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RESUMO

FELICIO, Ingrid Macedo. Investiga¢io fenotipica e molecular de carbapenemases em
Serratia spp. 2022. 96 f. Dissertacao (Mestrado em Microbiologia) - Faculdade de Ciéncias
Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2022.

Serratia spp., comumente associado a infec¢des relacionadas a assisténcia em saude, ¢
capaz de carrear uma variedade de genes que conferem resisténcia aos antimicrobianos,
representando um importante desafio em relacdo a escolha da terapéutica adequada. O
objetivo desse estudo foi identificar as espécies de Serratia spp., a presenca de genes
associados a resisténcia aos carbapenémicos e avaliar a relacdo de similaridade entre as
amostras. Foram analisadas 103 amostras isoladas de pacientes assistidos em um hospital
universitario, entre 2002 e 2020. A identificacdo fenotipica foi realizada por provas
bioquimicas, por espectrometria de massa e pelo sistema automatizado VITEK® 2. Além
disso, foram pesquisados biomarcadores espécie-especificos pela andlise dos espectros de
massa. O perfil de sensibilidade aos antimicrobianos foi determinado por disco-difusdo. A
detecgdo de genes codificadores de enzimas com atividade de carbapenemases (blaxpc,
blacrs, blanom € blaoxa-ag) foi realizada por PCR. A similaridade entre as amostras foi
estudada a partir da observacdo dos agrupamentos representados graficamente em
dendrograma e 4arvore filoprotedmica. Todas as amostras foram identificadas como
Serratia marcescens pelos testes bioquimicos. Os resultados obtidos pelo MALDI TOF
mostraram que todas as amostras foram caracterizadas em género, 62 (60,1%) foram
identificadas como S. marcescens e 12 (11,6%) como Serratia ureilytica. A analise de
S. ureilytica pelo VITEK® 2 identificou as amostras como S. marcescens com alto percentual
de confianca. Para avaliacdo dos biomarcadores da espécie S. marcescens, foram utilizadas as
amostras (n=62) que exibiram score > 2.00, indicando 24 picos especificos. Também foram
selecionadas as amostras identificadas como S. wureilytica com score > 2.00, e foi possivel
constatar a presenca de 48 picos espécie-especifico. Os picos encontrados apresentaram baixa
intensidade. Altas taxas de resisténcia foram observadas para os aminoglicosideos
(n=41;39,7%), aztreonam (n=36;34,9%) e sulfametoxazol-trimetoprim (n=27;26,2%). Cerca
de 1/3 das amostras foram multirresistentes. Em relacdo aos carbapenémicos foi observada
uma baixa taxa de resisténcia que variou de 1,9% a 15,5%. Apenas trés (2,8%) amostras
apresentaram produtos de amplificacdo compativeis com o gene blaxpc, além de uma outra
amostra que apresentou blanpm. Nao foi detectada a carbapenemase GES-16, enzima que teve
sua primeira descricdo em 2005 no mesmo hospital do estudo e cujo gene localizava-se em
um plasmideo ndo-conjugativo, podendo justificar a ndo disseminag@o no hospital do estudo.
Os dados sugerem a importancia de pesquisar outros mecanismos associados a resisténcia a
carbapenémicos. Os agrupamentos baseados nos espectros de massa apresentaram alta
similaridade entre as amostras, e a arvore filoprotedmica ndo mostrou discrimina¢do entre
S. marcescens e S. ureilytica, indicando uma grande proximidade entre elas. A identifica¢dao
de S. wreilytica exclusivamente pelo MALDI TOF, em oposi¢do as outras metodologias
empregadas, chama a ateng¢do para a dificuldade de identificagdo entre espécies com espectros
proteicos muito proximos, sugerindo nesse caso o emprego do sequenciamento do genoma
completo.

Palavras-chave: Serratia spp. Matrix Associated Laser Desorption-lonization - Time of Flight

Mass Spectrometry. Biomarcadores. Carbapenemase.



ABSTRACT

FELICIO, Ingrid Macedo. Phenotypic and molecular investigation of carbapenemases in
Serratia spp. 2022. 96 f. Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia) - Faculdade de Ciéncias
Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2022.

Serratia spp., commonly associated with healthcare-associated infections, it is capable
of carrying a variety of genes that confer resistance to antimicrobials, representing an
important challenge in terms of choosing the appropriate therapy. The objective of this study
was to identify the species of Serratia spp., the presence of genes associated with resistance to
carbapenems and to evaluate the relationship of similarity between the samples. A total of 103
samples isolated from patients treated at a university hospital between 2002 and 2020 were
analyzed. Phenotypic identification was performed by biochemical tests, mass spectrometry
and the VITEK®2 automated system. In addition, species-specific biomarkers were
investigated by the analysis of the mass spectra. The antimicrobial susceptibility profile was
determined by disk diffusion. The detection of genes encoding enzymes with carbapenemase
activity (blaKPC, blaGES, blaNDM and blaOXA-48) was performed by PCR. The similarity
between the samples was studied from the observation of the groupings graphically
represented in dendrogram and phylloproteomic tree. All samples were identified as
Serratia marcescens by biochemical tests. The results obtained by MALDI TOF showed that
all samples were characterized by genus, 62 (60.1%) were identified as S. marcescens and 12
(11.6%) as Serratia ureilytica. Analysis of S. ureilytica by VITEK® 2 identified the samples
as S. marcescens with high confidence. For the evaluation of biomarkers of the species
S. marcescens, samples (n=62) that exhibited a score > 2.00 were used, indicating 24 specific
peaks. Samples identified as S. ureilytica with a score > 2.00 were also selected, and it was
possible to verify the presence of 48 species-specific peaks. The peaks found showed low
intensity. High resistance rates were observed for aminoglycosides (n=41;39.7%), aztreonam
(n=36;34.9%) and sulfamethoxazole-trimethoprim (n=27;26.2%). About 1/3 of the samples
were multidrug resistant. Regarding carbapenems, a low resistance rate was observed, ranging
from 1.9% to 15.5%. Only three (2.8%) samples showed amplification products compatible
with the blakpc gene, in addition to another sample that showed blanom. GES-16
carbapenemase was not detected, an enzyme that was first described in 2005 in the same
hospital as the study and whose gene was located in a non-conjugative plasmid, which may
justify its non-dissemination in the study hospital. The data suggest the importance of
investigating other mechanisms associated with carbapenem resistance. The clusters based on
mass spectra showed high similarity between the samples and the phyloproteomic tree,
showing no discrimination between S. marcescens and S. ureilytica, indicating a great
proximity between them. The identification of S. ureilytica exclusively by MALDI TOF, in
opposition to the other methodologies used, draws attention to the difficulty of identification
between species with very close protein spectra, suggesting in this case the use of whole
genome sequencing.

Keywords: Serratia spp. Matrix Associated Laser Desorption-lonization - Time of Flight

Mass Spectrometry. Biomarkers. Carbapenemase.
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INTRODUCAO

O uso indiscriminado de antimicrobianos ao longo dos anos trouxe consigo um grave
problema de saude publica. A utilizagdo de antimicrobianos sem prescricdo médica,
desrespeitando a duragao do tratamento e a dose, juntamente com a pressao seletiva dentro do
ambiente hospitalar contribuiram para a sele¢ao de microrganismos resistentes (ARANDA, et
al., 2020; CALLE-MIGUEL, et al., 2021; LOUREIRO , et al., 2016; SALDANHA; DE
SOUZA; RIBEIRO, 2018).

Um microrganismo pode apresentar variados mecanismos de resisténcia, e estes
podem estar localizados em elementos genéticos moveis, como plasmideos e transposons, ou
em elementos genéticos nao moveis, como o cromossomo. A principal forma de transmissao
de genes de resisténcia ocorre por meio da transferéncia horizontal através de plasmideos,
dessa forma, a disseminacdo pode acontecer mesmo entre microrganismos de espécies
distintas (DE ALMEIDA , et al., 2021; BENGTSSON-PALME; KRISTIANSSON;
LARSSON, 2018; ZAGONEL; ZAGONEL; OGLIARI, 2021).

Diversos patdogenos da familia Enterobacteriaceae, como Klebsiella spp., E.coli,
Serratia spp. e Proteus spp. foram considerados, de acordo com a Organizagdo Mundial da
Satde (OMS), microrganismos criticos em relagdo a resisténcia antimicrobiana,
principalmente por apresentarem plasmideos carreadores de genes de resisténcia aos
carbapenémicos, que sdo antimicrobianos de amplo espectro e utilizados, na maioria dos
casos, como uma das ultimas opgdes terapéuticas (ANGLES-YANQUI, et al., 2020;
FERRER, et al., 2021; OMS, 2017, PFAENDLER; SCHMIDT; FREIDANK, 2020;
WILSON; TOROK, 2018).

Os carbapenémicos integram a classe dos beta-lactamicos, que sdo empregados em
casos de infecgdes nosocomiais por microrganismos resistentes a cefalosporinas de terceira
geracdo e penicilinas. Devido a utilizacdo empirica e excessiva desses antimicrobianos, logo
surgiram microrganismos resistentes, estes carreiam genes que codificam enzimas chamadas
carbapenemases, responsaveis pela hidrélise do anel beta-lactamico (RIVERA-IZQUIERDO,
etal.,2021; VAZQUEZ-UCHA, et al., 2020).

Microrganismos do género Serratia spp. sdo frequentemente considerados
multirresistentes (MDR), j& que podem apresentar mecanismos de resisténcia ligados ao
cromossomo, como bombas de efluxo e perda/diminuicdo de permeabilidade das porinas,

além de carrear conjuntamente elementos genéticos moveis capazes de promover resisténcia a



16

diferentes classes de antimicrobianos, inclusive aos beta-lactamicos (AGUILAR, 2013;
MORADIGARAVAND, et al., 2016; SANDNER-MIRANDA, et al., 2018).

A presenca de microrganismos como a Serratia spp., que sdo capazes de adquirir
resisténcia aos carbapenémicos por meio de plasmideos e estdo frequentemente associados a
infeccdes relacionadas a assisténcia a satide (IRAS), se tornou algo preocupante devido as
escassas opgoes terapéuticas (MORADIGARAVAND, et al., 2016; SANTOS; RIBEIRO,
2016). A antibioticoterapia para casos de Enterobactérias Resistentes a Carbapenémicos
(ERC), ¢ realizada com antimicrobianos que possuem combinagdo com inibidores de
beta-lactamase, por exemplo ceftadizima-avibactam, além da polimixina B, que havia sido
restringido devido a sua comprovada alta toxicidade (RODRIGUES, 2016; RODRIGUES,
2020; SUZUKI, et al., 2020).

Serratia spp.

Historico

Os microrganismos do género Serratia spp., sdo descritos como bacilos Gram-
negativos, moveis, anaerobios facultativos e algumas estirpes produzem o pigmento
prodigiosina, que em culturas tornam as colOnias avermelhadas. Sio comumente encontrados
no solo, na agua, em associacdo com plantas, insetos, animais € humanos (DOS SANTOS,
2020).

Foram relatadas até hoje 34 espécies desse género (LPSN, 2022), entre essas, algumas
podem apresentar carater patogénico, como a espécie Serratia marcescens que ¢ geralmente a
mais descrita em infec¢cdes humanas (PERES, 2017). Essa espécie foi retratada pela primeira
vez em 1819 pelo farmacéutico Bartolomeo Bizio. Nessa época acreditava-se ser um
microrganismo nao patogénico. Em razdo disso, foi utilizado em experimentos militares nos
Estados Unidos da América (EUA), em diversos procedimentos médicos como marcador
bioldgico e, também, como tratamento em casos de sarcoma (MAHLEN, 2011).

Outras espécies também tém sido envolvidas em infec¢des humanas, como por
exemplo Serratia liquefaciens, em relatos de endocardite, infecgdes respiratdrias e urindrias

(IKUMAPAYT, et al., 2016; MENEZES, et al., 2004; MOMOSE, et al., 2018). Apesar de
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raramente ser observada em amostras clinicas, a espécie Serratia rubidaea foi isolada em
casos de bacteremia e infeccdo urinaria (GENTILLE; PEREZ; CENTELLES, 2014;
KARKEY, et al., 2018; MENEZES, et al., 2004), assim como a espécie Serratia plymuthica,
em relatos de osteomielite, sepse associada a cateter, ferida em caso de queimadura e celulite
(CARRERO, et al., 1995; CLARK; JANDA, 1985; HOROWITZ, et al., 1987; PASCUAL, et
al.,2003; ZBINDEN; BLASS, 1988).

Em 2005 uma nova espécie do género Serratia spp., Serratia ureilytica, isolada a
partir de amostras de agua do rio Torsa, India, foi descrita. Essa espécie possui diferencas
fenotipicas em relagdo a S. marcescens, como a capacidade de hidrélise da arginina e a
utilizagdo da uréia como uUnica fonte de nitrogénio para o seu crescimento, propriedade que
nao ¢ comumente encontrada em todas as amostras de S. marcescens. Além disso, existe
atualmente apenas um relato de surto envolvendo humanos causado por essa espécie

(BHADRA; ROY; CHAKRABORTY, 2005; DAHDOUH, et al., 2021).

Serratia marcescens

O primeiro relato de surto ocorreu em 1951 (WHEAT; ZUCKERMAN; RANTZ, 1951
apud MAHLEN, 2011), a partir disso, seu carater patogénico e oportunista foi reconhecido,
pois esta presente principalmente em casos de infecgdes no ambiente hospitalar. Essa espécie
¢ capaz de atingir diferentes sitios, como o trato respiratorio causando pneumonia, o trato
urinario, o sistema nervoso central, a corrente sanguinea provocando endocardite e
septicemia. Por se tratar de uma bactéria oportunista, afeta principalmente pacientes
internados em Unidade de Terapia Intensiva (UTI), como neonatos e individuos
imunocomprometidos (DOS SANTOS, 2020; PARENTE, 2010).

A transmissao nosocomial desse microrganismo pode ocorrer por meio de diferentes
vias, através de dispositivos hospitalares, como cateteres e ventiladores mecanicos e, além
disso, a dissemina¢do também acontece mediante solu¢des desinfetantes contaminadas, que
sdo componentes essenciais e utilizados em larga escala no ambiente hospitalar (DOS
SANTOS; MARTINS, 2019; MARTINEAU, et al., 2018; PARENTE, 2010).

Casos de surtos nosocomiais em unidades neonatais relacionados a S. marcescens tem
sido descrito. Em 2018 foi publicado a ocorréncia de um surto em UTI neonatal envolvendo

0ito neonatos e recém-nascidos com baixo peso, mostrando alta taxa de mortalidade (62,5%).
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Outro caso relatado compreendeu sete neonatos com quadro de sepse, com desfecho de um
obito relacionado a contaminacdo da nutrigdo parenteral administrada nesses pacientes
(ARSLAN, et al., 2010; CRISTINA; SARTINIE; SPAGNOLO, 2019; DAOUDI, et al.,
2018).

Infeccdes associadas a S. marcescens produtoras de carbapenemases foram descritas.
Numa UTI de adultos no sul da Italia, trés pacientes foram acometidos por S. marcescens
produtora de VIM, uma metalo beta-lactamase, e destes, dois vieram a 6bito (IOVENE, et al.,
2019). No Brasil, em um hospital localizado em Palmas, no Tocantins, foram isoladas 54
amostras de S. marcescens de pacientes assistidos na UTI, e todas as amostras carreavam os
genes codificadores de carbapenemase do tipo Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC)
(blakrc) e de beta-lactamases de espectro estendido (ESBL) (blatem) (FERREIRA, et al.,
2020).

Microrganismos multirresistentes, como a S. marcescens, podem ser observados em
quadros de IRAS, o que gera uma preocupacdo, visto que as opcdes de antimicrobianos
eficazes para esses casos sao limitadas (ALVIM; COUTO; GAZZINELLI, 2018; ARAUJO;
PEREIRA, 2017; COSTA, 2017; DE PAULA; DA COSTA, 2018).

Serratia spp. na fibrose cistica

A fibrose cistica foi descrita em 1938 pela patologista Dorothy Andersen, ¢ definida
como uma doenga genética autossdmica recessiva com carater sist€émico, podendo acometer
diferentes orgdos, como pulmdes, pancreas e o sistema reprodutor. E causada por uma
muta¢do no gene CFTR que codifica uma proteina de mesmo nome, responsavel por realizar o
transporte de ions na célula. Por conta da alteragdo nessa proteina, ocorre um desequilibrio de
ions no meio intra e extracelular, tornando as secre¢des mais espessas (ANDERSEN, 1938
apud DUARTE, 2017).

