactam, Doxicilina,
Minociclina, Tetraciclina, Nitrofurantoina, Sulfonamida, Sulfametoxazol/trimetoprim,

Trimetoprim, Cloanfenicol, Fosfomicina, Colestimetato, Tigeciclina.

Foram considerados os pontos de corte do Clinical & Laboratory Standards Institute

(CLSI 2022) para definir susceptibilidade dos antibidticos testados. As espécies
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bacterianas utilizadas como controle no teste de susceptibilidade aos antimicrobianos

foram: Escherichia coli ATCC 25922 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

Os isolados por terem apresentado resisténcia aos carbapenemicos pelos testes de
susceptibilidade automatizadas e por disco difusao foram submetidos a um teste rapido
por imunocromatografia (NG test Carba5) para deteccdo dos principais tipos de

carbapenemase circulantes (KPC, NDM, VIM, IMP e OXA48).

A deteccao fenotipica de MBL foi posteriormente confirmada através da realizacdo
do teste com EDTA de acordo com a metodologia descrita por Leiros et al. (2012)(22),

utilizando discos de imipenem (10 g) com e sem EDTA (10 mol-L-1).

A extragdo do DNA gendmico de todos os isolados foi realizada utilizando-se o
método Fenol-Cloroférmio-Alcool Isoamilico, segundo Covone et al. (1998). Apds a
extracdo, a concentracao e a pureza do DNA gendmico foram determinadas por analise
espectrofotométrica, pelo equipamento NanoDrop 2000 Spectrophotometer

(ThermoScientific), empregando-se os comprimentos de onda (A) de 260 e 280nm.

Todas as extracbes de DNA demonstraram razdao de 1,8 portanto, foram
consideradas de boa qualidade, devido ao baixo nivel de impurezas e, assim, o DNA

gendmico obtido foi considerado apto a ser utilizado nas reacdes de PCR.

Os quatro isolados foram submetidos a analise genotipica através da amplificacao

por PCR para investigar os principais genes de resisténcia. Foram pesquisados através
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desse método os genes de producdo de betalactamases blanowm, blakec, blaves, blawe,

blaviv, blactx-m-cps, blactx-m-cps, blarer, blageL, blasewv, blactx-m-cp1, blactx-m-cp2

Os primers para amplificacdo dos genes de resisténcia estdo resumidas na Tabela 2.

Tabela 2 - Primers utilizados para realizacdo do PCR para deteccdo de genes de resisténcia.

_ CATTCAAGGGCTTTCTTGCTGC Dallenne et al 2010(45)
ACGACGGCATAGTCATTTGC
_ CTCAGTGCTCTACAGAAAACC Doyle et al 2012(16)
GAAGGCGTTTATGTTCATAC
_ GCAGCTTGTCGGCCATGCGGGC Dallenne et al 2010(45)
GGTCGCGAAGCTGAGCACCGCAT
_ AGTCGGCTAGACCGGAAAG Mendes et al 2007(21)
TTTGTCCGTGCTCAGGAT
_ GTTTGGTCGCATATCGCAAC Climaco et al 2013(46)
AATGCGCAGCACCAGGATAG
_ GAGAGCCCTGCTTGGATTCAT Dallenne et al 2010(45)
CAGTCTCATTTCGCCAACGG
_ TTAGGAARTGTGCCGCTGYA Dallenne et al 2011(45)
CGATATCGTTGGTGGTRCCAT
_ CGTTAACGGCACGATGAC Dallenne et al 2010(45)
CGATATCGTTGGTGGTRCCAT
_ TCAAGCCTGCCGATCTGGT Dallenne et al 2010(45)
TGATTCTCGCCGCTGAAG
_ AGCCGCTTGAGCAAATTAAAC Dallenne et al 2010(45)
ATCCCGCAGATAAATCACCA
_ CATTTCCCGATGCAAAGCGT Dallenne et al 2010(45)
CGAAGTTTCTTTGGACTCTG
_ GCTCCGATAATGAAAGCGT Dallenne et al 2010(45)
TTCGGCTTGACTCGGCTGA
_ AGACGTAAGCCTATAATCTC Poirel et al 2005(47)
GCGAATTGTTAGACGTATG

Obs: embora blacrx-m-gps Nd0 conste na tabela, sua referéncia é Dallenne et al., 2010, a mesma presente

na tabela.

Para avaliar a similaridade genética dos quatro isolados bacterianos, foi realizado o

fingerprinting DNA Enterobacteriano Repetitivo Intergénico (ERIC-PCR). Nessa técnica
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foram amplificadas sequéncias intergénicas repetitivas presentes no genoma das
enterobactérias. A distribuicdo dispersa de elementos repetitivos do DNA gendmico

permitiu observar o relacionamento genético dos isolados de Serratia marcescens.

A sequéncia dos iniciadores e as condi¢des da reacdo de PCR foram, basicamente, as
descritas por Versalovic et al. 1991 (48), com algumas modifica¢Ges. Os iniciadores
utilizados foram: ERIC1 ATGTAAGCTCCTGGGGATTCACG; e ERIC2
AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG.

A reagao de PCR foi realizada em volume final de 50mcL, contendo 27,75 mcL de
agua ultrapura, 5mclL de cada iniciador (25mM), 4mcL de dNTP Mix (Takara), 5mcL de
Buffer (Takara), 0,25mcL de Taq DNA Polimerase (Takara) e 3mcL de DNA genémico

(concentragdo de 20ng/mclL).