As infec¢des pulmonares de repeticdo sdo as apresentagdes clinicas mais comuns € a
principal causa de O&bito nesses individuos. Destacando-se como principais agentes
etiologicos, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, espécies do Complexo
Burkholderia cepacia, Stenotrophomonas maltophilia e Achromobacter xylosoxidans. Os
raros casos descritos de espécies da familia Enterobacteriaceae estdo associados a presenca

de enzimas de resisténcia a antimicrobianos, como por exemplo KPC, entretanto, o real
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significado clinico permanece desconhecido (ALMEIDA, 2016; BRAGA, 2016; DE MATOS,
2005; FIRMIDA, 2016; LIMA, 2016; MARQUES, 2011; MARTINS; DOS SANTOS, 2006;
VIANNA, 2017).

Identificacao laboratorial

Para realizar o diagnostico laboratorial podem ser empregadas diversas técnicas tanto
manuais quanto automatizadas. Atualmente, métodos convencionais manuais ainda sdo
utilizados nos laboratorios devido ao baixo custo operacional, porém demandam tempo para
exibir resultados (PERANTONI; QUEIROZ-FERNANDES, 2019; VILA, et al., 2016).

A metodologia automatizada ¢ utilizada em grande parte dos laboratdrios clinicos, pois
0 emprego dessa técnica proporciona uma vantagem para o diagnostico, por se tratar de uma
metodologia padronizada e rapida. Além disso, ¢ possivel associar a identificagdo bacteriana
ao teste de sensibilidade aos antimicrobianos (FERREIRA, 2017).

Com o avango da tecnologia, técnicas moleculares estdo sendo implantadas nos
laboratorios clinicos com o objetivo de tornar o diagndstico mais rapido. Dentre essas, a
ferramenta Matrix-assisted laser desorption/ionization time of flight (MALDI TOF) se
apresenta como um método automatizado de identificacdo bacteriana baseado na
espectrometria de massa, tendo como foco as proteinas ribossomais. A identificagdo ocorre
através da comparacao dos picos gerados pela espectrometria, com aqueles encontrados em
um banco de dados, e por meio dessa andlise, ¢ possivel caracterizar o género, a espécie ou
at¢é mesmo enzimas de resisténcia (DE MELO, 2014; PATEL, 2015; SCHUBERT;
KOSTRZEWA, 2017; SINGHAL, et al., 2015).

A identificacdo bacteriana através desse método vem sendo empregada como uma
alternativa mais acessivel e menos laboriosa quando comparada a outras técnicas utilizadas
para esse fim. Através da combinacdo desse processo com ferramentas de bioinformatica, é
possivel analisar conjuntos de picos com o propodsito de produzir perfis peptidicos, a fim de
identificar picos biomarcadores caracteristicos que representem um género ou espécie
(CABRERA, 2017; DE MELO, 2014).

A utilizacdo de técnicas cada vez mais avancadas contribuem para uma identificagdo
mais precisa e agil, fatores que sdo importantes principalmente em casos de infec¢des

causadas por microrganismos multirresistentes, ja que nessas situagdes sao observadas altas



20

taxas de morbidade e mortalidade. E necessario alto investimento para implantagdo desses
métodos no laboratério clinico, visto que os equipamentos possuem alto custo, porém os
beneficios proporcionados aos pacientes por tais metodologias excedem as despesas iniciais
(PERANTONI; QUEIROZ-FERNANDES, 2019).

A andlise realizada a partir do emprego do MALDI-TOF ¢ capaz de gerar resultados
confiaveis, porém, possui limitagdes, como a presenca de um banco de dados restrito, ja que
sua manutencdo ¢ feita apenas pelo fabricante. Por conta disso, outras técnicas moleculares
podem ser utilizadas como uma alternativa mais eficiente para a identificagdo de
microrganismos que nio sao muito bem caracterizados pelas metodologias usuais, como por
exemplo, o método de sequenciamento do gene RNAr 16S, conservado evolutivamente por

possuir uma baixa taxa de mutagdo, caracteristica importante para estudos taxondmicos

(LAGIER, et al., 2015).

Resisténcia a antimicrobianos em Serratia spp.

A grande preocupagdo em relacdo aos microrganismos atualmente envolve questdes
referentes a resisténcia antimicrobiana (SADEK, et al., 2022). S. marcescens apresenta
resisténcia intrinseca a diferentes classes de antimicrobianos, como penicilinas, cefalosporinas
de 1* e 2* geragdo, algumas tetraciclinas (tetraciclina e doxiciclina), nitrofurantoina e
polimixinas, esta ¢ representativa dessa espécie, e esta associada a modificacdes no
lipopolissacarideo (LPS), mediada pelos genes arnB e arnC reguladores do operon arn
(BRCAST, 2020; LIN, et al., 2014; OLAITAN; MORAND; ROLAIN, 2014).

Também pode exibir resisténcia a outras classes, como aminoglicosideos e
fluoroquinolonas, mediada principalmente por bombas de efluxo, representadas pelas
seguintes familias: Multidrug And Toxic-compound Extrusion Family (MATE), Small
Multidrug Resistance Family (SMR), Major Facilitator Superfamily (MFS), Resistance
Nodulation Division Family (RND) e ATP Binding Cassette Superfamily (ABC) (LI, et al.,
2019; MARDANOVA, et al., 2014).

Por ser um microrganismo oportunista € acometer pacientes imunocomprometidos,
S. marcescens produtora de carbapenemase confere uma ameaca a saide desses pacientes. Por

meio de diversos relatos, ¢ possivel observar uma ampla gama de enzimas de resisténcia
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associadas a essa espécie e sua distribuicdo mundial (HUANG, et al., 2021; NAKANISHI, et
al., 2022).

As enzimas carbapenemases sdo responsaveis pela hidrolise de beta-lactamicos da
classe dos carbapenémicos. Existe uma variedade de enzimas dessa categoria, ¢ estas foram
distribuidas em trés classes principais segundo Ambler (1980). As enzimas da classe A (KPC,
GES) e da classe D (OXA) possuem um sitio ativo de serina, ja as enzimas da classe B
(NDM, VIM, IPM) possuem o zinco como sitio ativo da enzima (AMBLER, 1980; BOU
ZERDAN, et al., 2022). Além disso, ja foi relatado um surto e casos isolados envolvendo
K. pneumonia ¢ E. coli que apresentaram a enzima AmpC (Classe C) com atividade de
carbapenemase, enzima que ¢ caracterizada como uma cefalosporinase (PHILIPPON;
ARLET; JACOBY, 2002).

Em 2011 foi relatada em um estudo uma nova variante de GES com atividade de
carbapenemase, GES-16 em S. marcescens proveniente de duas amostras isoladas em 2005
oriundas de um hospital universitario no Rio de Janeiro (BARBOSA, 2011). A variante
GES-5 em S. marcescens foi identificada pela primeira vez no Brasil em 2014 num hospital
em Porto Alegre, Rio Grande do Sul. A mesma variante foi isolada em 2020 no Japao,
originaria de um surto hospitalar em uma UTI (NAKANISHI, et al., 2022; NODARI, et al.,
2017).

Foi descrito em 2021 o primeiro relato de endocardite envolvendo S. marcescens
produtora de KPC (TILANUS; RINCON; RIVERA, 2021). Além disso, € possivel isolar duas
carbapenemases de classes distintas no mesmo microrganismo, como foi descrito em um
trabalho publicado em 2021, acerca da associagdo entre as enzimas KPC-2 e NDM-1 em uma
amostra sanguinea de S. marcescens em um hospital universitario de Sao Paulo (BES, ef al.,
2021). Outros casos similares foram observados, com destaque para a primeira identificagao
de IMP-10 no Brasil e a combinagao dessa enzima com KPC-2, relacionada a alta mortalidade
(SILVA, et al., 2015). Apesar dos relatos escassos de S. marcescens produtora de OXA-48,
foi descrito um caso de surto em UTI no Ird, em associacao com genes codificadores de ESBL
(blactx-m-15, blasuv-12, € blatem-1). As cinco amostras, isoladas de pacientes que
compartilhavam o mesmo quarto, foram caracterizadas como pertencentes ao mesmo clone
por metodologias de Pulsed Field Gel Eletrophoresis (PFGE) e Multilocus Sequence Typing
(MLST) (SOLGIL, et al., 2020).
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Aplicacio do MALDI TOF para realizacdo de agrupamentos

Além da identificagdo microbiana, existem estudos que sugerem o uso da técnica
MALDI TOF para outras finalidades, como a tipagem bacteriana (CABRERA, 2017;
RANGBERG, et al., 2019; SAUGET, et al., 2017, STEENSELS, et al., 2017). Atualmente
sao empregados principalmente os métodos Pulsed Field Gel Eletrophoresis (PFGE) e
Multilocus Sequence Typing (MLST), que apesar de desempenharem um papel eficiente e
confiavel, s3o metodologias laboriosas e que demandam um alto custo, por contrapor essas
propriedades, MALDI TOF se tornou uma alternativa (CABRERA, 2017; KARGER, 2016).

Alguns estudos avaliaram o emprego desse método para tipagem, como foi o caso da
analise de Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) em um relato de surto numa
UTI neonatal. Os resultados da espectrometria de massa em comparacdo com o PFGE
sugeriram uma taxa de 93% de concordancia (STEENSELS, et al., 2017). Por outro lado, um
estudo conduzido na China, (JIANG, et al., 2019), avaliando a similaridade genética de 44
amostras de Klebsiella pneumoniae resistentes a carbapenémicos utilizando PFGE e
MALDI TOF, mostrou que este ultimo teve um poder preditivo menor do que PFGE. Os
autores concluiram que a espectrometria de massa ndo possui o poder discriminatdrio
necessario para a determinagdo de clones de K. pneumoniae resistentes a carbapenémicos,
consequentemente, ndo pode ser considerado um método rapido e confiavel para esse fim.

Algumas limitacdes em relagdo a técnica podem ser relacionadas, parcialmente, pela
auséncia de determinados picos (m/z), pela técnica aplicada no processo de identificacdo
bacteriana e extragcdo dos dados, além da variagdao ou similaridade genética dentro dos géneros

(HUBER; REED; PATERSON, 2021; LOPEZ-RAMOS, et al., 2020).

Justificativa

A emergéncia mundial de S. marcescens com caracteristica de ser extensivamente
resistente, € com importantes taxas de morbidade e mortalidade aliada a descricao de uma
variante de GES, a GES-16, com atividade de carbapenemase em duas amostras isoladas de

pacientes atendidos no Hospital Universitario Pedro Ernesto — HUPE-UERJ, nos motivou a
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investigar aspectos fenotipicos e as bases moleculares da resisténcia aos carbapenémicos em
amostras de Serratia spp. isoladas de pacientes atendidos no mesmo hospital, em periodo
anterior e posterior a data de isolamento da amostra indice. Os resultados obtidos poderdo

contribuir para as estratégias terapéuticas, de prevencao e reducdo dos niveis de resisténcia.
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1. OBJETIVOS

1.1 Objetivo geral

Identificar as espécies e a presenga de genes associados a resisténcia aos
carbapenémicos em Serratia spp. de origem clinica, e avaliar a formagao de grupamentos por

similaridade segundo os espectros obtidos por espectrometria de massa.

1.2 Objetivos especificos

a) Identificar as espécies do género Serratia spp. por metodologias fenotipicas,
automatizadas e por espectrometria de massa;

b) Avaliar a presenca de peptideos biomarcadores espécie especifico através da
espectrometria de massa;

¢) Agrupar as amostras baseado nos espectros de massa obtidos na espectrometria;

d) Determinar o perfil de sensibilidade aos antimicrobianos;

e) Investigar a presenca de genes codificadores de carbapenemases.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Amostras bacterianas e critério de selecao

Foram selecionadas 103 amostras de Serratia spp. provenientes de espécimes clinicos
de pacientes atendidos no Hospital Universitario Pedro Ernesto (HUPE), da Universidade do
Estado do Rio de Janeiro (UERJ), no periodo de julho de 2002 a novembro de 2020. Essas
amostras foram obtidas de uma cole¢do de bactérias do Laboratério de Microbiologia da
Fibrose Cistica (LabMiFC) da Disciplina de Microbiologia e Imunologia (DIMI) da
Faculdade de Ciéncias Médicas (FCM) da UERJ. As amostras sdo oriundas da demanda
espontanea das culturas encaminhadas para o Laboratério de Bacteriologia (LABACT) do

HUPE — UERJ.

2.2 Estoque bacteriano

As amostras bacterianas obtidas da cole¢do de bactérias do LabMiFC foram
preservadas em meio Skim Milk (DIFCO®, Hants, Inglaterra), com adi¢do de 20% de glicerol

e mantidas em freezer a -20°C até o momento da realizagao dos testes.

2.3 Reativa¢ao das amostras

A partir do estoque da colecdo de bactérias, foi retirada uma aliquota de 10 pL e
inoculada em Caldo Infuso de Cérebro e Coragdo — Brain Heart Infusion Broth — BHI
(Becton Dickinson/BD®, Heidelberg, Alemanha), incubado sob constante agitacdo a 35+2°C
por um periodo de aproximadamente 24 horas.

As amostras crescidas em BHI foram semeadas em meio dgar MacConkey (Kasvi®,

Parana, Brasil) com o intuito de selecionar apenas microrganismos Gram-negativos e
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descartar possiveis contaminantes. As placas foram incubadas de 18 a 24 horas a 35+2°C em
estufa bacteriologica.

Em seguida, as coldnias isoladas foram semeadas em meio Columbia Agar Base —
CAB (BD®, Heidelberg, Alemanha), incubadas de 18 a 24 horas a 35+2°C, com o intuito de
iniciar a identificacdo fenotipica através dos testes bioquimicos e conservar essas amostras em

estoque.

2.4 Identificacao fenotipica (OPLUSTIL, et al., 2010).

2.4.1 Producido de sulfeto de hidrogénio, indol e motilidade

Para a observagao das diferentes provas bioquimicas, foi utilizado o meio semissélido
S.IM Medium (Merck KGaA®, Darmstadt, Alemanha). O meio foi semeado por picada até
2/3 de profundidade e incubado de 18 a 24 horas a 35+£2°C em estufa bacterioldgica. Apos
esse periodo, foi adicionado ao meio 3 a 4 gotas do reativo de Kovacs (Newprov®, Parana,
Brasil) para analise da producao de indol.

Se a superficie do meio apresentou um precipitado de coloragdo avermelhada logo
apos a adicdo do reagente de Kovacs, ¢ um indicativo de que o microrganismo possui a
enzima triptofanase, responsavel pela hidrolise do triptofano, gerando indol. Caso tenha
ocorrido producdo de gas sulfeto de hidrogénio (H2S) a partir do tiossulfato de sédio, este
reagird com o citrato férrico amonical, produzindo o composto sulfato ferroso, responsavel
pela coloragdo escurecida do meio. J4 a motilidade pode ser observada a partir do crescimento
microbiano para além da area de inoculag@o no meio.

Como controle positivo da prova de producao do indol e da motilidade foi utilizada a
cepa Escherichia coli ATCC® 25922, e como controle negativo para os dois testes foi
utilizada a cepa Klebsiella pneumoniae ATCC® 13883. Como controle positivo para a
producio de sulfeto de hidrogénio foi utilizada a cepa Proteus mirabilis ATCC® 7002, como

controle negativo foi utilizada a cepa E. coli ATCC® 25922.
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2.4.2 Utilizacdo do citrato

Para realizar o teste foi utilizado o meio 4gar Citrato Simmons (Kasvi®, Parana,
Brasil). Ao realizar a inoculagdo, o bisel foi semeado em linha reta com a agulha
bacteriologica, e incubado por um periodo de 18 a 24 horas a 35+2°C em estufa
bacterioldgica. Ao utilizar o citrato presente no meio, € liberado CO», que combinado ao sodio
e agua, produz carbonato de sodio, uma substancia alcalina, e quando em contato com o
indicador de pH azul de bromotimol, serd possivel observar a cor azul ao longo do bisel. Foi
utilizada como controle negativo a cepa E. coli ATCC® 25922, e para controle positivo foi

utilizado a cepa K. pneumoniae ATCC® 13883.

2.4.3 Verificacdo do metabolismo

Foi utilizado o meio semissolido oxidagdo/fermentagio (OF) (BD®, Heidelberg,
Alemanha) com adi¢do de 1% de dextrose (Reagen®, Rio de Janeiro, Brasil) em tubos sem e
com o acréscimo de 1 mL de 6leo mineral (Isofar®, Rio de Janeiro, Brasil). Foram inoculados
por meio de 3 a 4 picadas até 2/3 de profundidade dos tubos com e sem o6leo, e incubados de
18 a 24 horas a 35+£2°C em estufa bacterioldgica. O meio contém glicose e o indicador de pH
azul de bromotimol. A degradacao da glicose torna o meio acido, e a presenga da coloracao
alaranjada ¢ um indicativo de mudanca do pH.

Microrganismos que apresentam o metabolismo oxidativo sdo aerobios obrigatdrios,
pois sdo capazes apenas de degradar o agucar na presenga de oxigénio (tubo sem 06leo).O
metabolismo fermentativo estd associado a microrganismos anaerdbios obrigatérios, pois o
processo sO ocorre na auséncia de oxigénio (tubo com o6leo). Além disso, também podem
apresentar simultaneamente os dois metabolismos, sendo um microrganismo anaerobio
facultativo. P. aeruginosa ATCC® 27853 foi usada como controle para metabolismo
oxidativo (aerébio obrigatério), e E. coli ATCC® 25922 como controle para metabolismo

fermentativo (anaerobio facultativo).
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2.4.4 Utilizacdo de carboidratos

Para observar a fermentacao de carboidratos, foi utilizado o caldo base vermelho fenol
(Synth®, Sdo Paulo, Brasil) acrescido de 1% dos carboidratos de escolha (glicose (Reagen®,
Rio de Janeiro, Brasil), lactose (Vetec®, Rio de Janeiro, Brasil) e sacarose (Isofar®, Rio de
Janeiro, Brasil) em tubos distintos. Apds a inoculagao das amostras com uma algada de 1 pL,
os tubos foram incubados de 18 a 24 horas a 35+2°C em estufa bacteriologica.

Por conta da presenga do indicador de pH vermelho de fenol, ao fermentar os
carboidratos ocorre a producdo de produtos acidos, provocando alteragdes no pH, por conta
disso, a interpretagao do teste pode ser feita através da observacao da coloragao fucsia. E. coli
ATCC®™ 25922 foi utilizada como controle positivo para a fermentacio da glicose e lactose, ja
para a fermentagio da sacarose foi utilizada a cepa Proteus vulgaris ATCC® 13315. Como
controle negativo da fermentacdo de glicose, lactose e sacarose, foi utilizada P. aeruginosa

ATCC® 27853.

2.4.5 Verificacao da atividade da urease

Para realizar o teste, foi utilizado a base de ureia (Synth®, Sao Paulo, Brasil) com
acréscimo de 2% de ureia (Vetec®, Rio de Janeiro, Brasil) esterilizada por meio de filtragio.
A amostra foi inoculada com auxilio de alca bacteriologica de 1 pL, e posteriormente
incubada de 18 a 24 horas a 35+£2°C em estufa bacteriologica. Em caso positivo do teste, ¢
possivel observar a cor fucsia no meio decorrente da hidrélise da ureia e consequente
producao de amonia, tornando o meio alcalino, revelado pelo indicador de pH vermelho de
fenol. P. vulgaris ATCC® 13315 foi usado como controle positivo e E. coli ATCC® 25922

como controle negativo.
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2.4.6 Utilizacio de aminoacidos

Para analise desse teste, foi utilizado o caldo base Moeller de descarboxilagdo (BD®,
Heidelberg, Alemanha), acrescido de 1% dos aminoacidos de escolha, lisina (Isofar®, Rio de
Janeiro, Brasil), arginina (Isofar®, Rio de Janeiro, Brasil) e ornitina (INLAB®, Sao Paulo,
Brasil), além do tubo sem a adi¢do de aminoacidos, utilizado como controle do meio de
cultura. Foi acrescentado 1 mL de 6leo mineral (Isofar®, Rio de Janeiro, Brasil) em todos os
tubos. A inoculagdo foi realizada com um volume de 1 pL e os tubos incubados de 18 a 24
horas a 35+£2°C em estufa bacterioldgica.

A interpretagdo do teste foi realizada através da observagao da cor presente no meio.
Caso exiba coloragdo violacea, significa que o aminoacido foi descarboxilado/hidrolisado ja
que liberou amina e tornou o meio alcalino, alterando o pH, sendo revelado pelo indicador
purpura de bromocresol. Como controle positivo para descarboxilagdo da lisina e hidrélise da
arginina foi utilizado P. aeruginosa ATCC® 27853, e para descarboxilagdo da ornitina foi
utilizado P. mirabilis ATCC® 7002. P. vulgaris ATCC® 13315 foi usado como controle

negativo para os trés aminoacidos.

2.4.7 Verificacdo da atividade da enzima desoxirribonuclease

Foi utilizado para a realizacdo do teste o meio 4agar DNase (DIFCO®, Hants,
Inglaterra). As amostras foram semeadas em pequenos circulos (spots) e incubadas por um
periodo de 24 a 48 horas a 35+£2°C em estufa bacterioldgica. Apds o crescimento, foi
adicionado 4cido cloridrico (HCI) IN (Synth®, Sdo Paulo, Brasil) ao meio para revelagio do
teste. O teste foi considerado positivo a partir da observagao de um halo transparente ao redor
da amostra, indicando degradacdo do acido nucleico (DNA), pois o acido cloridrico provoca
precipitagio do DNA no meio. Como controle positivo foi utilizado S. aureus ATCC ® 25923

e como controle negativo E. coli ATCC® 25922.


https://www.atcc.org/products/25923
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2.5 Identificacio por espectrometria de massa

2.5.1 Procedimento

As amostras foram semeadas em CAB (BD®, Heidelberg, Alemanha), e incubadas em
estufa bacteriologica por um periodo de 18 a 24 horas a 35+2°C. Em seguida, com o auxilio
de um palito de madeira, uma colonia de cada amostra foi distribuida numa placa de ago
inoxidavel, com adi¢do de 1 pL de acido féormico 98%, e 1 pL de solucdo matricial saturada
de 4cido alfa-ciano-4-hidroxicindmico (Bruker Daltonics GmbH®, Leipzig, Alemanha). Apds
esse processo, a placa de ago inoxidavel foi colocada em estufa bacterioldgica até secagem
total da solug¢do (UHLIK, et al., 2011).

Para determinar a espectrometria de massa, a placa foi inserida no equipamento
Microflex LT - Bruker Daltonics MALDI Biotyper (Bruker Daltonics GmbH®, Leipzig,
Alemanha), que opera com um laser linear positivo com frequéncia de 60Hz e um intervalo de
massas entre 2.000 e 20.000 Daltons. Os picos foram detectados pelo sistema Moddulo
FlexControl™ v.3.3 (Bruker Daltonics GmbH®, Leipzig, Alemanha) e posteriormente
processados utilizando o programa MALDI Biotyper versdo 3.1 (Bruker Daltonics GmbH®,
Leipzig, Alemanha) (BIER, et al., 2017).

2.5.2 Analise dos resultados da espectrometria de massa

Os picos verificados pelo sistema Moddulo flexAnalysis™ v.3.3 (Bruker Daltonics
GmbH®, Leipzig, Alemanha) foram comparados com um banco de dados de referéncia e a
partir disso foi gerado um score de classificagao.

Os resultados foram interpretados de acordo com as recomendacdes do fabricante,
pontuagdes com valores iguais ou acima de 2.00 s3o de alta confianga e permitem classificar
as amostras a nivel de espécie; pontuagdes que variam de 1.70 a 1.99 sdo de baixa confianga
para identifica¢@o a nivel de espécie, e permitem a classificacdo apenas a nivel de género; as
pontuacdes inferiores a 1.70 ndo permitem uma identificagdo confidvel. Para realizar o

controle da técnica foi utilizada a cepa E. coli ATCC® 25922 (ROCCA, et al, 2020).
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2.6 Determinacao de biomarcadores espécie especifico

Os espectros de massa peptidica obtidos na técnica de MALDI TOF foram submetidos
ao programa BioNumerics® v7.6.2 (Applied Maths®, Sint-Martens-Laten, Bélgica), onde os
espectros brutos foram pré-processados e normalizados usando parametros padrao (a
subtragdo da linha de base foi realizada com o Running Rolling disc, e o pico a deteccao foi
realizado usando uma relacdo sinal / ruido de 10) (PINTO, et al, 2017).

Apds o pré-processamento, os espectros foram submetidos ao pico correspondéncia, as
amostras foram agrupadas de acordo com a classificacdo de espécie, conforme os resultados
obtidos pela espectrometria de massa. Em seguida, as 62 amostras correspondentes a espécie
S. marcescens foram selecionadas e submetidas a opgdo “Recreate peak classes”, sendo
possivel visualizar os picos, assim como as 12 amostras classificadas como S. ureilytica.
O pico correspondéncia foi realizado conforme os seguintes parametros: constante de
tolerancia = 0,5; tolerancia linear = 300; deslocamento horizontal maximo = 1; taxa de
detecgdo de pico = 70 (COLODETTE, 2019). Os picos gerados foram avaliados a fim de

determinar biomarcadores especificos para caracterizagdo de espécie (PINTO, et al, 2017).

2.7 Identificacao fenotipica por sistema automatizado VITEK®2

As amostras foram semeadas em agar CLED (BD®, Heidelberg, Alemanha), incubadas
em estufa bacterioldgica a 35+£2°C por um periodo de 18 a 24 horas. Suspensdes bacterianas
foram preparadas com coldnias isoladas de cada amostra em 3 mL de solucdo salina estéril
(NaCl 0,45%) (Vyaire Medical®, Mettawa, Estados Unidos) em tubos de acrilico, ¢ a
densidade das suspensdes foi avaliada através do fotocolorimetro Densichek plus
(BioM¢érieux®, Marcy I’Etoile, Franga), seguindo o padrio de turvacdo 0,5 — 0,63 na escala
McFarland (RAMOS, 2014).

Posteriormente, os cartdes VITEK® 2 GN (BioMérieux®, Marcy 1’Etoile, Franga)
foram alocados nos cassetes e associados as suspensdes. Em seguida, os cartdes constituidos
por 47 provas bioquimicas foram inseridos no equipamento VITEK® 2 COMPACT 60

(Tabela 1). Os pogos contendo as provas bioquimicas foram entdo irradiados por feixes de
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luz, e a interpretacdo dos resultados se deu conforme as alteracdes colorimétricas resultantes
da mudanga de pH. A andlise foi acompanhada por meio do sistema de gerenciamento de
dados OBSERVA (BioMérieux®, Marcy I’Etoile, Franga) versio 4.4 (BASSANI, 2018;
FERREIRA, 2017; RAMOS, 2014; SILVA, 2020).

Seguindo as recomendagdes do fabricante, as amostras foram identificadas com uma
probabilidade de precisdo de 95% a 99%, e o nivel de confianca desses resultados variou de

“muito boa identificacdo” a “excelente identifica¢ao”.



Tabela 1- Provas bioquimicas presentes nos cartdes VITEK® 2 GN e os pogos correspondentes
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Poco Testes bioquimicos Abreviatura Poco Testes bioquimicos Abreviatura
2 Ala-Fe-pro-Arilamidase APPA 33 Sacarose / Sucrose SAC
3 Adonitol ADO 34 D-Tagatose dTAG
4 L-Pirrolidonil — Arilamidase PyrA 35 D-Trealose dTRE
5 L-Arabitol IARL 36 Citrato (s6dio) CIT
7 D-Celobiose Dcel 37 Malonato MNT
9 Beta-Galactosidase BGAL 39 5-Queto-D-Gluconato 5KG
10 Produgdo de H2S H2S 40 Alcalinizagdo L-Lactato ILATk
11 Beta-N-Acetil-Glucosaminidase BNAG 41 Alfa-Glucosidase AGLU
12 Glutamil Arilamidase pNA AGLTp 42 Alcaliniza¢do Sucinato SUCT
13 D-Glucose dGLU 43 Beta-N-Acetil-Glucosaminidase NAGA
14 Gama-Glutamil-Transferase GGT 44 Alfa-Galactosidase AGAL
15 Fermentagdo / Glicose OFF 45 Fosfatase PHOS
17 Beta-Glucosidase BGLU 46 Assimilacdo Glicina Arilamidase GlyA
18 D-Maltose dMAL 47 Ornitina descarboxilase ODC
19 D-Manitol dMAN 48 Lisina descarboxilase LDC
20 D-Manose dMNE 53 Assimilagdo L-histidina IHISa
21 Beta-xilosidase BXYL 56 Cumarato CMT
22 Beta-Alanina arilamidase pNA BAlap 57 Beta-Glucoronidase BGUR
23 L-Prolina Arilamidase ProA 58 Resisténcia O/129 (comp. vibrio) O129R
26 Lipase LIP 59 Glu-Gli-Arg-Arilamidase GGAA
27 Palatinose PLE 61 Assimilacdo L-Malato IMLTa
29 Tirosina Arilamidase TyrA 62 ELLMAN ELLM
31 Urease URE 64 Assimilacao L-Lactato ILATa
32 D-Sorbitol dSOR

Fonte: Adaptado de BASSANTI, 2018.
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2.8 Teste de sensibilidade aos antimicrobianos

2.8.1 Teste de disco-difusdo

O método de disco-difusdo foi executado segundo as recomendagdes e critérios
interpretativos estabelecidos pelo Brazilian Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
— BrCAST (2019). Antes de iniciar o procedimento, os discos foram retirados do freezer por
no minimo 20 minutos até atingirem a temperatura ambiente. Foram selecionadas coldnias
isoladas e inoculadas em solug¢do salina estéril a 0,9%, com o intuito de gerar uma suspensao
bacteriana com turbidez correspondente a 0,5 na escala de McFarland.

Posteriormente, um swab de algodao foi imerso na suspensdo bacteriana € 0 excesso
retirado na parede do tubo. Em seguida, a aliquota foi semeada em meio de cultura agar
Mueller Hinton (Kasvi®, Parana, Brasil), com espalhamento em todas as dire¢des da
superficie. Apds esse processo, os discos foram aplicados em até 15 minutos apos a
semeadura da placa, e logo depois incubadas em estufa bacterioldgica de 18 a 24 horas a
3542°C (BRCAST, 2019).

Para a interpretagdo do teste, foi mensurado com o auxilio de uma régua o diametro do
halo de inibicdo de cada antimicrobiano e consultada a tabela de pontos de corte clinico
disponibilizada pelo BrCAST, a fim de determinar se o microrganismo ¢ sensivel, sensivel
aumentando exposi¢do ou resistente aos antimicrobianos utilizados no teste. A partir dessa
classificagdo, foi possivel determinar se as amostras eram multirresistentes (MDR), que foi
definido como um microrganismo resistente a pelo menos um antimicrobiano em trés classes
ou mais (BRCAST, 2019; MAGIORAKOS, et al., 2012).

Foram utilizados os seguintes antimicrobianos: meropenem (MER) 10 pg (Cefar®,
Sdo Paulo, Brasil), imipenem (IPM) 10 pg (Oxoid®, Hampshire, Reino Unido),
ertapenem (ETP) 10 pg (Oxo0id®, Hampshire, Reino Unido), amicacina (AK) 30 pg (Oxo0id®,
Hampshire, Reino Unido), gentamicina (GEN) 10 pg (Cefar®, S3o Paulo, Brasil),
ciprofloxacina (CIP) 5 pg (Oxoid®, Hampshire, Reino Unido), aztreonam (ATM) 30 ug
(Cefar®, Sdo Paulo, Brasil) e sulfametoxazol-trimetoprim (SXT) 25 pg (Oxoid®, Hampshire,
Reino Unido). A cepa E. coli ATCC® 25922 foi utilizada como controle para os
antimicrobianos (BRCAST, 2019).
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2.9 Reacio em cadeia da polimerase para deteccido dos genes blakrc, blanom, blaoxa-as e

blaces

2.9.1 Obtencdo do DNA

A partir de uma cultura recente em Mueller Hinton (BD®, Heidelberg, Alemanha), foi
feita uma suspensdo em tubo médio de 1,5 mL tipo Eppendorf® contendo 500 uL de dgua
nuclease free estéril (Invitrogen®, Grand Island, Estados Unidos) e agitadas em Vortex
(Daigger®, New Jersey, Estados Unidos). Em seguida, as suspensdes bacterianas foram
colocadas em cuba de ultrassom (Crist6foli®, Parana, Brasil) por 3 ciclos de 30 segundos,
sendo os tubos homogeneizados a cada ciclo. Por fim, os tubos foram levados para a
centrifuga (Heraeus®, Hanau, Alemanha) por 3 minutos a 13.000 rotagdes por minuto (rpm)

(DAL et al., 2016).