As condicdes da reacdo foram as seguintes: inicialmente o DNA gendmico foi
desnaturado por aquecimento a 98°C durante 10 segundos; em seguida a amplificacdo
foi realizada por 30 ciclos de 98°C por 10 segundos, 55°C por 30 segundos e 72°C por 1

minuto; apds os ciclos, foi feito uma extensao final a 72°C por 10 minutos.

O produto amplificado foi visualizado por eletroforese em gel de agarose a 1,5%,
preparado em Tampado TAE. Foi utilizado um marcador de peso molecular de 100bp
ladder plus (Sinapse Inc). Apds o término da eletroforese, os géis corados em solugdo de
brometo de etidio (0,5 mcg/ml), observados em transluminador de luz U.V. e registrados
com sistema de fotodocumentacao L- Pix Touch (Loccus). O padrdo de bandas obtido foi

comparado em duas reagdes de PCR diferentes.

Sequenciamento de DNA: Para o sequenciamento genomico foram utilizadas
tecnologias de leituras longas da Oxford Nanopore™ por meio dos dispositivos MinlON®,
O DNA genbmico total das linhagens bacterianas foi extraido (DNeasey
Ultraclean/NovePure Microbial Kit- Qiagen®) e as bibliotecas de sequenciamento foram
criadas com o "The Oxford Nanopore MinlON Genomic DNA Sequencing kit®" adquirido

juntamente com os dispositivos MinlION®.
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Anotacao e analise de genomas: A montagem e anotac¢ao dos genomas foi realizado
anteriormente pelo nosso grupo de pesquisa (Janssen et al., 2021). A montagem foi
realizada na plataforma Flye v2.8 utilizando o pipeline MpGAP. A anotacao foi realizada
com pipeline bacannot v2.2, os genes de resisténcia detectados com CARD-RGI, AMR
plus finder e RES finder. A tipagem molecular foi realizada de acordo com a espécie

bacteriana utilizando-se bancos de dados de Multi locus sequence typing (38).

Uma vez de posse das amostras de DNA gendmico dos isolados, foram preparadas
bibliotecas de sequenciamento com o kit rapid barcoding kit SQK-RBK110.96 (Oxford
Nanopore technologies), de acordo com as instrugdes do fabricante. O sequenciamento
se deu na plataforma MinlON por aproximadamente 18h, com o uso do programa
MinKNOW. Os arquivos fast5 da categoria pass obtidos passaram por basecalling com o
programa guppy Vv6.0.1 (https://github.com/BenjaminJPerry/nanoGuppy), com o
arquivo de configuracdo dna_r9.4.1_450bps_hac.cfg, dessa forma foram gerados os
arquivos de extensdo fastg. A partir dos arquivos fastq, a montagem foi feita com o
programa flye v.2.9.1-b1780 (Kolmogorov et al, 2019), com o argumento —hano-hq para
reads de alta acurdacia. Os contigs obtidos foram polidos com duas rodadas intercaladas
dos programas racon v.1.5.0 (https://github.com/isovic/racon) e minimap2 v.2.26-
r1175 (Li, 2021). A completude dos genomas foi avaliada com o programa BUSCO (Simao
et al, 2015) com o banco de dados enterobacterales_odb10. A identificacdo a nivel de
espécie de cada isolado se deu com o site TYGS (https://tygs.dsmz.de/, Meier-Koltholf e
Goker, 2019). A tipagem dos plasmideos foi feita com MOB_suite (Robertson et al, 2020)
A anotac¢do dos genomas foi feita com o programa Prokka 1.14.6 (Seemann, 2014), com
os argumentos -- genus Serratia -- species marcescens. A busca por genes de resisténcia

foi feita por meio do site CARD-RGI (Alcock et al, 2023) (49-59).

Para as analises filogenéticas, foi utilizada a metodologia de Williams et al, 2022,
com pequenas altera¢des. Genomas de S.marcecens entre 4,5mb e 6,5mb disponiveis
no Genbank foram baixados (acesso no dia 23/10/23): ((txid613[organism:exp] AND
biomol_genomic[prop]) AND "Serratia marcescens"[porgn] AND (("4500000"[SLEN] :
"6500000"[SLEN])). Os genomas foram anotados com Prokka (Seemann et al, 2014), com
ORFs de tamanho minimo de 500 com seguinte script: for file in *.fasta; do

tag=S{file%.fasta}; prokka --prefix "Stag" --locustag "Stag" --cpus 15 --usegenus --centre
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XXX --mincontiglen 500 --genus Serratia --species marcescens --strain "Stag" --outdir
"Stag"_ prokka --gcode 11 "Sfile"; done.