2.9.2 Preparo das reacoes

Ao realizar a PCR multiplex para pesquisa dos genes blaxpc, blanpm € blaoxa-as, foi
adicionado em um tubo médio de 1,5 mL tipo Eppendorf® 0,5 pL de cada primer (3 forward e
3 reverse) com concentragio de 0.2 uM, 7.5 pL de 4gua nuclease fiee estéril (Invitrogen®,
Grand Island, Estados Unidos) e 12,5 uL de GoTaq® Green Master Mix (Promega®, Madison,
Wisconsin, Estados Unidos), [enzima 7ag DNA polimerase, desoxinucleotideo trifosfatado —
dNTP (dATP, dGTP, dCTP, dTTP), cloreto de magnésio (MgCl,), tampao de reagdo (pH 8.5)
e uma mistura de dois corantes (azul e amarelo)]. Foram distribuidos 23 pL da reacdo em
microtubos de 0,2 mL tipo Eppendorf®, e posteriormente foi adicionado 2 uL de DNA
extraido, dessa forma o volume final da reagdo foi de 25 pL. (AUSUBEL, et al., 1987;
MONTEIRO, et al., 2012; NAAS, et al., 2008; NORDMANN, et al., 2011).

Para a pesquisa do gene codificador de carbapenemase blaces, foi adicionado em um
tubo médio de 1,5 mL tipo Eppendorf® 0,75 pL de cada iniciador (foward e reverse) com
concentracio de 0.2 pM, 9 pL de 4gua nuclease fiee estéril (Invitrogen®, Grand Island,

Estados Unidos) e 12,5 uL de GoTaq® Green Master Mix (Promega®, Madison, Wisconsin,
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Estados Unidos). Foram distribuidos 23 pl da reagdo em microtubos de 0,2 mL tipo
Eppendorf®, e em seguida foi acrescentado 2 pL de DNA extraido, dessa forma o volume
final da reacdo foi de 25 pL (AUSUBEL, et al., 1987, MONTEIRO, ef al., 2012; NAAS, et
al., 2008; NORDMANN, et al., 2011).

Para realizar os testes, foram utilizadas como controle positivo dos genes investigados
as seguintes amostras da colecdo de culturas de bactérias de origem hospitalar (CCBH) do
laboratorio de infec¢dao hospitalar (LAPIH) da Fundagdo Oswaldo Cruz: blaxpc-» — CCBH
6556, blanpm — CCBH 16302, blaoxa-4s — CCBH 10079 e blages — CCBH 26696.

A reacdo foi amplificada em termociclador TC-9639 (Loccus®, Cotia, Sdo Paulo,
Brasil) e DNA Engine (Bio-rad®, Califérnia, Estados Unidos) em condi¢des diferentes

(Tabela 2) (Tabela 3). Para realizar o PCR foram utilizados os iniciadores para blaxpc

(785pb): KPC-F (TCGCTAACTCGAAACAGG), KPC-R
(TTACTGCCCGTTGACGCCAATCC); para blaxpm (345pb): NDM-F
(CGAAGCTGAGCACCGCATA), NDM-R (ATCTTGCCCTGATGCGCGTG); para blaoxa-
48 (177pb): OXA-48-F (TGTTTTTGGTGGCATCGAT), OXA-48-R
(GTAAMRATGCTTGGTTCGC); e para blacgs (594pb): GES-F

(CTATTACTGGCAGGGATCG) e GES-R (CCTCTCAATGGTGTGGGT) (MONTEIRO, et
al., 2012).

Tabela 2 - Condicdes da reagdo de PCR multiplex para detecgao de genes de carbapenemases

(blaxrec, blanpm, blaoxa-48)

Reagentes Quantidade por amostra Condicoes da reacao
Agua nuclease free estéril 7,5uL 1 ciclo: 94°C - 5min.
GoTaq® Green Master Mix 12,5uL 30 ciclos: 94°C - 45seg.
Iniciadores 0,5uL de cada iniciador (F e R) 60°C - 45seg.
DNA 2uL 72°C - 45seg.
Volume final da reacio 25uL 1 ciclo: 72°C - Smin.

Legenda: F- Foward; R - Reverse.
Fonte: Adaptado de MONTEIRO, et al., 2012.
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Tabela 3 - Condigdes da reagao para PCR para deteccao do gene de carbapenemase (blaces)

Reagentes Quantidade por amostra Condicoes da reacao
Agua nuclease free estéril ouL 1 ciclo: 94°C - Smin.
GoTaq® Green Master Mix 12,5uL 30 ciclos: 94°C - 1min.
Iniciadores 0,75uL de cada iniciador (F ¢ R) 50°C - 1min
DNA 2uL 72°C - 1min
Volume final da reacio 25ulL 1 ciclo: 72°C - Smin.

Legenda: F- Foward; R - Reverse.
Fonte: Adaptado de MONTEIRO, et al., 2012.

2.9.3 Eletroforese em gel de agarose

Para realizar a eletroforese, inicialmente foi preparado 100 mL de gel de agarose a
partir de 100 mL de tampao TBE 0,4x acrescido de 1,5 g de agarose ultrapura (Gibco BRL®,
California, Estados Unidos), e ap6s a homogeneizagao foi acrescentado 10 pLL de SYBR Safe
(Invitrogen®, Grand Island, Estados Unidos). O gel foi vertido em cuba de eletroforese, apds a
solidificagdo foi adicionado o tampao TBE 0,4x na cuba, e posteriormente foi aplicado 6 pL
do produto de PCR em cada pogo. A corrida eletroforética em cuba horizontal (Loccus®, Sdo
Paulo, Brasil) ocorreu a 110 volts (V), 400 miliampere (mA) por 35 minutos (LEE, et al.,
2012).

O gel foi visualizado e fotografado utilizando o transiluminador MiniBis Pro (DNR®,
Neve Yamin, Israel) de luz ultravioleta e um sistema computadorizado de foto documentacao.
O tamanho das sequéncias foi comparado com o padrdo de peso molecular ladder 1kb

(Invitrogen®, Grand Island, Estados Unidos) utilizado na corrida (LEE, et al., 2012).
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2.10 Avaliacdo da formacdo de agrupamento segundo os espectros obtidos por

espectrometria de massa

Os espectros obtidos a partir da metodologia MALDI TOF foram exportados para o
software BioNumerics® v7.6.2 (Applied Maths®), onde foram pré processados e normalizados
(COLODETTE, 2019). Um dos objetivos foi gerar um dendrograma utilizando o coeficiente
de similaridade de Dice em conjunto com o método UPGMA. Além disso, também foi
elaborada uma arvore, sem raizes, usando o coeficiente de correlagdo de Pearson e o
algoritmo de Neighbor joining. Essas duas representagdes graficas foram utilizadas com o
intuito de realizar um grupamento das amostras baseado nos espectros de massa, a fim de
demonstrar o percentual e a relagdo de proximidade entre as linhagens (FARIA, et al., 2012;

PINTO, et al, 2017; RODEL , et al, 2019).
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3 RESULTADOS

3.1 Amostragem

Foram selecionadas 103 amostras de Serratia spp. a partir da colecdo de culturas
obtidas de pacientes com (n= 9) e sem FC (n= 94) assistidos em diferentes unidades
hospitalares do HUPE. A maioria das amostras foi originaria do Centro de Terapia Intensiva
(CTI) geral (13,6%) e da nefrologia (10,7%). Essas amostras foram oriundas de diversos
espécimes bioldgicos, como sangue (61,2%), aspirado/secrecdo traqueal (13,6%), escarro
(11,7%), urina (3%), material fibrinoso do pulmao (2%), ponta de cateter (1%), abscesso
(1%), secrecao purulenta (1%), secrecao de ferida (1%), secrecao bronquica (1%) e crosta da
cavidade nasal (1%).

As amostras foram distribuidas de modo heterogéneo ao longo dos anos, com maior
concentracdo nos anos 2019 (n= 27), 2011 (n= 18), 2014 (n= 12) e 2020 (n= 10). Os
espécimes clinicos mais numerosos ndo foram observados de forma regular no decorrer dos
anos, amostras de sangue se concentraram em 2019 (n= 17), de aspirado/secrecao traqueal em

2014 (n= 6) e de escarro em 2019 (n= 6) (Tabela 4).
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Tabela 4 — Distribuicao das 103 amostras de Serratia spp. incluidas no presente estudo, de acordo com o espécime clinico, data de coleta e

origem clinica (continua)

Amostra  FC/NFC Data da Material Clinica Amostra FC/NFC Data da coleta Material Clinica
coleta
2956 NCF 11/07/2002 Sangue Enf. 17 12872 NFC 30/05/2011 Sangue Nefrologia
3154 NFC 23/10/2002  Ponta de cateter Nefrologia 12874 NFC 25/05/2011 Sec. traqueal CTI Geral
3581 NFC 13/09/2003 Sangue UTI neonatal 12993 NFC 09/06/2011 Sec. traqueal CTI Geral
4190 FC 01/07/2004 Escarro IFF 12994 NFC 09/06/2011 Sec. traqueal CTI Geral
5798 NFC 24/11/2006 Sangue Urologia 13004 NFC 02/06/2011 Crosta cavidade ORL
nasal (pega)
6696 A NFC 17/10/2007 Sangue Cardiologia 13435 NFC 05/08/2011 Sangue Nefrologia
6696 B NFC 17/10/2007 Sangue Cardiologia 13462 NFC 10/08/2011 Urina AMI
6946 NFC 27/11/2007 Sangue Nefrologia 13532 NFC 20/06/2011 Sangue CTI Geral
6947 NFC 02/01/2008 Sangue UTI neonatal 13545 NFC 23/06/2011 Sec. traqueal Nefrologia
6957 NFC 11/12/2007 Sangue Cir. Cardiaca 13547 NFC 23/06/2011 Sec. traqueal CTI Geral
7105 NFC 21/02/2008 Sangue Nefrologia 13595 FC 06/07/2011 Escarro PPC
7106 NFC 22/02/2008 Sangue Nefrologia 13648 NFC 19/07/2011 Sangue Hematologia
7145 NFC 25/02/2008 Sangue Cardiologia 14508 NFC 08/05/2012 Sangue CTI Geral
7183 NFC * Sangue Nefrologia 14519 NFC 20/05/2012 Sangue Nefrologia
7192 NFC 10/03/2008 Sangue Hemodialise 14870 NFC 05/08/2012 Sangue U. Coronariana
7456 NFC 18/03/2008 Sangue Hemodialise 14928 NFC 18/07/2012 Urina NESA
7771 * 07/07/2008 Sangue * 15366 NFC 09/10/2012 Urina Enf. 11
11424 NFC 11/01/2011 Sec. traqueal CTI Geral 16089 NFC 21/02/2013 Sangue CTI Cardiaco
11740 NFC 08/02/2011 Sangue CTI Geral 16187 NFC 19/03/2013 Sangue CTI Geral
11979 NFC 01/03/2011 Sangue Hemodidlise 16261 NFC 19/03/2013 Sangue CTI Geral
12076 NFC 16/05/2011 Sec. traqueal UCIPG 16467 NFC 03/06/2013 Sec. traqueal UCIPG
12678 NFC 26/04/2011 Sangue NESA 17397 NFC 21/01/2014 Sec. traqueal Enf. 14
12698 NFC 29/04/2011 Sec. ferida Enf. 17657 NFC 21/03/2014 Sangue Enf. 15
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Tabela 4 — Distribuicao das 103 amostras de Serratia spp. incluidas no presente estudo, de acordo com o espécime clinico, data de coleta e
origem clinica (continua¢ao)

Amostra FC/NFC Data da coleta Material Clinica Amostra FC/NFC Data da coleta Material Clinica
17763 NFC 03/04/2014 Sangue CTI Geral 22356 NFC 22/08/2019 Sangue UI cirtrgica
17805 NFC 14/04/2014 Sangue Enf. 18 22357 NFC 22/08/2019 Sangue Ul
17852 NFC 29/04/2014 Sec. Traqueal DIP 22358 NFC 23/08/2019 Sangue PG
17908 NFC 08/05/2014 Sec. Traqueal CTI Geral 22401 NFC 12/09/2019 Sangue U. coronariana
17949 NFC 20/05/2014 Sec. Traqueal Clinica Médica 22407 NFC 09/09/2019 Sangue Neurologia
18054 NFC 03/08/2014 Sangue Cir. Geral 22408 NFC 10/09/2019 Escarro Pneumologia
18101 NFC 14/06/2014 Sangue Ul 22426 NFC 25/09/2019 Asp. traqueal Enf. 03
18653 NFC 08/11/2014 Sec. Purulenta Urologia 22427 NFC 25/09/2019 Asp. traqueal Enf. 03
18672 NFC 11/11/2014 Sec. Traqueal CTI Geral 22428 * 25/09/2019 Escarro *
18752 NFC 02/12/2014 Sec. Traqueal CTI Geral 22437 FC 25/09/2019 Escarro HUPE/INT/FC
19382 FC 30/03/2015 Escarro IFF 22438 FC 25/09/2019 Escarro HUPE/INT/FC

19793 A NFC 10/07/2015 Mat. fibrinoso pulmédo D Cir. Torécica 22450 NFC 02/10/2019 Sangue Cardiologia

19793 B NFC 10/07/2015 Mat. fibrinoso pulmédo D Cir. Torécica 22454 NFC 03/10/2019 Sec. abscesso CTI cardiaco
20195 FC 20/10/2015 Escarro IFF 22461 NFC 08/10/2019 Sangue Nefrologia
21186 FC 04/07/2017 Escarro IFF 22466 NFC 07/10/2019 Escarro Pneumologia
21795 NFC 14/08/2018 Sangue Enf. 11 22470 FC 11/10/2019 Escarro PPC
21796 NFC 14/08/2018 Sangue Enf. 11 22472 NFC 09/10/2019 Sangue PG
21854 NFC 03/09/2018 Sangue Enf. 22473 NFC 01/10/2019 Sangue Pediatria
21901 FC 20/09/2018 Escarro IFF 22474 NFC 08/10/2019 Sangue Nefrologia
22173 NFC 26/06/2019 Sangue Cardiologia 22501 NFC 08/11/2019 Sangue Ul cirtrgica
22184 NFC 11/07/2019 Sangue Cardiologia 22521 NFC 13/11/2019 Sangue UTI pediatrica
21921 NFC 01/10/2018 Sangue UCIPG 22522 NFC 22/11/2019 Sangue Enf. 17
22283 NFC 06/08/2019 Aspirado traqueal UTI neonatal 22531 NFC 22/11/2019 Sangue Ul cirtrgica




Tabela 4 — Distribuicao das 103 amostras de Serratia spp. incluidas no presente estudo, de acordo com o espécime clinico, data de coleta e

origem clinica (conclusio)

Amostra FC/NFC  Data da coleta Material Clinica Amostra FC/NFC Data da coleta Material Clinica
22556 NFC 12/12/2019 Sangue Dermato. Enf. 22780 NFC 27/07/2020 Sangue U. coronariana
22594 NFC 23/01/2020 Sangue CTI cardiaco 22781 NFC 21/10/2020 Asp. traqueal UTI covid 2
22623 NFC 29/01/2020 Sangue UTI neonatal 22782 NFC 05/11/2020 Sangue Neurocirurgia
22779 NFC 20/05/2020 Sangue Covid 22783 NFC 12/11/2020 Sangue U. coronariana
22777 NFC 25/05/2020 Sangue Enf-17/18 22784 NFC 12/11/2020 Sangue U. coronariana
22778 NFC 25/06/2020 Sangue U. coronariana

Legenda: * = informag¢@o ndo identificada; FC — Pacientes com fibrose cistica; NFC — Pacientes sem fibrose cistica; Sec. - Secre¢do; Mat. - Material;, D — Direito; Asp. —

Fonte: A autora, 2022.