Os genomas dos isolados do presente trabalho foram reanotados com os
mesmos parametros do script, para uma comparacao direta entre eles. Com os genomas
anotados, o pangenoma do conjunto de dados foi feito com programa Panaroo v1.3.0
(Tonkin-Hill et al, 2020), com os argumentos -a core --clean-mode moderate. O
programa SNP-sites (Page et al, 2016) foi utilizado para manter apenas os sitios com
A, T,G,C no alinhamento multiplo. O alinhamento resultante foi analisado com o
programa IQ-tree (Nguyen et al 2015), com o modelo de substituicdo escolhido
GTR+F+ASC+R7 a partir do programa incluso modelfinder e a geragcdao de 1000
bootstraps ultrafast para suporte estatistico, de forma a se gerar a filogenia baseada em
pangenoma. A arvore filogenética resultante foi visualizada com o site itol

(https://itol.embl.de/,Letunic e Bork, 2021) e enraizada em ponto médio (50-59).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com o Comité Brasileiro de Teste de Suscetibilidade Antimicrobiana
(BrCAST - https://brcast.org.br/), treze antibidticos (amicacina, gentamicina,
ceftazidima, cefepime, meropenem, imipenem, ertapenem, aztreonam, ampicilina,
piperacilina+tazobactam, ciprofloxacino, levofloxacino, sulfametoxazol+trimetoprim)
foram testados pelo método automatizado painéis modelo NC83 (Negative combo 83)
e os isolados nao foram suscetiveis a nenhum dos antibidticos testados por esse
método, sendo considerados Pan-resistentes (PDR). Além disso, de acordo com o CLSI
(https://clsi.org/), o teste de suscetibilidade para 43 antibidticos (conforme Tabela 3)
mostrou que os quatro isolados foram resistentes a todos os antibidticos testados,
exceto dois isolados (isolado 2 e 4) que, diferentemente dos resultados pelo método
automatizado, foram suscetiveis ao aztreonam conforme Tabela 3 e Figura 4. Vale
ressaltar que houve um halo de inibicdo ao redor do disco de fosfomicina nos quatro
isolados, como mostrado na Figura 4 indicado pelas setas brancas, porém, de acordo
com o BrCast, ndo ha padronizacdo do tamanho de halo para inferir sensibilidade por
esse método para Fosfomicina em Serratia marcescens ndo sendo estes portanto

reportados como sensiveis (60).
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A) lIsolado 1 B) Isolado 2 C) Isolado 3 D) Isolado 4

Figura 4 — Antibiograma para a determinacao de susceptibilidade aos antimicrobianos através
da técnica de disco difusdo. Setas brancas indicando o halo de inibicdo ao redor do disco de
fosfomicina para os quatro isolados. Setas vermelhas mostrando o halo de inibicdo ao redor do
disco de aztreonam nos isolados 2 e 4.
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Tabela 3 - Perfil de ndo susceptibilidade a antimicrobianos determinado por teste de
sensibilidade por disco difusdo realizados para os quatro isolados utilizando critérios CLSI 2022.

Ciprofloxacino R R R R
Levofloxacino R R R R
Lomefloxacino R R R R
Norfloxacino R R R R
Ofloxacino R R R R
Acido nalidixico R R R R
Amicacina R R R R
Estreptomicina R R R R
Gentamicina R R R R
Tobramicina R R R R
Netilmicina R R R R
Doripenem R R R R
Ertapenem R R R R
Imipenem R R R R
Meropenem R R R R
Cefaclor R R R R
Cfzdme R R R R
Cefazolina R R R R
Cefotetan R R R R
Cefoxitina R R R R
Crx° R R R R
Cefuroxima R R R R
Ceftazidima R R R R
Ceftriaxona R R R R
Cefotaxima R R R R
Cefixima R R R R
Cefepime R R R R
Ceftarolina R R R R
Aztreonam R S R S
Amoxicilina/clavulanato R R R R
Ampicilina/sulbactam R R R R
Piperacilina/tazobactam R R R R
Doxicilina R R R R
Minociclina R R R R
Tetraciclina R R R R
Nitrofurantoina R R R R
Sulfonamida R R R R
Sulfametoxazol/trimetoprim R R R R
Trimetoprim R R R R
Cloanfenicol R R R R
Fosfomicina NP NP NP NP
Colestimetato NP NP NP NP
Tigeciclina NP NP NP NP

Legenda:. S: sensivel; R: resistente, NP: técnica ndo padronizada para essa classe de antimicrobianos.
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Para a determinacdo do perfil de susceptibilidade a polimixina, utiliza-se a
técnica de microdilui¢do. Contudo, este teste ndo foi realizado uma vez que Serratia sdao
intrinsecamente resistentes a esta classe de antimicrobiano devido as mutac¢des nos

genes cromossomais arnB e arnC, associados a sintese de LPS (61).

Os testes fenotipicos para a producao de B-lactamases carbapenemase, NG test
Carba5, foram realizados logo apds os testes de sensibilidade por método automatizado,
e foram positivos para KPC e NDM nos quatro isolados e negativo para VIM, IMP e
OXA48. Esse achado levantou a hipdtese inicial de serem isolados de origem clonal
comum e potencial causadoras de surto hospitalar, uma vez que esse perfil de
resisténcia de coprodug¢do KPC e NDM nunca tinha sido observado no hospital em
guestdo e se referiam a pacientes internados em uma mesma unidade (UTI). Ha poucos
relatos disponiveis mostrando a identificacdo de linhagens de S. marcescens portadoras
de KPC e NDM. Entre eles ha dois provenientes de nasofaringe isolados de pacientes do

Peru (62) e um de infeccdo sanguinea de S3o Paulo, isolado em 2016 (41).

Os testes de EDTA, para a deteccdo de metalo-B-lactamases, realizados
posteriormente demonstraram resisténcia aos carbapenemicos em todos os isolados
pela presenca de carbapenemases do tipo metalo-B-lactamases (EDTA positivo) em
todos os isolados (figura 5) reforcando a hipdtese de origem clonal comum pelo perfil

fenotipico semelhante.