Aspirado; AMI - Ambulatério de medicina integral; Cir. - Cirurgia; CTI — Centro de terapia intensiva; UTI — Unidade de terapia intensiva; Ul — Unidade
intermediaria; Enf. - Enfermaria; DIP - Doengas infecciosas ¢ parasitarias; NESA - Nucleo de estudos da saudo do adolescente; ORL — Otorrinolaringologia; PG -

Plantdo geral; U. - Unidade; UCIPG — Unidade de cuidados intensivos do plantdo geral; Dermato. - Dermatologia; HUPE — Hospital Universitario Pedro Ernesto;

IFF — Instituto Fernandes Figueira; PPC - Policlinica Piquet Carneiro; INT — Internado.
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3.2 Identificacao por metodologias fenotipicas

As 103 amostras apresentaram resultados nas provas fenotipicas compativeis com
S. marcescens, isto €, metabolismo fermentativo, moveis, utilizaram o citrato como unica
fonte de carbono, e ndo produziram sulfeto de hidrogénio e indol. Além disso, foram capazes
de fermentar os agucares glicose e sacarose. Apresentaram atividade das enzimas DNase,
lisina descarboxilase, ornitina descarboxilase e nenhuma exibiu atividade da arginina

dihidrolase. Trinta e duas amostras (31%) apresentaram atividade fraca da enzima urease.

3.3 Identificacido por espectrometria de massa

A andlise das 103 amostras feita pelo equipamento Microflex LT - Bruker Daltonics
MALDI Biotyper (Bruker Daltonics GmbH®, Leipzig, Alemanha) demonstrou que todas as
amostras pertencem ao género Serratia spp., além de apresentar valores de score,
possibilitando a identificacdo das amostras em espécies (Tabela 5).

Com base nos valores de score apresentados, as amostras foram classificadas a nivel
de género caso apresentasse pontuagdes que variassem de 1.70 a 1.99, e em espécie com
pontuagdes iguais ou acima de 2.00. A partir dessa informagdo, 62 (60,1%) amostras foram
caracterizadas como S. marcescens, 12 (11,6%) como Serratia ureilytica, e 29 (28,1%) foram
identificadas apenas em género. Neste ultimo caso, o equipamento sugeriu a identificagdo

como S. marcescens e/ou S. ureilytica (Tabela 5).



Tabela 5 — Identificacdo das amostras de Serratia spp. de acordo com o resultado da analise por espectrometria de massa e seus respectivos
valores de score (continua)

44

Amostra Microrganismo Score Microrganismo Score Amostra Microrganismo Score Microrganismo Score
(1" identificacio) (2" identificacdo) (1" identificacio) (2% identificacao)
2956* S. marcescens 1.753 Identificag¢do nao 1.632 12993 S. marcescens 2.026 S. marcescens 2.001
confiavel

3154* S. marcescens 1.802 S. marcescens 1.743 12994 S. marcescens 2.143 S. marcescens 2.141
3581 S. marcescens 2.338 S. marcescens 2.242 13004* S. marcescens 1.993 S. ureilytica 1.97
4190 S. marcescens 2.081 S. marcescens 1.89 13435 S. marcescens 2.147 S. marcescens 2.052
5798* S. marcescens 1.927 S. marcescens 1.843 13462 S. marcescens 2.031 S. marcescens 2.012
6696 A S. marcescens 2.083 S. marcescens 2.028 13532 S. marcescens 2.173 S. marcescens 2.141
6696 B S. marcescens 2.05 S. marcescens 1.987 13545 S. marcescens 2.11 S. marcescens 2.059
6946* S. marcescens 1.995 S. marcescens 1.992 13547 S. marcescens 2.156 S. marcescens 2.071
6947 S. marcescens 2.055 S. marcescens 1.98 13595 S. marcescens 2.039 S. marcescens 2.037
6957* S. marcescens 1.811 S. marcescens 1.771 13648 S. marcescens 2.17 S. marcescens 2.105
7105 S. marcescens 2.09 S. marcescens 1.929 14508 S. marcescens 2.026 S. marcescens 1.977
7106 S. marcescens 2.195 S. marcescens 2.114 14519 S. marcescens 2.083 S. marcescens 2.045
7145 S. marcescens 2.139 S. marcescens 2.011 14870 S. marcescens 2.207 S. marcescens 2.117
7183 S. marcescens 2.025 S. marcescens 1.966 14928* S. marcescens 1.906 S. marcescens 1.856
7192 S. marcescens 2.018 S. marcescens 1.982 15366 S. marcescens 2.025 S. marcescens 1.997
7456 S. marcescens 2.013 S. marcescens 2.013 16089 S. marcescens 2.097 S. marcescens 1.992
7771 S. marcescens 2.01 S. marcescens 1.987 16187 S. marcescens 2.039 S. ureilytica 2.001
11424 S. marcescens 2.138 S. ureilytica 2.085 16261 S. marcescens 2.012 S. marcescens 1.966
11740 S. marcescens 2.231 S. marcescens 2.118 16467 S. ureilytica 2.163 S. marcescens 2.124
11979 S. marcescens 2.185 S. ureilytica 2.173 17397 S. marcescens 2.052 S. marcescens 1.996
12076* S. ureilytica 1.975 S. marcescens 1.905 17657 S. marcescens 2.068 S. marcescens 1.856
12678* S. marcescens 1.774 S. marcescens 1.716 17763 S. marcescens 2.236 S. marcescens 2.069
12698 S. marcescens 2.287 S. marcescens 2.256 17805 S. ureilytica 2.141 S. marcescens 2.125
12872* S. marcescens 1.944 S. marcescens 1.88 17852 S. marcescens 2.072 S. ureilytica 2.02




Tabela 5 — Identificacdo das amostras de Serratia spp. de acordo com o resultado da analise por espectrometria de massa e seus respectivos
valores de score (continuagio)

Amostra Microrganismo Score Microrganismo Score Amostra Microrganismo Score Microrganismo Score
(1" identificacio) (2% identificacio) (1% identificacio) (2% identificacdo)
17908 S. ureilytica 2.177 S. marcescens 2.106 22407* S. ureilytica 1.954 S. marcescens 1.861
17949 S. ureilytica 2.313 S. marcescens 2.133 22408* S. marcescens 1.997 S. marcescens 1.947
18054 S. marcescens 2.141 S. ureilytica 2.015 22426 S. ureilytica 2.034 S. marcescens 1.921
18101 S. ureilytica 2.15 S. marcescens 2.117 22427 S. ureilytica 2.202 S. marcescens 1.78
18653 S. marcescens 2.013 S. marcescens 1.92 22428* S. marcescens 1.794 S. marcescens 1.762
18672 S. marcescens 2.045 S. ureilytica 1.96 22437 S. marcescens 2.119 S. marcescens 2.018
18752 S. marcescens 2.04 S. marcescens 1.933 22438* S. marcescens 1.796 S. marcescens 1.742
19382 S. marcescens 2.092 S. marcescens 2.089 22450* S. marcescens 1.783 Identificagdo 1.615
ndo confiavel
19793 A S. marcescens 2.295 S. marcescens 2.12 22454* S. marcescens 1.825 S. marcescens 1.704
19793 B S. marcescens 2.245 S. marcescens 2.196 22461% S. ureilytica 1.737 S. marcescens 1.718
20195 S. marcescens 2.2 S. marcescens 2.024 22466 S. ureilytica 2.152 S. marcescens 2.046
21186* S. marcescens 1.909 S. marcescens 1.827 22470 S. marcescens 2.148 S. marcescens 1.883
21795 S. marcescens 2.039 S. marcescens 1.947 22472 S. marcescens 2.225 S. marcescens 2.089
21796 S. marcescens 2.096 S. marcescens 2.059 22473 S. marcescens 2.068 S. marcescens 2.037
21856 S. marcescens 2.019 S. marcescens 1.994 22474 S. marcescens 2.091 S. marcescens 2.009
21901* S. marcescens 1.747 Identificacao 1.633 22501 S. marcescens 2.088 S. marcescens 2.001
ndo confiavel
21921 S. marcescens 2.129 S. ureilytica 2.116 22521 S. marcescens 2.24 S. marcescens 2.214
22173 S. ureilytica 2.262 S. marcescens 2.144 22522 S. marcescens 2.046 S. marcescens 2.023
22184 S. ureilytica 2.319 S. marcescens 2.21 22531* S. marcescens 1.992 S. marcescens 1.915
22283* S. ureilytica 1.927 S. marcescens 1.835 22556* S. marcescens 1.776 S. marcescens 1.734
22356 S. marcescens 2.007 S. marcescens 1.968 22594 S. marcescens 2.216 S. ureilytica 2.182
22357* S. marcescens 1.916 S. ureilytica 1.84 22623* S. marcescens 1.911 S. marcescens 1.871
22358* S. marcescens 1.952 S. ureilytica 1.905 22779* S. marcescens 1.996 S. marcescens 1.964

22401 S. marcescens 2.159 S. marcescens 2.083 22777 S. marcescens 2.075 S. marcescens 1.976




Tabela 5 — Identificacdo das amostras de Serratia spp. de acordo com o resultado da analise por espectrometria de massa e seus respectivos
valores de score (conclusio)

Amostra Microrganismo Score Microrganismo Score Amostra  Microrganismo Score Microrganismo Score
(1* identificacao) (2% identificacio) (1" identificacio) (2% identificacdo)

22778* S. marcescens 1.921 S. marcescens 1.836 22782* S. marcescens 1.989 S. marcescens 1.937

22780 S. ureilytica 2.128 S. marcescens 1.999 22783* S. ureilytica 1.925 S. marcescens 1.773

22781 S. ureilytica 2.101 S. marcescens 1.985 22784* S. marcescens 1.971 S. marcescens 1.918

Legenda: * - amostras identificadas apenas a nivel de género.
Fonte: A autora, 2022.
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3.4 Deteccio de biomarcadores

Os espectros gerados pela andlise do MALDI TOF foram inseridos no programa
Bionumerics v.7.6.2 (Applied Maths®, Sint-Martens-Laten, Bélgica) e analisados quanto a
correlagdo da similaridade, a fim de identificar peptideos biomarcadores espécie especificos.
Para realizar tal processo, foi executada a fung¢ao de correspondéncia de picos.

Para a andlise dos biomarcadores da espécie S. marcescens, foram utilizadas as
amostras (n=62) que exibiram score = 2.00. Ao realizar a correspondéncia de picos, o
programa forneceu 24 picos dentro da faixa de 2691.22 m/z até 10321.26 m/z (Tabela 6).

Em seguida, foram selecionadas apenas as amostras (n=12) identificadas como S.
ureilytica com score 2 2.00. Ao gerar a correspondéncia de picos, foi possivel constatar a
presenca de 48 picos dentro da faixa de 3115.76 m/z a 12619.33 m/z (Tabela 6).

Portanto, nesse estudo foram considerados biomarcadores espécie especificos aqueles
presentes em pelo menos 70% das amostras analisadas, visto que todos os picos presentes
acima desse percentual em uma espécie, estavam ausentes na outra espécie.

Foi analisado também a intensidade dos picos espécie especificos (Tabela 7). Para
avaliar esse item, foi calculado a média da intensidade de cada biomarcador, e a partir disso,
0s picos que apresentaram intensidade abaixo da média foram lidos como ausentes naquela
amostra.

E possivel observar que os percentuais estio abaixo de 70% de presenca, valor
anteriormente tido como referéncia para a determinacdo de picos biomarcadores. Para a
espécie S. marcescens, os percentuais variam de 32,7% a 45,9%, e para S. ureilytica, estdo na
faixa de 25% a 66,6%. Mesmo aqueles que estavam presentes em 100% das amostras em

determinada espécie, apresentaram baixa intensidade (Tabela 7).



48

Tabela 6 — Percentual de presenca de biomarcadores espécie especificos em amostras de
Serratia spp (continua)

Relacdo m/z S. marcescens S. ureilytica
(n=62) (n=12)
(%) (%)
2691.22 96,7 0
2827.03 86,8 0
3060.18 85,2 0
3115.76 0 100
3115.83 96,7 0
3607.78 78,6 0
3607.90 0 83,3
3639.21 0 100
3842.57 0 75
3916.63 83,6 0
3916.82 0 91,6
3965.28 77 0
3965.51 0 91,6
4125.07 0 75
4188.38 0 100
4188.62 77 0
4354.12 88,5 0
4354.13 0 91,6
4436.21 0 75
4609.84 0 91,6
4772.56 0 100
4772.65 96,7 0
4785.60 0 100
4863.04 70,4 0
4998.34 0 83,3
5161.86 0 100
5386.12 100 0
5386.32 0 91,6
5643.96 0 75
5709.41 0 75
6121.76 0 91,6
6121.86 96,7 0
6232.93 100 0
6233.11 0 83,3
6310.64 0 75
6375.82 0 75
6449.11 83,6 0
6449.13 0 83,3
6551.61 0 91,6

7215.51 0 100




Tabela 6 — Percentual de presenga de biomarcadores espécie especificos em amostras de
Serratia spp (conclusdo)

Relacio m/z S. marcescens S. ureilytica
(n=62) (n=12)
(%) (%)
7215.62 100 0
7278.24 0 100
7278.53 100 0
7524.87 0 91,6
7832.51 93,4 0
7832.96 0 83,3
7930.23 0 100
7930.39 86,8 0
8248.91 0 91,6
8375.77 0 100
8375.99 88,5 0
8416.11 0 83,3
8870.18 0 75
8904.77 0 75
8987.07 0 83,3
9071.18 0 83,3
9112.26 0 75
9218.41 93,4 0
9218.69 0 83,3
9542.97 98,3 0
9543.26 0 91,6
9568.37 73,7 0
9568.45 0 91,6
9993.82 0 83,3
10321.26 88,5 0
10322.22 0 83,3
10555.62 0 75
10664.03 0 91,6
11005.66 0 83,3
11285.05 0 75
11415.72 0 75
12619.33 0 83,3

Fonte: A autora, 2022.



Tabela 7 — Percentual de intensidade dos picos biomarcadores encontrados em cada espécie

(continua)
Relacdo m/z S. marcescens S. ureilytica
(n=62) (n=12)
(%) (%)
2691.22 39,3 0
2827.03 37,7 0
3060.18 459 0
3115.76 0 41,6
3115.83 36 0
3607.78 344 0
3607.90 0 58,3
3639.21 0 50
3842.57 0 50
3916.63 37,7 0
3916.82 0 50
3965.28 32,7 0
3965.51 0 41,6
4125.07 0 25
4188.38 0 50
4188.62 36 0
4354.12 344 0
4354.13 0 33,3
4436.21 0 58,3
4609.84 0 50
4772.56 0 50
4772.65 344 0
4785.60 0 58,3
4863.04 442 0
4998.34 0 50
5161.86 0 66,6
5386.12 42,6 0
5386.32 0 41,6
5643.96 0 50
5709.41 0 58,3
6121.76 0 41,6
6121.86 39,3 0
6232.93 39,3 0
6233.11 0 41,6
6310.64 0 41,6
6375.82 0 58,3
6449.11 39,3 0
6449.13 0 66,6
6551.61 0 50

7215.51 0 58,3




Tabela 7 — Percentual de intensidade dos picos biomarcadores encontrados em cada espécie

(conclusdo)
Relacio m/z S. marcescens S. ureilytica
(n=62) (n=12)
(%) (%)
7215.62 42,6 0
7278.24 0 50
7278.53 36 0
7524.87 0 41,6
7832.51 42,6 0
7832.96 0 58,3
7930.23 0 50
7930.39 37,7 0
8248.91 0 25
8375.77 0 50
8375.99 37,7 0
8416.11 0 333
8870.18 0 66,6
8904.77 0 41,6
8987.07 0 66,6
9071.18 0 50
9112.26 0 33,3
9218.41 37,7 0
9218.69 0 50
9542.97 40,9 0
9543.26 0 50
9568.37 45,9 0
9568.45 0 50
9993.82 0 41,6
10321.26 32,7 0
10322.22 0 58,3
10555.62 0 41,6
10664.03 0 41,6
11005.66 0 41,6
11285.05 0 50
11415.72 0 58,3
12619.33 0 50

Fonte: A autora, 2022.
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Os picos foram exportados para o programa Excel (Microsoft®, EUA) no formato de
tabela bindria de presenca e auséncia. A variacdo dos percentuais de presenca dos picos
exibidos na tabela 6 estdo representados de forma colorimétrica na figura 1, com o intuito de
simplificar a andlise visual. A cor azul representa a presenca do biomarcador em 100% das
amostras; verde: representa a presenga em 90-99% das amostras; amarelo: representa a
presenca em 70-89% das amostras e vermelho a auséncia do biomarcador.

E possivel observar na figura 1 que os picos coloridos de vermelho para S. marcescens
(ausentes em 100% das amostras), estdo presentes em percentuais que variam de 75% a 100%
nas amostras de S. ureilytica. Além disso, os picos coloridos em vermelho para S. ureilytica,
podem ser observados em S. marcescens com variagdes de percentual (70,4% a 100%). As
duas espécies nao exibiram picos em comum.

Os picos 3115.76 m/z, 3639.21 m/z, 4188.38 m/z, 4772.56 m/z, 4785.60 m/z, 5161.86
m/z, 7215.51 m/z, 7278.24 m/z, 7930.23 m/z e 8377 m/z aparecem em 100% das amostras de
S. ureilytica. J& os picos 5386.12 m/z, 6232.93 m/z, 7215.62 e 7278.53 m/z estdo presentes

em 100% das amostras de S. marcescens.
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Figura 1 - Classificag¢do colorimétrica do percentual de variagdo de presenca dos picos biomarcadores em amostras de Serratia marcescens e

Serratia ureilytica (continua)

BIOMARCADORES
2023 ala|3|3|3l3|3 |33 |3|e|a|a|e|a|ala|a]alalalals|s|s|s|s]|6|6|6|6]|6]s
sl o1 |1|6|6|6l8|olalalol|t|1|1|3|alals|7]7|7|8]olt|a|s]lel7|t|1]2|2]3]3
MADITOF | g 2 6|1 |1 |olol3|a|1|1|elel2|a|a|s|s|3lol7|7|8|6|alel|la|a|alol2|2|3|3]|1]7
tl7lols|s|7|7]el2]6|6|s|5|s|a|s|e|alelo|2]2|s5|3]s|1|6]|6]ala|lt|1]2|3]0]s
o {1787 9|2 |s|e|8|2|s|o|3|e|1|1]|2]a|s|6|slol3|a|t1|3|alal7|8]a]1]s
203 lslelalslolt 7|32l |17 ]al2|2]al1lel|s|s|olelalal2]2]e|l1]|6]|6|a|1]e]2

5. marcescens
5. ureilytica
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Figura 1 - Classificac¢do colorimétrica do percentual de variagdo de presenca dos picos biomarcadores em amostras de Serratia marcescens e

Serratia ureilytica (conclusao)

BIOMARCADORES
SN NN
sl6|s |7 77|77 |7|7|7|7|8|s|8|8|8|s|8|s|9|als|s|9|g|a|s|o|lololo|1]|1]|1]2
slae|s 2222 |s|els|o|ol2|a|s|els|alolo|1|2]2]|5]|5|5|s5|o|3|3|s|s|0o]|2|4]6s
MALDITOF | g f g | s 21|77 2|33 |3 |3 |al7|7]1|7]ole|7|1|1|1]|a|a|6|6|9]2|2]|5|6|0|8]1]1
s|s|1|s|s|s|8|al2]2|o|lols|s|s|s|lola|7]|1]|2|8|s|2|3|8|a|3|1|2|5]a|5]|5]|5]%s
1|16 ls|sl2|s|e|s|ol2|3lal7]e|s|1|7]o]1]|2|ale]|a|2|3|alsg|2|2|6|l0o]|6]|0]|7]3
13|l l2]el|s|7lals|3|9lil7]e|alel7]7]8|6|1]e|7|6|7|s5]|2|6|2|2]3]|6|35|2]3:

5. marcescens
S, ureilytica
Legenda: Azul: representa a presenga do biomarcador em 100% das amostras; Verde: representa a presenca em 90-99% das amostras; Amarelo: representa a presenga em
70-89% das amostras.

Fonte: A autora, 2022.
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3.5 Identificacdo pelo sistema VITEK®2

Para realizar essa andlise, foram utilizadas apenas as amostras identificadas como S.
ureilytica com score acima de 2.00 pela espectrometria de massa, com o intuito de realizar
uma comparagdo entre os resultados obtidos nos testes de identificagdo. De acordo com o
resultado obtido pela analise do sistema VITEK® 2, todas as 12 amostras avaliadas foram
identificadas como S. marcescens com um percentual de confianga > 95%. Em relacdo a
identificacdo, os resultados foram iguais aos apresentados pelo teste fenotipico manual e

distintos da identificacdo obtida por espectrometria de massa.

3.6 Comparacio entre os resultados obtidos nos testes fenotipicos

As amostras identificadas como S. ureilytica por espectrometria de massa com score
acima de 2.00 na primeira leitura foram identificadas como S. marcescens com alto percentual
de confianga pelo sistema VITEK® 2. Ao avaliar separadamente as provas bioquimicas do
equipamento, foi observado que nenhuma amostra apresentou atividade da enzima urease,
caracteristica de S. wreilytica. Enquanto sete das 12 amostras apresentaram um resultado
positivo fraco para esta enzima por meio das provas manuais. Além disso, ao analisar os
resultados da atividade da enzima arginina dihidrolase, foi observado resultado negativo para
todas as amostras, diferente do que era esperado para caracterizar essa espécie.

A partir dos resultados das analises fenotipicas, ndo foi observada concordancia entre

as identificacdes apresentadas (Tabela 8).
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Tabela 8 — Comparacao entre os resultados obtidos a partir da identificacdo por espectrometria de massa, pelo sistema VITEK® 2 e por provas

bioquimicas, utilizando as amostras caracterizadas como S. ureilytica pelo MALDI TOF

Amostra 1° Identificacio Score 2° Identificacao Score Identificacao Percentual de Urease Urease Arginina
MALDI-TOF MALDI-TOF VITEK®?2 confianca VITEK®?2 Bioquimica dihidrolase
(manual) Bioquimica
(manual)
16467 S. ureilytica 2.163 S. marcescens 2.124 S. marcescens 99% Negativa Negativa Negativa
17805 S. ureilytica 2.141 S. marcescens 2.125 S. marcescens 99% Negativa Positiva (fraca) Negativa
17908 S. ureilytica 2.177 S. marcescens 2.106 S. marcescens 99% Negativa Positiva (fraca) Negativa
17949 S. ureilytica 2.313 S. marcescens 2.133 S. marcescens 99% Negativa Positiva (fraca) Negativa
18101 S. ureilytica 2.15 S. marcescens 2.117 S. marcescens 99% Negativa Positiva (fraca) Negativa
22173 S. ureilytica 2.262 S. marcescens 2.144 S. marcescens 95% Negativa Positiva (fraca) Negativa
22184 S. ureilytica 2319 S. marcescens 2.21 S. marcescens 99% Negativa Positiva (fraca) Negativa
22426 S. ureilytica 2.034 S. marcescens 1.921 S. marcescens 99% Negativa Positiva (fraca) Negativa
22427 S. ureilytica 2.202 S. marcescens 1.78 S. marcescens 99% Negativa Negativa Negativa
22466 S. ureilytica 2.152 S. marcescens 2.046 S. marcescens 99% Negativa Negativa Negativa
22780 S. ureilytica 2.128 S. marcescens 1.999 S. marcescens 99% Negativa Negativa Negativa
22781 S. ureilytica 2.101 S. marcescens 1.985 S. marcescens 99% Negativa Negativa Negativa

Fonte: A autora, 2022.
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3.7 Teste de sensibilidade aos antimicrobianos

Os resultados encontrados no teste de disco-difusao mostraram que pouco mais de um
terco das amostras de Serratia spp. apresentaram resisténcia a algum antimicrobiano testado.
Os maiores percentuais de resisténcia foram para os antimicrobianos aztreonam
(n=36; 34,9%) e sulfametoxazol-trimetoprim (n=27; 26,2%). Em relagdo aos carbapenémicos,
os percentuais de amostras resistentes chegaram a 15,5% (n=16), com destaque para o

ertapenem, em seguida o imipenem (n=6; 5,8%) e meropenem (n=2; 1,9%) (Tabela 9).

Tabela 9 - Taxas de resisténcia aos antimicrobianos determinadas pelo método de disco-
difusdo em amostras de Serratia spp.

Total
Antimicrobianos n=103
S (%) I (%) R (%)
Meropenem 96 (93,2) 54.,8) 2(1,9)
Imipenem 89 (86,4) 8(7,7) 6 (5,8)
Ertapenem 87 (84,4) 0(0) 16 (15,5)
Amicacina 79 (76,6) 2(1,9) 22 (21,3)
Gentamicina 83 (80,5) 1(0,9) 19 (18,4)
Ciprofloxacina 60 (58,2) 25 (24,2) 18 (17,4)
Aztreonam 65 (63,1) 2(1,9) 36 (34,9)
Sulfametoxazol-Trimetoprim 76 (73,7) 0(0) 27 (26,2)

Legenda: S - sensivel; I - sensivel aumentando exposicao; R - resistente.
Fonte: A autora, 2022.

Analisando o perfil de resisténcia, foi possivel classificar 28 (27,1%) amostras como
multirresistentes (MDR). Entre as amostras classificadas como MDR, 8 (28,5%) amostras
exibiram resisténcia a pelo menos um carbapenémico, 23 (82,1%) amostras apresentaram
resisténcia a pelo menos um aminoglicosideo, 26 (92,8%) amostras demonstraram resisténcia
ao aztreonam, 20 (71,4%) amostras exibiram resisténcia ao sulfametoxazol-trimetoprim, e 14

(50%) amostras apresentaram resisténcia ao ciprofloxacino (Tabela 10).
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Tabela 10 — Distribuicdo das amostras conforme o perfil de resisténcia elaborado a partir dos
resultados obtidos por disco-difusao

Perfil de resisténcia Perfil n° de amostras
MER-IPM-ERT-AK-CIP-AZT 1 1
IPM-ERT-AK-CIP-AZT 2 1
AK-CN-CIP-AZT-SXT 3 4
MER-IPM-ERT-CIP 4 1
ERT-CIP-AZT-SXT 5 1
IPM-ERT-AK-AZT 6 1
AK-CN-AZT-SXT 7 6
AK-CN-CIP-AZT 8 1
IPM-ERT-AZT 9 2
ERT-CIP-AZT 10 3
CIP-AZT-SXT 11 1
AK-AZT-SXT 12 3
CN-AZT-SXT 13 4
ERT-AK-CIP 14 1
CN-CIP-SXT 15 1
AK-CN-AZT 16 1
AK-CN-SXT 17 1
AZT-SXT 18 3
ERT-AZT 19 4
AK-SXT 20 1
CN-SXT 21 1
ERT-AK 22 1
SXT 23 1
CIP 24 3

Legenda: MER — Meropenem; IPM — Imipenem; ERT — Ertapenem; AK — Amicacina; CN — Gentamicina;
AZT — Aztreonam; CIP — Ciprofloxacina; SXT — Sulfametoxazol-trimetoprim.
Fonte: A autora, 2022.
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3.8 Correlacio dos perfis de resisténcia aos antimicrobianos e os biomarcadores obtidos

por espectrometria de massa

Foram analisados visualmente os perfis de presenca e auséncia dos biomarcadores de
acordo com a tabela bindria visualizada no Excel (Microsoft®, EUA). A partir dessa

observagdo, foi elaborada uma tabela agrupando as amostras que apresentaram perfis
idénticos de picos biomarcadores e sua correlacdo com o teste de sensibilidade aos
antimicrobianos, a fim de encontrar uma relagdo entre as amostras alocadas no mesmo perfil.
Baseado nisso, foi constatada a presenca de 10 perfis correspondentes de biomarcadores, estes
foram classificados de acordo com as letras do alfabeto (Tabela 11).

Os perfis F e J apresentaram carater multissensivel, enquanto os outros perfis exibiram
variagoes em relagdo ao resultado apresentado no teste de suscetibilidade aos antimicrobianos.
As amostras 17949 e 22781 oriundas de secrecao/aspirado traqueal pertencem ao perfil A, a
amostra 17949 exibiu resisténcia a ciprofloxacino, aztreonam e sulfametoxazol-trimetoprim, e
se mostrou sensivel aos aminoglicosideos e aos carbapenémicos, ja& a amostra 22781
apresentou sensibilidade a gentamicina, ciprofloxacino e sulfametoxazol-trimetoprim,
sensibilidade aumentando exposi¢do a meropenem, e resisténcia aos carbapenémicos
imipenem e ertapenem, amicacina e aztreonam.

O perfil B ¢ composto por duas amostras provenientes de sangue (3581 e 22521). A
amostra 3581 apresentou sensibilidade aos carbapenémicos e gentamicina, sensibilidade
aumentando exposicdo ao ciprofloxacino e aztreonam, e resisténcia ao aminoglicosideo
amicacina e ao sulfametoxazol-trimetoprim. A amostra 22521 exibiu sensibilidade
aumentando exposicdo ao carbapenémico imipenem e sensibilidade aos outros
antimicrobianos testados.

As amostras 7771 e 11740 oriundas de sangue formam o perfil C. Apresentaram em
comum a sensibilidade aos carbapenémicos e aminoglicosideos, além da resisténcia ao
sulfametoxazol-trimetoprim. Enquanto a amostra 11740 apresentou resisténcia a gentamicina
€ ao aztreonam, a amostra 7771 se mostrou sensivel. Além disso, 7771 possui carater sensivel
aumentando exposi¢ao a ciprofloxacino, enquanto 11740 ¢é suscetivel.

O perfil D ¢ composto por 13 amostras, dentre estas, as amostras 13547, 13532,
12994, 12993, 13545, 15366 e 7183 apresentaram um perfil de suscetibilidade similar.

Exibiram sensibilidade aos carbapenémicos, sensibilidade aumentando exposi¢ao ao
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ciprofloxacino e resisténcia aos aminoglicosideos, ao aztreonam e sulfametoxazol-
trimetoprim. Com excec¢do das amostras 12994, 15366 ¢ 7183 que apresentaram sensibilidade
a um ou dois dos aminoglicosideos testados, além da amostra 7183 que exibiu carater sensivel
aumentando exposicdo a ciprofloxacino. Ja as amostras 7106 ¢ 14508 sdo suscetiveis aos
carbapenémicos e resistente aos demais antimicrobianos. A amostra 14870 exibiu carater
multissensivel, ja as amostras 20195 e 19382 eram suscetiveis aumentando exposi¢cdo a um
dos aminoglicosideos testados. Além disso, a amostra 17397 apresentou resisténcia aos
betalactamicos testados, com exce¢ao do meropenem, e exibiu sensibilidade aos demais.

O perfil E ¢ constituido pelas amostras 7105 e 18752, provenientes de sangue e
secrecdo traqueal, respectivamente. A amostra 18752 ¢ suscetivel a todos os antimicrobianos,
exceto o ciprofloxacino, diferente da amostra 7105, que possui sensibilidade apenas aos
carbapenémicos.

As amostras 18672 e 21921, oriundas de secregdo traqueal e sangue respectivamente,
compdem o perfil G. Apresentaram sensibilidade aos carbapenémicos, com exce¢do do
ertapenem, suscetibilidade aos aminoglicosideos e ao sulfametoxazol-trimetoprim, resisténcia
ao aztreonam, porém a amostra 18672 ¢ resistente a ciprofloxacino e a 21921 ¢ sensivel
aumentando exposi¢ao.

O perfil H é composto por trés amostras (18054, 17763 e 17657) procedentes de
sangue. As amostras 17763 e 17657 apresentaram um perfil multissensivel, diferente da
amostra 18054, que ¢ resistente a aztreonam e sulfametoxazol-trimetoprim, além de ser
suscetivel aumentando exposi¢ao ao ciprofloxacino.

Duas amostras (16261 e 16187) oriundas de sangue integram o perfil I. Em comum,
elas apresentaram sensibilidade aos aminoglicosideos, sulfametoxazol-trimetoprim e
meropenem, além da resisténcia ao ertapenem e aztreonam. A amostra 16261 ¢ resistente ao
ciprofloxacino e sensivel aumentando exposi¢do ao imipenem. J4 a amostra 16187 ¢ sensivel
ao imipenem e suscetivel aumentando exposicao ao ciprofloxacino.

A partir da andlise das amostras que apresentaram perfis de biomarcadores similares,
foi possivel observar tanto perfis de suscetibilidade idénticos quanto diferentes. Sendo assim,
ndo foi identificada uma associacdo direta entre perfis semelhantes em relagdo a

suscetibilidade aos antimicrobianos.