A) lIsolado 1 B) Isolado 2 C) Isolado 3 D) Isolado 4

Figura 5 — Antibiograma por disco difusdo para a deteccdo de carbapenamases do tipo metalo-
B -lactamases. Em cada placa os discos da esquerda foram impregnados com imipenem
(carbapenemico) e os discos da direita foram impregnados com imipenem e edta. Resultados de
teste fenotipico pela técnica EDTA, as Setas apontando o halo de inibicdo ao redor do disco
impregnado por EDTA confirmando a presenca de metalo- B -lactamases em todas os isolados.
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Na amplificagcdao por PCR, o gene blanom foi detectado em todos os isolados,
confirmando os resultados do teste fenotipico do EDTA, que identificou a producdo da
metalo-B-lactamase NDM pelos 4 isolados. Contudo, o gene blakec, que indica a
producdo da carbapenamase KPC, foi detectado apenas nos isolados 1 e 3 (figura 6).
Ambos, também se apresentaram resistentes ao aztreonam no teste de disco difusao
(Figura 4 e Tabela 3), caracteristica de hidrdlise desta carbapenemase. Intrigantemente,
a producdo de KPC foi detectada pelo teste NG Carb5 para os 04 isolados. Contudo, essa
carbapenamase nao foi detectada pela genotipagem nos isolados 2 e 4 (figura 6), os

mesmos que apresentaram sensibilidade ao Aztreonam (Tabela 3).

Vale ressaltar que o teste fenotipico imunocromatografico foi realizado no
mesmo periodo que o teste de sensibilidade automatizado e com as amostras frescas e
sem congelamento prévio. Os isolados foram entdo congelados para posteriormente
serem submetidos aos testes de disco difusdo e amplificacdo de genes por PCR. Essa
manipulagdo pode estar relacionada com a divergéncia de resultados conforme

discutiremos mais a frente.

Outros genes que foram investigados na amplificagdo por PCR, mas ndo foram
detectados incluiram blaves, blave, blaviv, blactx-m-cps, blactx-m-ps, blarer™, blaseL*®,

blaspwm, blactx-m-cp1™, blactx-m-gp2*.
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Figura 6 - Eletroforese em gel de agarose (1,5%) contendo o produto da amplificacdo dos genes
blakec e blanpm através da técnica de PCR. A) Setas brancas indicando as linhas de amplificacdo
do gene blaxec nos isolados 1 e 3 e no controle positivo. B) setas vermelhas indicando as linhas
de amplificacdo do gene blanom €em todos os isolados e no controle positivo.

Conforme mostrado na Figura 7, o perfil eletroforético gerado pela amplificacdo
de sequencias ERIC demonstrou que a similaridade genética dos quatro isolados
bacterianos (1,2,3 e 4) é de 100%. Estes dados indicam que as infec¢des sanguineas dos
04 pacientes (Tabela 1) foram causadas por uma unica linhagem bacteriana de S.
marcescens, sugerindo a contaminacdo dos pacientes no setor hospitalar (UTI). E
importante destacar que, apesar de geneticamente idénticos, 02 isolados nao
apresentaram o gene para a producao de KPC blaxpc (figura 6). Esse resultado, pode
sugerir a aquisicao horizontal de blawyc, por via plasmidial, desse gene pelos isolados 1 e
3 ndo alterando o perfil de clonalidade entre os isolados mesmo apds a aquisicdo desse

gene.
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Figura 7 - Eletroforese em gel de agarose (1%) contendo o produto da amplificacdo de
seqguencias ERIC por meio de PCR. O perfil eletroforético apresentou-se idéntico para todos os
isolados demonstrando 100%de similaridade genética para esta técnica.

Os dados de similaridade genética dos isolados de estdo de acordo com relatos
anteriores de surtos, uma vez que, S. marcescens possui uma plasticidade e capacidade
adaptativa o que a permite sobreviver em varios ambientes, dentre eles o hospitalar
(10). A caracterizacdo de surtos causados por S. marcescens em unidade hospitalar na
California, EUA, demonstraram que surtos infecciosos foram causados por isolados
pertencentes a um mesmo cluster genético evidenciam que a linhagens bacterianas

associados a surtos hospitalares apresentam baixa diversidade genética (63).

As infec¢des causadas por S. marcescens geralmente acometem individuos
suscetiveis, imunossuprimidos ou que ja tenham sido expostos a tratamentos
antimicrobianos prévios, como é o caso dos pacientes internados em unidades de
terapia intensiva ou unidades de neonatologia. Em 2023 foi publicado um surto que

ocorreu em 2021, causados por Serratia marcescens em uma unidade de neonatologia
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no México, 15 neonatos com sinais de sepse apresentaram Serratia marcescens na
hemocultura, neste caso, porém nao foram feitas analises genotipicas para confirmar a
relacdo clonal entre os isolados (64). Outros surtos ja foram relatados em unidades de
neonatologia inclusive por isolados com perfil de resisténcia aos carbapenemicos,
produtores de metalo-b-lactamases, um deles reportado no Cairo, Egito, com isolados
produtores de IMP e VIM (65). Entretanto, apesar de ja terem sidos relatados esses e
outros surtos por esse microrganismo, o perfil de resisténcia PDR como o encontrado

no presente trabalho ndo é comum (38,41,66,67).