Tabela 11 — Perfis de similaridade baseados na tabela binaria de biomarcadores (continua)
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Perfil Amostras/Espécie Data Material MER IPM ERT AK CN CIP AZT SXT
A 179495 20/05/2014 Secrecao traqueal S S S S S R R R
A 2278150 21/10/2020 Aspirado traqueal I R R R S S R S
B 35815m 13/09/2003 Sangue S S S R S I I R
B 225218m 13/11/2019 Sangue S I S S S S S S
C 77718m 07/07/2008 Sangue S S S S S I S R
C 117408™ 08/02/2011 Sangue S S S S R S R R
D 71835m * Sangue S S S R S I R R
D 71065™ 22/02/2008 Sangue S S S R R R R R
D 201955m 20/10/2015 Escarro S S S I S S S S
D 19382 5m 30/03/2015 Escarro S S S S I S S S
D 17397 Sm 21/01/2014 Secregdo traqueal I R R S S S R S
D 15366 5m 09/10/2012 Urina S S S S S I R R
D 14870 Sm 05/08/2012 Sangue S S S S S S S S
D 14508 Sm 08/05/2012 Sangue S S S R R R R R
D 13547 Sm 23/06/2011 Secregdo traqueal S S S R R I R R
D 13532 5m 20/06/2011 Sangue S S S R R I R R
D 12994 Sm 09/06/2011 Secregdo traqueal S S S S R I R R
D 12993 Sm 09/06/2011 Secrecdo traqueal S S S R R I R R
D 13545 5m 23/06/2011 Secregdo traqueal S S S R R I R R




Tabela 11 — Perfis de similaridade baseados na tabela binéria de biomarcadores (conclusao)

Perfil Amostras/Espécie Data Material MER IPM ERT AK CN CIP AZT SXT
E 71055m 21/02/2008 Sangue S S S R R R R R
E 18752 5m 02/12/2014 Secrecdo traqueal S S S S S R S S
F 6947 Sm 02/01/2008 Sangue S S S S S S S S
F 21796 5m 14/08/2018 Sangue S S S S S S S S
F 217955m 14/08/2018 Sangue S S S S S S S S
G 18672 5m 11/11/2014 Secrecdo traqueal S S R S S R R S
G 21921 5m 01/10/2018 Sangue S S R S S I R S
H 18054 Sm 03/08/2014 Sangue S S S S S I R R
H 17763 5m 03/04/2014 Sangue S S S S S S S S
H 17657 5m 21/03/2014 Sangue S S S S S S S S
I 16261 5m 19/03/2013 Sangue S I R S S R R S
I 161875m 19/03/2013 Sangue S S R S S I R S
J 22594 5m 23/01/2020 Sangue S S S S S S S S
J 22473 8m 01/10/2019 Sangue S S S S S S S S
J 22470 5m 11/10/2019 Escarro S S S S S S S S
J 22401 Sm 12/09/2019 Sangue S S S S S S S S

Legenda: S.m = Serratia marcescens; S.u = Serratia ureilytica; S= sensivel; I = sensivel aumentando a exposi¢ao; R = resistente; MER = meropenem; IPM = imipenem;
ERT = ertapenem; AK = amicacina; CN = gentamicina; CIP = ciprofloxacina; AZT = aztreonam; SXT = sulfametoxazol-trimetoprim; * = informacdo nio
identificada.

Fonte: A autora, 2022.
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3.9 Pesquisa de genes codificadores de carbapenemases

A pesquisa de genes codificadores de carbapenemases por PCR nas 103 amostras de
Serratia spp. revelou em apenas 3 (2,9%) o gene blaxpc. Duas amostras isoladas de sangue
(22531, 22783) e uma (22781) de aspirado traqueal. Apenas a amostra 22780 oriunda de
sangue exibiu o gene blanpm. Nenhuma amostra exibiu os genes codificadores blaoxa-4s €
blages (Tabela 12).

O resultado obtido pelo PCR foi comparado com o teste de sensibilidade aos
antimicrobianos (TSA). De acordo com os dados exibidos na tabela 12, a amostra 22780
identificada como S. ureilytica pela espectrometria de massa, apresentou resisténcia aos trés
carbapenémicos (meropenem, imipenem ¢ ertapenem) ¢ ao ciprofloxacino, sendo sensivel aos
demais antimicrobianos testados.

As amostras 22531 e 22783 foram identificadas apenas a nivel de género como
Serratia spp., € a amostra 22781 foi identificada como S. ureilytica. O resultado do TSA das
amostras 22531, 22781 e 22783 foram semelhantes, as duas primeiras amostras exibiram
resisténcia a imipenem e ertapenem, em relagdo ao meropenem, foram classificadas como
sensivel aumentando exposi¢cdo. Ja a amostra 22783 foi considerada resistente aos trés
carbapenémicos. As trés amostras apresentaram resisténcia ao aztreonam e a pelo menos um
aminoglicosideo. Além disso, apenas a amostra 22781 exibiu sensibilidade ao ciprofloxacino.
Todas mostraram sensibilidade ao sulfametoxazol-trimetoprim.

Com base nessas informagdes, foi possivel correlacionar os resultados obtidos. A
resisténcia aos carbapenémicos acompanhada de sensibilidade ao aztreonam sugere a
presenca de uma metalo-betalactamase, como foi observada na amostra 22780. J& a
resisténcia aos carbapenémicos em conjunto com a resisténcia ao aztreonam, ou seja,
resistente a todos os betalactamicos testados, indica a presenca de uma serino-carbapenemase,

como foi descrita nas amostras 22531, 22781 e 22783 (Tabela 12).



Tabela 12 — Perfil de sensibilidade aos antimicrobianos das amostras que exibiram genes codificadores de carbapenemase
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Amostra  Genes Espécie Data Material Clinica MER IPM ERT AK CN CIP AZT SXT
(MALDI TOF)
22780 blanpm S. ureilytica 27/07/2020 Sangue U. Coronariana R R R S S R S S
22531 blaxpc Serratia spp. 22/11/2019 Sangue UI Cirtrgica I R R R S R R S
22783 blaxpc Serratia spp. 12/11/2020 Sangue U. Coronariana R R R R S R R S
22781 blakpc S. ureilytica 21/10/2020 Aspirado UTI Covid 2 I R R R S S R S
traqueal

Legenda: S= sensivel; I = sensivel aumentando a exposi¢ao; R = resistente; MER = meropenem; IPM = imipenem; ERT = ertapenem; AK = amicacina; CN = gentamicina;

CIP = ciprofloxacina; AZT = aztreonam; SXT = sulfametoxazol-trimetoprim.
Fonte: A autora, 2022.
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3.10 Agrupamentos baseado nos espectros de massa obtidos entre Serratia spp.

Para analisar o dendrograma representado na figura 2, foi utilizado como ponto de
corte o percentual de 85% de similaridade entre as amostras. Com base nisso, foi realizado um
agrupamento das amostras que compartilharam o mesmo cluster, sendo assim, amostras

similares pertencem ao mesmo perfil.



Figura 2 — Dendrograma representando o percentual de proximidade entre as amostras de Serratia marcescens e Serratia ureilytica (continua)
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Figura 2 — Dendrograma representando o percentual de proximidade entre as amostras de Serratia marcescens e Serratia ureilytica (conclusdo)

Fonte: A autora, 2022.
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A tabela 13 foi elaborada utilizando os perfis de similaridade baseados na analise dos
clusters do dendrograma, a partir disso, foi comparado o resultado do teste de sensibilidade
das amostras pertencentes ao mesmo perfil.

O perfil 1 esta representado pelas amostras 12874 e 11740, oriundas de secrecao
traqueal e sangue, respectivamente. Apresentaram sensibilidade aos carbapenémicos e a
amicacina, além da resisténcia a gentamicina, aztreonam e sulfametoxazol-trimetoprim.
Enquanto a amostra 12874 ¢ suscetivel aumentando exposicao ao ciprofloxacino, a amostra
11740 exibiu sensibilidade.

O perfil 2 é composto por duas amostras de sangue (22356 e 22521) com perfil
multissensivel, com excecdo da sensibilidade aumentando exposicdo ao imipenem
apresentado pela amostra 22521.

O perfil 3 ¢ constituido por duas amostras de S. marcescens (7456 e 7192) e duas de
S. ureilytica (22184 e 22173), oriundas de sangue. Todas elas exibiram perfil multissensivel,
exceto a amostra a 7192, que apresentou resisténcia aos aminoglicosideos e ao aztreonam,
além de ser suscetivel aumentando exposicao a ciprofloxacino.

Duas amostras compdem o perfil 4 (15366 e 12994), provenientes de urina e secrecao
traqueal. Apresentaram um perfil suscetivel aos carbapenémicos, resistente a aztreonam,
sulfametoxazol-trimetoprim e sensivel aumentando exposicao a ciprofloxacino. Sao sensiveis
aos aminoglicosideos, com excecdo da amostra 12994 que se mostrou resistente a
gentamicina.

O perfil 5 ¢ formado pelas amostras 7105 e 7106, estas exibiram perfis de
suscetibilidade idénticos, sendo sensiveis aos carbapenémicos e resistentes aos outros
antimicrobianos testados.

Uma amostra de material fibrinoso do pulmao (19793B) e outra de secre¢do traqueal
(18752) integram o perfil 6. As duas amostras apresentam um carater multissensivel, apenas a
amostra 18752 se mostrou resistente ao ciprofloxacino.

O perfil 7 ¢ formado por duas amostras provenientes de sangue (7145 e 14519) e uma
de material fibrinoso do pulmio (19793A) que exibiram sensibilidade a todos os
antimicrobianos. As amostras 17763 e 16089 oriundas de sangue compdem o perfil 8, sendo
as duas multissensiveis.

O perfil 9 € composto pelas amostras 13462, 21856 e 13545 provenientes de materiais
diferentes. Duas destas apresentaram perfis idénticos (13462 e 13545), sendo sensiveis aos
carbapenémicos, resistente aos aminoglicosideos, aztreonam e sulfametoxazol-trimetoprim,

além de ser sensivel aumentando exposi¢dao a ciprofloxacino. A amostra 21856 difere por
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exibir resisténcia ao ertapenem, sensibilidade aos aminoglicosideos e a sulfametoxazol-
trimetoprim.

Quatro amostras formam o perfil 10, sendo a amostra 14870 sensivel a todos os
antimicrobianos. As amostras 13532 e 7183 exibiram um perfil quase idéntico, sendo sensivel
aos carbapenémicos, resistente ao aztreonam e sulfametoxazol-trimetoprim, além da
sensibilidade aumentando exposicdo ao ciprofloxacino, diferindo apenas em relagdo aos
aminoglicosideos, sendo a amostra 7183 sensivel apenas a gentamicina. Ja a amostra 21921 ¢
resistente  ao  ertapenem, sensivel aos  aminoglicosideos e  sensivel ao
sulfametoxazol-trimetoprim.

O perfil 11 é formado pelas amostras 17657 e 14508, que sdo sensiveis a todos os
antimicrobianos, com excecdo da amostra 14508 que exibiu resisténcia aos aminoglicosideos,
ciprofloxacino, aztreonam e sulfametoxazol-trimetoprim.

O perfil 12 é composto por quatro amostras, duas pertencem a espécie S. marcescens
(18054 e 11424) e duas foram caracterizadas como S. ureilytica (17908 e 18101). Todas
apresentaram sensibilidade aos carbapenémicos, apenas a amostra 18101 exibiu resisténcia ao
ertapenem. Somente a amostra 11424 mostrou resisténcia a amicacina, em relacdo ao
ciprofloxacino, as amostras 18054 e 11424 exibiram sensibilidade aumentando exposicao,
enquanto a 18101 mostrou resisténcia e a 17908 sensibilidade. Todas apresentaram resisténcia
ao aztreonam e sulfametoxazol-trimetoprim.

As amostras 4190, 21795 e 21796 que formam o perfil 13, sendo a primeira oriunda de
escarro e as outras duas de sangue. Estas apresentaram sensibilidade a todos os
antimicrobianos testados. O perfil 14 ¢ constituido por duas amostras da espécie
Serratia ureilytica, sendo a amostra 22466 multissensivel, j4 a 22780 apresentou resisténcia a
todos os carbapenémicos e ao ciprofloxacino.

O perfil 15 ¢ composto por amostras de espécies distintas, a amostra 22522
(S. marcescens) ¢ sensivel a todos os antimicrobianos, com exce¢ao do ciprofloxacino. Ja a
amostra 22781 (S. ureilytica) apresentou resisténcia aos carbapenémicos, com excecao do
meropenem, e resisténcia a amicacina e ao aztreonam.

Ap6s a andlise dos perfis de similaridade e sua relacdo com o teste de sensibilidade
aos antimicrobianos, foi possivel observar que amostras agrupadas no mesmo cluster nao
apresentaram obrigatoriamente o mesmo perfil de resisténcia. Apesar da proximidade, ndo foi

verificada uma relagdo entre as amostras referente a essa questao.



Tabela 13 - Perfil de similaridade entre as amostras e sua correlagdo com o teste de sensibilidade aos antimicrobianos (continua)

70

Perfil Amostra Material Identificacdo MER IPM ERT AK CN CIP AZT SXT
1 12874 Secrecdo traqueal S. marcescens S S S S R I R R
1 11740 Sangue S. marcescens S S S S R S R R
2 22356 Sangue S. marcescens S S S S S S S S
2 22521 Sangue S. marcescens S I S S S S S S
3 7456 Sangue S. marcescens S S S S S S S S
3 22184 Sangue S. ureilytica S S S S S S S S
3 7192 Sangue S. marcescens S S S R R I R S
3 22173 Sangue S. ureilytica S S S S S S S S
4 15366 Urina S. marcescens S S S S S I R R
4 12994 Secregdo traqueal S. marcescens S S S S R I R R
5 7106 Sangue S. marcescens S S S R R R R R
5 7105 Sangue S. marcescens S S S R R R R R
6 19793B Mat. Fibrinoso do pulméao S. marcescens S S S S S S S S
6 18752 Secregdo traqueal S. marcescens S S S S S R S S
7 7145 Sangue S. marcescens S S S S S S S S
7 19793* Mat. Fibrinoso do pulméao S. marcescens S S S S S S S S
7 14519 Sangue S. marcescens S S S S S S S S
8 17763 Sangue S. marcescens S S S S S S S S
8 16089 Sangue S. marcescens S S S S S I S S
9 13462 Urina S. marcescens S S S R R 1 R R
9 21856 Sangue S. marcescens S S R S S 1 R S
9 13545 Secrecao traqueal S. marcescens S S S R R 1 R R
10 13532 Sangue S. marcescens S S S R R I R R
10 21921 Sangue S. marcescens S S R S S I R S
10 7183 Sangue S. marcescens S S S R S I R R
10 14870 Sangue S. marcescens S S S S S S S S
11 17657 Sangue S. marcescens S S S S S S S S
11 14508 Sangue S. marcescens S S S R R R R R




Tabela 13 - Perfil de similaridade entre as amostras e sua correlagdo com o teste de sensibilidade aos antimicrobianos (conclusao)

71

Perfil Amostra Material Identificacdo MER IPM ERT AK CN CIp AZT SXT
12 18054 Sangue S. marcescens S S S S S I R R
12 17908 Secregdo traqueal S. ureilytica S S S S S S R R
12 11424 Secrecdo traqueal S. marcescens S S S R S I R R
12 18101 Sangue S. ureilytica S S R S S R R R
13 4190 Escarro S. marcescens S S S S S S S S
13 21795 Sangue S. marcescens S S S S S S S S
13 21796 Sangue S. marcescens S S S S S S S S
14 22780 Sangue S. ureilytica R R R S S R S S
14 22466 Escarro S. ureilytica S S S S S S S S
15 22781 Aspirado traqueal S. ureilytica I R R R S S R S
15 22522 Sangue S. marcescens S S S S S R S S

Legenda: MER - meropenem; IPM - imipenem; ERT - ertapenem; AK - amicacina; CN - gentamicina; CIP - ciprofloxacina; AZT - aztreonam; SXT - sulfametoxazol-

trimetoprim.

Fonte: A autora, 2022.
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Na figura 3, é possivel observar uma arvore sem raizes elaborada para o estudo da
relacdo filoprotedmica entre as amostras, estas foram distribuidas em espécie S. marcescens
(n=62) e S. ureilytica (n=12), identificadas pela coloracao.