Os resultados da andlise genémica referente aos mecanismos de resisténcia e
genes preditores de resisténcia dos isolados 1, 2, 3 e 4 estdo resumidos nas tabelas
4, 5, 6 e 7 respectivamente. Os dados obtidos demonstram genes de ndo
susceptibilidade a todas as classes de antimicrobianos em todos os isolados,
inclusive a fosfomicina (que apresentou halo no teste de disco-difusdo apesar de nao
haver ponto de corte para definir sensibilidade por este método) e ao aztreonam,

reportado como sensivel nos isolados 2 e 4 pelo método de disco difusao.
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Tabela 4 — Determinacdo do perfil de ndo susceptibilidade antimicrobiana por meio da analise

gendmica de genes e mecanismos de resisténcia do isolado 1.

Bomba de efluxo

Inativagdo do antibidtico
Alteracao do sitio de ligagdo
Bomba de efluxo

Inativacdo do antibidtico

Bomba de efluxo
Inativacdo do antibidtico
Alteracdo do sitio de ligagao
Bomba de efluxo

Inativacdo do antibidtico
Alteracdo do sitio de ligagdo
Alteragao do sitio de ligagdo

Inativacdo do antibidtico
Alteragdo do sitio de ligagdo

Inativacdo do antibidtico

Bomba de efluxo
Alteracdo do sitio de ligacdo

Bomba de efluxo

Inativacdo do antibidtico

Bomba de efluxo

Bomba de efluxo

Bomba de efluxo

Alteragdo do sitio de ligagdo
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adeF, Klebsiella pneumoniae KpnH, CRP, rsmA

aadA2, AAC(6')-1b-cr6
QnrB1
Klebsiella pneumoniae KpnF, Klebsiella pneumoniae
KpnH
AAC(6')-Ic, AAC(3)-Ile, AAC(6')-1b-cr6, APH(3')-Via

Klebsiella pneumoniae KpnH
blanpm-1
Haemophilus influenzae PBP3
Klebsiella pneumoniae KpnF, Klebsiella pneumoniae
KpnH
blanpm-1, blaoxa-1, blasgr-2, blarem-1
Haemophilus influenzae PBP3
Haemophilus influenzae PBP3
blaoxa-1, blasgr-2, blatem-1
Haemophilus influenzae PBP3
blanom-1, blaoxa-1
adeF, Klebsiella pneumoniae KpnF
sull, sul2, dfrA12

rsmA
FosA8

Klebsiella pneumoniae KpnF, Klebsiella pneumoniae
KpnH, CRP
Klebsiella pneumoniae KpnF

Klebsiella pneumoniae KpnF, qacG, qacEdeltal

VanG , BRP(MBL)



Tabela 5 — Determinacdo do Perfil de ndo susceptibilidade antimicrobiana por meio da analise

genOmica de genes e mecanismos de resisténcia do isolado 2.

Bomba de efluxo

OgxB

Inativagdo do antibidtico

AAC(6')-Ib-cr6; aac(6')-Ib-cr

Alteracao do sitio de ligagao

QnrB1

Inativagdo do antibidtico

AAC(6')-Ic, AAC(6')-1b-cr6, aph(3')-Via; aadA2;
aac(3)-lla; aph(3')-Via; aac(3)-lla;

Inativacdo do antibidtico

blanom-1

Inativagdo do antibidtico

blanowm-1, blaoxa-1, blaskr-2, blatem-18

Inativacdo do antibidtico

blanpwm-1, blaoxa-1, blasgr-2, blatem-1

Inativacdo do antibidtico

blanowm-1, blaoxa1

Alteracdo do sitio de ligagdo

sull, sul2, dfrA12, OgxB;

Bomba de efluxo

OgxB; catB3
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Tabela 6 — Determinacdo do Perfil de ndo susceptibilidade antimicrobiana por meio da analise

gendmica de genes e mecanismos de resisténcia do isolado 3

Bomba de efluxo

Inativagdo do antibidtico
Alteracao do sitio de ligagao
Bomba de efluxo

Inativacdo do antibidtico

Bomba de efluxo

Inativacdo do antibidtico
Alteragao do sitio de ligagdo
Bomba de efluxo

Inativacdo do antibidtico
Alteragao do sitio de ligagdo
Inativacdo do antibidtico
Inativacdo do antibidtico

Bomba de efluxo
Alteracdo do sitio de ligagdo

Bomba de efluxo

Inativacdo do antibidtico

Bomba de efluxo
Bomba de efluxo
Bomba de efluxo

Alteragao do sitio de ligagdo
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adeF, Klebsiella pneumoniae KpnH, CRP, rsmA

aadA2, AAC(6')-lb-cré6
QnrB1
Klebsiella pneumoniae KpnF, Klebsiella pneumoniae
KpnH
AAC(6')-Ic, AAC(3)-Ile, AAC(6')-1b-cr6, APH(3')-Via,
AAC(3)-la
Klebsiella pneumoniae KpnH

blanpm-1
Haemophilus influenzae PBP3
Klebsiella pneumoniae KpnF, Klebsiella pneumoniae
KpnH
b|aND|v|.1, blao)(A.l, b|aSRT.2, b|a'rE|v|.1, blatem-116
Haemophilus influenzae PBP3
blaoxa-1, blatem-1, blatem-116
blanom-1, blaoxa-1

adeF, Klebsiella pneumoniae KpnF
sull, sul2, dfrA12

rsmA
FosA8

Klebsiella pneumoniae KpnF, Klebsiella pneumoniae
KpnH, CRP
Klebsiella pneumoniae KpnF

Klebsiella pneumoniae KpnF, qacG, qacEdeltal

VanG, BRP(MBL)



Tabela 7 — Determinacdo do perfil de ndo susceptibilidade antimicrobiana por meio da analise

gendmica de genes e mecanismos de resisténcia do isolado 4.

Bomba de efluxo

Inativagdo do antibidtico
Alteracao do sitio de ligagao
Bomba de efluxo

Inativacdo do antibidtico

Bomba de efluxo
Inativacdo do antibidtico
Alteracdo do sitio de ligagao
Bomba de efluxo

Inativacdo do antibidtico
Alteracdo do sitio de ligagdo
Alteragao do sitio de ligagdo

Inativacdo do antibidtico
Alteragdo do sitio de ligagdo

Inativacdo do antibidtico

Bomba de efluxo
Alteracdo do sitio de ligacdo

Bomba de efluxo

Inativacdo do antibidtico

Bomba de efluxo

Bomba de efluxo
Bomba de efluxo

Alteragdo do sitio de ligagdo
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adeF, Klebsiella pneumoniae KpnH, CRP, rsmA

aadA2, AAC(6')-1b-cr6
QnrB1
Klebsiella pneumoniae KpnF, Klebsiella pneumoniae
KpnH
AAC(6')-Ic, AAC(3)-Ile, AAC(6')-1b-cr6, APH(3')-Via

Klebsiella pneumoniae KpnH
blanpm-1
Haemophilus influenzae PBP3
Klebsiella pneumoniae KpnF, Klebsiella pneumoniae
KpnH
blanowm-1, blaoxa-1, blaskr-2, blatem-1
Haemophilus influenzae PBP3
Haemophilus influenzae PBP3
blaoxa-1, blasrt-2, blatem-1
Haemophilus influenzae PBP3
blanom-1, blaoxa-1
adeF, Klebsiella pneumoniae KpnF
sull, sul2

rsmA
FosA8

Klebsiella pneumoniae KpnF, Klebsiella pneumoniae
KpnH, CRP
Klebsiella pneumoniae KpnF

Klebsiella pneumoniae KpnF, gacG

VanG



Foi realizada a analise comparativa dos genes preditores de resisténcia presente nos
isolados conforme Tabela 8. A presenca de deteccoes repetidas de alguns genes significa
a detecgdo destes em mais de um local de inser¢ao no genoma. Porém, para determinar
a “super expressao” do marcador de resisténcia é necessario realizar analises de
expressao proteica, como andlise de transcritos e protedmica, analises ndo realizadas

neste trabalho.
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Tabela 8 - Genes preditores de resisténcia bacteriana detectados por gen6mica nos isolados 01,

02,03 e 04.
AAC(6")-1b-cr6 aac(6')-Ib-cr ?? AAC(6")-1b-cr6 AAC(6")-1b-cr6

Escherichia coli EF-Tu

dfrAl2

Haemophilus influenzae

PBP3

Klebsiella pneumoniae KpnH

dfrAl12

dfrA12 ----

Klebsiella pneumoniae

Haemophilus influenzae

PBP3

Klebsiella pneumoniae KpnH

KpnH

blaoxa-1 blaoxa-1

blasrr-2 blasrr-2




A tabela 08 demonstra que a maioria das sequencias associadas a RAM foram
identificadas nos 03 isolados. Contudo, a sequéncia associadas a pulvomicina
(Escherichia coli EF-Tu mutants conferring resistance to Pulvomycin) foi identificada
apenas no isolado 03; o gene PBP3 para resisténcia aos beta-lactamicos (Haemophilus
influenzae PBP3 conferring resistance to beta-lactam antibiotics) foi detectado no
isolado 03; o gene dfrA12 associado a resisténcia as sulfas foi identificado nos isolados
01 e 03, assim como qacEdeltal que promove resisténcia a detergentes; e, apenas o
isolado 03 apresentou TEM-116 que medeia resisténcia a beta-lactamicos. O isolado 02
apresentou menores quantidades de genes de resisténcia identificados conforme tabela
05 e 08, uma vez que ndo houve extensdo de 100% do seu genoma na analise, apenas
86%, o que pode justificar a auséncia de deteccdo de alguns genes presentes nos demais
isolados com extensdo de 100% na analise genémica. Outro fator que pode justificar a
auséncia de deteccdo de alguns genes, incluindo o blakec, € a instabilidade plasmidial
por redundancia da funcdo, uma vez que ja existem outros genes produtores de

carbapenemases, ou ainda por baixas cépias do gene no plasmideo.

Os resultados da deteccdo de genes de resisténcia pelos testes fenotipicos,
genotipicos e gendmicos foram inseridos em tabela Unica para uma analise comparativa
de deteccdo de RAM (Tabela 9). Nota-se que a analise genbmica oferece uma deteccao
muito mais completa dos genes e determinantes RAM visto que pelas técnicas de
amplificacdo por PCR apenas os genes pesquisados serdo potencialmente amplificados
pelos primers previamente selecionados. Por sua vez, os testes fenotipicos possibilitam
a deteccao da expressdao dos determinantes de RAM, contudo, muitas vezes estes
fatores podem estar presentes no genoma bacteriano, porém sem expressao no

momento do teste fenotipico, possibilitando resultados falsos negativos nestes testes.
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Tabela 9 - Comparacdo dos resultados obtidos pelas técnicas fenotipicas, genotipicas e
gendmicas.

Genes identificados na
amplificagdo por PCR

Genes identificados na Genes identificados
analise imunocromatografica na analise genGmica.

AAC(3)-la N3do realizado Sim N3do realizado
AAC(3)-lle Nao realizado Sim N3do realizado
AAC(6")-1b-cré N3do realizado Sim N3do realizado
AAC(6")-Ic Nao realizado Sim N3do realizado
aadA2 N3o realizado Sim N3o realizado
adeF Nao realizado Sim N3o realizado
adeF N3o realizado Sim N3o realizado
adeF Nao realizado Sim N3o realizado
adeF N3o realizado Sim N3o realizado
APH(3")-Via Nao realizado Sim N3do realizado
ArnT N3o realizado Sim N3o realizado
BRP(MBL) Nao realizado Sim N3do realizado
CRP N3o realizado Sim N3o realizado
Escherichia coli N3o realizado Sim N3o realizado
EF-Tu mutants

Escherichia coli N3o realizado Sim Nao realizado
EF-Tu mutants

dfrA12 Nao realizado Sim N3o realizado
FosA8 N3o realizado Sim N3o realizado
Haemophilus Nao realizado Sim N3do realizado
influenzae PBP3

Klebsiella N3o realizado Sim N3o realizado
pneumoniae

KpnF

Klebsiella N3o realizado Sim N3o realizado
pneumoniae

KpnH

blanom-1 Sim Sim Sim
blaoxa-1 N3o realizado Sim N3o realizado
blaoxa - 48 N3o Nao N3do
gacEdeltal N3do realizado Sim N&o realizado
gacG N3do realizado Sim N3do realizado
QnrB1 N3o realizado Sim N3do realizado
rsmA N3o realizado Sim N3o realizado
SRT-2 N3o realizado Sim N3o realizado
sull Nao realizado Sim N3o realizado
sul2 N3o realizado Sim N3o realizado
blatem-1 N3o realizado Sim N3o realizado
vanG N3o realizado Sim Nao realizado
blatem-116 N3o realizado Sim N3o realizado
blaxpc Sim Nao Sim
blaves N3o realizado Nao Nao
blawp Nao Nao Nao
blavim Nao Nao Nao
blacrx-m-cps N3o realizado Nao Nao
blacrx-m-cpo Ndo realizado Nao Nao
blaper* N&o realizado Nao Nado
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blage * N3do realizado N3o N3o
blaspm* N3o realizado N3o N3o
blactx-m-cp1* N3o realizado Nao Nao
b/GCTx-Msz* N3o realizado Nao Nao

Legenda: * teste realizado, porém em controle positivo na amplificagdo por PCR.

Os resultados obtidos demonstraram que o mecanismo de resisténcia mais
frequente nestes isolados hospitalares foram as enzimas carbapenemases. Em dois
isolados, a presenga da carbapenamase KPC foi confirmada fenotipicamente e
molecularmente pela amplificagdo por PCR, porém o gene codificador dessa enzima nao

foi detectado na andlise gendmica conforme destacado na Tabela 8.

A auséncia da detecc¢do deste gene pela andlise genotipica em alguns isolados e
na genOmica em todos, pode ser devida a instabilidade gen6mica do blakpc, uma vez
que, tal analise foi realizada posteriormente as andlises fenotipicas e a PCR e apés o
congelamento dos isolados bacterianos. Essa hipdtese justificaria também a
sensibilidade ao Aztreonam, apresentada no teste fenotipico por disco difusdo
conforme figura 4, uma vez que a amplificacdo por PCR foi realizada no mesmo
momento da andlise fenotipica por esse método, quando pode ter ocorrido a perda dos
genes blac nos isolados 2 e 4. Neste momento, as amostras haviam sido congeladas
para posterior analise, e as amostras dos isolados 2 e 4 foram mais manipuladas do que
as amostras 1 e 3, justificando a possibilidade de maior risco de perda de genes por
instabilidade neste momento da andlise. A figura 8 resume as etapas das andlises
realizadas nesse trabalho e a hipdtese que justificaria a discrepancia dos resultados
entre os testes realizados. Este resultado de discrepancia entre os testes genotipicos e
gendmicos ja foi descrito anteriormente em um estudo que detectou a mesma
divergéncia de resultados entre os testes fenotipicos e genotipicos/genémicos para

genes blakpc € blanom. (41).
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Figura 8 - Fluxograma das etapas metodoldgicas e momentos de congelamento das amostras
gue pode justificar a instabilidade do gene blaxec e divergéncia entre resultados fenotipicos,
genotipicos e gendmicos.

Neste contexto, de instabilidades de alguns genes e fragilidades que os métodos
de amplificacdo por PCR e genémica podem apresentar, os testes fenotipicos podem ser
mais diretos para a detecgdo desses mecanismos de resisténcia por serem testes de
menor necessidade de densidade tecnoldgica e de realizacdo mais rdpida com amostras
mais frescas. Assim, estes achados determinam que testes genotipicos de amplificacao
por PCR bem como os testes de genbmica, devem ser realizados com colonias frescas e
sem terem passado por muitos processos de congelamento para que se evite a

instabilidade dos genes e consequente perda de sequencias génicas.

Podemos observar também, que a sensibilidade ao Aztreonam identificada pelo

método fenotipico de disco difusdo apds possivel perda do gene blakec pode ndo ser uma
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sensibilidade real, que traduziria uma possibilidade terapéutica para os casos de
infeccdo por esses isolados, uma vez que na andlise genGmica identificou-se a presenca
de outros genes relacionados a resisténcia a essa droga, conforme tabelas 3,4,5 e 6. Isso
se justifica pela possibilidade de a analise gendmica identificar a presenga de genes que
ndo estdo sendo expressos a todo momento, o que justifica a ndo deteccdo dessa
resisténcia em testes fenotipicos de susceptibilidade por exemplo. Por esse motivo, a
analise gendbmica para genes de resisténcia é mais abrangente do que as demais
metodologias, pois ndo depende de primers especificos para amplificacdao dos genes e

ndo depende da expressdo génica para deteccdo da presenca dos genes de resisténcia.

As sequencias genOmicas obtidas para os isolados 1, 3 e 4 foram submetidas a
analises de pangenoma para se determinar o perfil de similaridade genética entre os
isolados e entre isolados de S. marcescens oriundos de diferentes amostras e diferentes
regides geograficas. A similaridade genética foi representada em arvore filogenética

gerada por meio da comparacao de SNPs com visualizacdo no website itol (Figura 9).

A figura 08 demonstra que, os isolados 1,3 e 4 s3o clonais e pertencem ao mesmo
clado com alta confiabilidade estatistica. Apesar de ndo haver grupos clonais tdo bem
estabelecidos para o género da Serratia como existem para outras enterobactérias
como Klebsiella

(https://pubmist.org/bigsdb?db=pubmlist mist seqdef&page=schemelnfo&scheme id

=13) e Escherichia coli
(https://pubmist.org/bigsdb?db=pubmist_ecoli_achtman_seqdef), é possivel verificar
que os isolados 1,3 e 4 possuem uma proximidade genética com linhagens isoladas nos
Estados Unidos e no Japdo conforme (figura 10). Esses clones possuem mecanismos de
viruléncia semelhantes como por exemplo o gene pfKA, que sdo genes que favorecem
infeccGes de corrente sanguinea por Serratia. Ambos foram relatados também em

infeccdes de corrente sanguinea que ocorreram em UTls.
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do mundo.
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CONCLUSOES

No Brasil a avaliagdo gendmica ndo é realizada de forma rotineira nos
laboratérios clinicos, apenas em ambientes de pesquisa. Isso se deve ao fato de ainda
ser uma tecnologia de alto valor e as técnicas ndo serem amplamente difundidas entre
os profissionais. Incluir este processo de analise gendmica na pratica laboratorial esta
se tornando cada vez mais vidvel visto que a relativa baixa densidade tecnoldgica para
analises gendmicas com equipamentos como MinlON (Oxford Nanopore) possibilita a
descentralizacdo desse método e capilarizacdo para laboratérios de menor
complexidade. Essa capilarizagdo da técnica de andlise gendmica reduziria os riscos de
perdas dos genes por processos de congelamentos como o ocorrido neste trabalho. A
descentralizacdo dessa tecnologia também favoreceria a vigilancia das bactérias
multirresistentes e evitaria a sobrecarga de trabalho em laboratdrios centrais, que

muitas vezes ndo conseguem processar todas as amostras referenciadas.

Apds discussdes sobre os resultados, vantagens e desvantagens de cada método
para andlise de genes de resisténcia das espécies de Serratia marcescens analisadas,
podemos concluir que a capilarizagdo e a maior disponibilidade dos equipamentos de
analise gendmica nas bancadas de laboratdrios de menor complexidade pode favorecer
as andlises de amostras de interesse por permitir que ndo ocorram perdas genicas por
instabilidades pds manipulacées dos isolados e por facilitar o fluxo de andlise de
amostras. Com a capilarizacdo dessa tecnologia, os centros de referéncias, que
atualmente seriam os responsaveis por essas analises, teriam mais disponibilidade para
se aprimorarem na mao de obra qualificada para andlise dos bancos de genomas e

vigilancia nacional dos genes detectados nas amostras.
Podemos também concluir que:

- As analises fenotipicas e gendmicas utilizadas para determinacao do perfil de nao
susceptibilidade indicaram que todos os isolados apresentaram resisténcia a todos
antimicrobianos disponiveis sendo assim classificados como PDRs;

- As analises genOmicas por WGS demonstrou-se mais precisa e profunda do que a

genotipagem, pois ndo ha viés gerado pela selecdo de primers especificos;
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As analises gendmicas por WGS demonstrou-se mais precisa e profunda do que a
fenotipica, pois identifica presenca de genes de resisténcia que podem ndo estar
expressos no momento da realizacdo do antibiograma;

Foram observadas discrepancias na detecgdao de KPC entre as analises genOmicas,
genotipicas e fenotipicas, provavelmente devido a instabilidade de blakec;

Os isolados apresentaram 100% de similaridade genética por fingerprinting de DNA
e por andlise de pangenoma, indicando que possuem uma Unica origem clonal
demonstrando que as bacteremias provavelmente tem origem comum no ambiente
hospitalar e ocorreram por transmissdo horizontal entre pacientes configurando
surto na unidade de internacgao;

A analise WGS demonstrou-se precisa e robusta para a determinacdao de ndo
susceptibilidade antimicrobiana para Serratia marcescens, contudo deve ser
realizada imediatamente apds a obtencdo dos isolados para evitar perdas de
plasmideos de baixo nimero de copias;

A andlise WGS demonstrou-se precisa e robusta para identificar a cadeia de

contaminacgdo/infec¢do por meio da determinacdo da clonalidade bacteriana.
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