Ao analisar, foi visto que as duas espécies compartilhavam ramos na arvore. Apesar de
haver uma distingdo entre as duas espécies referente ao perfil de espectros e biomarcadores
encontrados, ndo foi possivel observar uma diferenciagdo clara entre ambas em relagdo a
posicdo de cada espécie nos ramos da arvore filoprotedmica, demonstrando que ha uma

significativa proximidade entre elas.

Figura 3 — Arvore Neighbor Joining demonstrando a relagio filoprotedmica das amostras de

Serratia spp.

Legenda: Circulo verde: amostras de S. marcescens; Circulo vermelho: amostras de S. ureilytica.
Fonte: A autora, 2022.
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4 DISCUSSAO

As espécies de Serratia spp. causam uma variedade de infecgdes, como bacteremia,
infeccdes do trato urinario e pneumonia, bem como outras infec¢des menos comuns,
incluindo infec¢des oculares ou de pele e partes moles. Em nosso estudo, a maioria das
amostras foi originaria de unidades criticas (CTI e Nefrologia) e isoladas de sangue,
corroborando com dados da literatura que apontam que as infec¢des mais graves causadas por
esse microrganismo estdo relacionadas a pacientes de unidades criticas, como por exemplo,
casos de endocardite infecciosa, doenca com notavel morbidade e mortalidade (FERREIRA,
et al., 2022; IOANNOU, et al., 2022).

Os testes bioquimicos manuais empregados na rotina laboratorial s3o capazes de
identificar, com acuracia, S. marcescens (PEREIRA; DA SILVA, 2014). Nesse trabalho, as
provas fenotipicas empregadas apresentaram resultados compativeis com essa espécie em
todas as amostras.

Apbs a realizagdo de testes bioquimicos, foi aplicada a técnica MALDI-TOF para
identificacdo. Conforme os resultados obtidos, 62 amostras foram caracterizadas como
S. marcescens, 12 amostras como S. ureilytica e 29 amostras foram identificadas apenas a
nivel de género. Foi observado que aproximadamente metade das amostras apresentaram
score > 2.00 na segunda identificacdo, e que ndo houve conformidade entre todos os
resultados das duas identificagdes nessas amostras. Isso se deve ao fato de que a diferenciagao
entre essas duas espécies pelo método MALDI-TOF ¢ dificultada pela alta proximidade
filogenética entre as duas espécies, como ja& demonstrada na literatura pelo sequenciamento do
gene  RNAr 16S, que demonstrou um percentual de 98,3% de similaridade (BHADRA;
ROY; CHAKRABORTY, 2005; DAHDOUH, et al., 2021; PARK, et al., 2021).

Devido a discrepancia entre os resultados apresentados pelas duas técnicas anteriores,
foi empregado o método de identificagdo bioquimica automatizada por meio do sistema
VITEK®2, que costuma desempenhar uma boa identificacdo de enterobactérias (LING, et al.,
2001; O’HARA; MILLER, 2003). Para essa analise, foram utilizadas apenas as amostras
identificadas como S. wreilytica (n=12) pelo MALDI-TOF. Essas amostras foram
identificadas como S. marcescens e onze delas apresentaram uma taxa de 99% de confianca,
indicando uma excelente identificagdo. Apenas uma amostra apresentou um percentual de
95% de confianga, sugerindo uma identificacdo muito boa. Essa diminuicdo do nivel de

confianca ocorreu devido a discordancia no resultado do teste para verificagdo da enzima
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alfa-galactosidase (AGAL). Apesar disso, ndo houve alteragdo na identificacdo (DAHDOUH,
etal.,2021; WALLET, et al., 2005).

Foi possivel verificar que as espécies S. marcescens € S. ureilytica possuem perfis
bioquimicos muito semelhantes, com exce¢ao de algumas provas, como o teste de hidrolise da
arginina, que € positivo no caso de S. ureilytica. Além disso, S. ureilytica é capaz de utilizar a
ureia como unica fonte de nitrogénio para o seu crescimento, diferente da S. marcescens, que
possui apenas 15% de probabilidade de apresentar atividade da enzima urease. Todas as
amostras apresentaram resultado negativo para a presenca da enzima arginina dihidrolase, e
sete das 12 amostras exibiram atividade fraca da enzima urease (BHADRA; ROY;
CHAKRABORTY, 2005; DAHDOUH, et al., 2021; OPLUSTIL, et al., 2010).

Devido ao fato dos testes empregados nesse estudo ndo serem “padrdo ouro” para a
diferenciagdo dessas duas espécies, ndo foi possivel afirmar qual dessas metodologias
identificou corretamente a espécie, pois ¢ recomendado a realizagdo do sequenciamento de
genes conservados (DAHDOUH, et al., 2021; WALLET, et al., 2005).

Com base nos resultados apresentados na andlise por espectrometria de massa, foi
realizada uma pesquisa de biomarcadores, ou seja, proteinas ribossomais, em sua maioria
desconhecidas, com o intuito de encontrar algum elemento que diferenciasse as duas espécies
(COLODETTE, 2019; CROXATTO; PROD’HOM; GREUB, 2012).

Ao analisar os picos biomarcadores encontrados, foi observado que as duas espécies
apresentaram perfis de espectros distintos. Por meio dessa dissemelhanga foi possivel
distinguir S. marcescens de S. ureilytica utilizando a espectrometria de massa. Estudos
adicionais sdo necessarios para confirmacao desses achados através do sequenciamento de
genes conservados. Até o momento nao ha dados na literatura que avaliem a presenca de
biomarcadores para identificagdo de Serratia spp.

Avaliando a intensidade, verificamos que os picos exibiram baixa intensidade, até
mesmo em biomarcadores com alta prevaléncia entre as amostras. Esse fato deve ser levado
em consideragdo, ja que algumas diferengas no processo pré-analitico e analitico podem gerar
variagdes em relacdo aos resultados apresentados. Além disso, existem picos com a razao
massa/carga muito proximas entre as duas espécies, o que pode ser explicado pelo pequeno
numero de amostras e pela falta de replicatas para validar a presenga ou a auséncia destes
picos.

No entanto, alguns estudos demonstram a capacidade do uso da avaliacdo de picos
para identificagdo / tipificacdo de microrganismos. Sauget et al. (2016) identificaram 15 picos

especificos para o complexo clonal S. aureus CC398. Os autores destacaram a capacidade de



75

discriminacdo e a possibilidade da sua inclusdo em andlises de rotina. Satisfatdrios também,
foram os resultados encontrados por Clark et al. (2013) ao avaliarem patotipos de E. coli,
como E. coliprodutora de toxina Shiga (STEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E.
coli enterotoxigénica (ETEC) e E. coli enteropatogénica (EPEC). A analise foi capaz de
agrupar corretamente os isolados conforme seu patotipo, no entanto, os autores recomendaram
a aplicacdo do método como ferramenta de triagem para posterior confirmacgao.

Alguns autores salientam que a avaliagdo de biomarcadores com o propodsito de
identificacdo bacteriana, ainda ndo pode substituir os métodos convencionais, visto que
existem diversas variaveis capazes de modificar os resultados da andlise, como o preparo da
amostra, as condi¢des de crescimento e até as configura¢des do equipamento, por isso, &
recomendado o uso apenas como uma técnica complementar. Porém, foram ressaltadas as
vantagens frente as outras metodologias, como a rapidez, o baixo custo e a capacidade de
produzir espectros de boa qualidade, essenciais na diferenciacdo das espécies (PINTO, et al.,
2017; ROSERO, et al., 2020; SAUGET, et al., 2017).

Aproximadamente 1/3 das amostras de Serratia spp apresentaram resisténcia a pelo
menos um dos antimicrobianos testados, destacando AZT e SXT, cerca de 27% das amostras
foram classificadas como MDR. A taxa de resisténcia ao AZT (n=36; 34,9%), pode ser
explicada, em parte, pela possibilidade da presenga de ESBL, relacionadas a resisténcia a esse
monobactamico. Na literatura recente, os relatos de casos de enterobactérias produtoras de
ESBL sao menos frequentes, visto que hd uma prevaléncia de circulagdo de carbapenemases
por conta da pressdo seletiva devido ao uso empirico e excessivo de carbapenémicos no
ambiente hospitalar. A resisténcia a SXT (n=27; 26,2%) pode estar associada, em parte, a
genes plasmidiais como o gene su/. Porém, neste trabalho ndo foram pesquisados genes
codificadores de outras enzimas além de carbapenemases (BONNET, ef al., 2000;
CARVALHALIS, 2015; DA SILVA; LINCOPAN, 2012; GUGLIERI, 2020; KIM; YANG;
KIM, 2017; LAGO; FUENTEFRIA; FUENTEFRIA, 2010; DOS SANTOS; LEAL;
CAVALCANTE, 2016; RODRIGUES; DE MESQUITA, 2016).

Em relagdo aos carbapenémicos, foi observado uma taxa de resisténcia que variou de
1,9% a 15,5%, com destaque para ERT. Os microrganismos pertencentes a familia
Enterobacteriaceae costumam apresentar resisténcia a diversas classes de antimicrobianos,
porém, a grande preocupagdo gira em torno daquelas denominadas ERCs (Enterobactérias
Resistentes a Carbapenémicos). No Brasil, o maior problema se dd em razdo da producao da
enzima KPC, j& considerada endémica (MAGALHAES; SOARES, 2018; TILAHUN, et al.,
2021).
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Na analise temporal da resisténcia aos carbapenémicos em Serratia spp. nesse
trabalho, observamos o aparecimento de resisténcia a pelo menos um dos carbapenémicos
testados no ano de 2013, sem que houvesse uma continuidade desse fenotipo ao longo dos
anos. Um possivel viés nesse estudo ¢ a auséncia de coleta de amostras nos anos de 2009,
2010 e 2016.

Por apresentar resisténcia intrinseca e adquirida a diferentes classes de
antimicrobianos, Serratia spp. ¢ classificada como um microrganismo multirresistente. Dentre
os 12 perfis MDR observados, a maioria apresentou resisténcia a pelo menos um dos
aminoglicosideos. A resisténcia a aminoglicosideos em S. marcescens tem sido relacionada a
presenga da enzima RmtB (DOI, et al., 2004). Além disso, metade dos perfis MDR exibiram
resisténcia ao ciprofloxacino, isso pode ter relacdo com as bombas de efluxo RND do tipo
SdeAB, ja que esse sistema ¢ capaz de conferir resisténcia intrinseca a fluoroquinolonas em
S. marcescens (DA CRUZ, et al., 2021; TOBA, et al., 2019).

Foi realizada uma andlise comparativa entre os diferentes perfis de resisténcia
observados com os perfis de biomarcadores (n=10) com a finalidade de buscar uma relagao,
que pudesse ser aplicada como ferramenta de rdpido diagndstico na rotina laboratorial, uma
vez que, a presenga de perfis de picos especificos ja poderia ser relacionada com perfis MDR.
Os resultados obtidos na andlise comparativa ndo mostraram associagdo entre perfis de
biomarcadores e os resultados do teste de suscetibilidade aos antimicrobianos, possivelmente
devido a maioria das amostras serem sensiveis aos antimicrobianos testados.

Neste trabalho foram pesquisados os genes blaxrec, blanpwm, blaoxa-as € blaces nas 103
amostras de Serratia spp. Apenas trés amostras apresentaram produtos de amplificagcdo
compativeis com o gene blaxpc. A carbapenemase do tipo KPC vem sendo apontada como a
mais comumente encontrada em amostras de hospitais brasileiros, incluindo Serratia spp.
(CAL et al., 2008; DE OLIVEIRA, et al., 2014; DE PAULA, et al., 2016; MARGATE, et al.,
2015; PINTO, et al., 2014; VIEGAS; SOARES, 2018).

Um estudo conduzido em UTI de um hospital de ensino terciario localizado em
Dourados, no Mato Grosso do Sul, entre os anos de 2011 e 2013 com 30 amostras de
S. marcescens resistentes a carbapanémicos, apontou que 24 (80%) eram produtoras da
enzima KPC-2, entre essas, seis amostras carreavam simultaneamente o gene blamp-10. O
autor destaca que os pacientes infectados com essa associagdo apresentaram uma alta taxa de
mortalidade (100%) (SILVA, et al., 2015). Outro trabalho realizado com 54 amostras clinicas

de S. marcescens isoladas de pacientes da UTI de um hospital em Palmas, Tocantins,



77

exibiram altas taxas de resisténcia aos beta-lactdmicos, sendo confirmada a presenga dos
genes blaxpc € blatem em todas as amostras (FERREIRA, et al., 2020).

Uma unica amostra que apresentou resisténcia fenotipica aos trés carbapenémicos
avaliados, carreava o gene blanpm. Essa amostra foi isolada de sangue e identificada como
S. wreilytica pelo MALDI-TOF. Poucos sdo os relatos sobre a presenca desse gene em
S. marcescens. Em um estudo com 42 isolados de S. marcescens apenas uma amostra exibiu o
gene blanpm, enquanto 35 amostras foram blaxpc-2 positivo (PRADO, et al., 2022).

Cento e trinta e um isolados de enterobactérias resistentes a carbapenémicos de um
hospital universitario em Marraquexe, Marrocos, foram analisados. Destes, apenas duas
amostras (1%) pertenciam a espécie S. marcescens, somente uma exibiu o gene blanpm
(LOQMAN, et al., 2021). Entretanto, desde sua primeira descri¢do no Brasil em Providencia
rettgeri (CARVALHO-ASSEF, et al., 2013), tem se observado sua dispersao em membros da
ordem FEnterobacterales, P. aeruginosa e Acinetobacter spp. (DA SILVA, et al., 2019;
PEREZ, et al., 2021; PILLONETTO, et al., 2014; WINK, et al., 2021).

Apesar de poucos relatos desssa metalo beta-lactamase em Serratia spp., casos de
amostras albergando simultaneamente blaxpc € blanpm j4 foram descritos. Em 2020 foi
descrito o primeiro caso no Brasil dessa associagdo em S. marcescens resistente a pelo menos
um carbapenémico isolada de trés hospitais de Recife entre 2016 e 2018 (FIRMO, et al.,
2020). Um ano apos esse relato, foi descrito outro episddio envolvendo cinco amostras,
oriundas de infec¢des da corrente sanguinea de pacientes do Hospital das Clinicas em Sao
Paulo, no decorrer de 2012 a 2016, entre essas, apenas uma amostra pertencia a espécie
S. marcescens, carreando simultaneamente os genes blaxpc-2 € blanpm-1, € teve como desfecho
clinico o 6bito do paciente (BES, et al., 2021).

Além disso, como a metalo beta-lactamase ndo ¢ capaz de inibir o0 monobactdmico
aztreonam, a amostra em nosso estudo, que foi positiva para blanpm apresentou sensibilidade
em relagdo a este antimicrobiano, sendo assim, os resultados obtidos apresentaram
conformidade entre si (DA ROSA, et al., 2016; DE PAULA, et al., 2016).

Os resultados fenotipicos de resisténcia aos carbapenémicos foram compativeis nas
quatro amostras positivas para os genes de carbapenemase. Porém, as vinte e quatro amostras
que apresentaram resisténcia a pelo menos um dos carbapenémicos e auséncia das
carbapenemases, pode ser justificado pela presenca de enzimas que ndo foram pesquisadas
nesse estudo (TILAHUN, et al., 2021).

Além disso, a resisténcia pode estar associada a outros mecanismos que também sao

encontrados em S. marcescens, como bombas de efluxo, diminui¢do da permeabilidade de
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porinas e alteragdes na proteina de ligacdo a penicilina (PBP). Esses mecanismos isolados ou
associados a outras enzimas, como as ESBLs e AmpC, sdo capazes de promover resisténcia a
carbapenémicos (CODJOE; DONKOR, 2017; YANG, et al., 2012).

A explosao de KPC no HUPE (dados ndo publicados), ocorreu em 2010, incluindo a
descrigdo do primeiro caso de E. coli produtora de KPC no pais pelo nosso grupo
(CARVALHO-ASSEF, et al., 2010). Adicionalmente, relatamos também, o primeiro caso de
co-infec¢cdo, em K. pneumoniae e E. coli produtoras de KPC recuperadas de um mesmo
paciente (LEAO, et al., 2011a). Embora raro, descrevemos o primeiro caso no mundo de
producdo de KPC em uma amostra de K. pneumoniae recuperadas de pacientes com FC
(LEAO, et al., 2011b).

Apesar de ndo ter sido identificado nesse estudo, o gene blaoxa-4g foi descrito em
S. marcescens por Regev-Yochay et al. (2018), em um surto ocorrido durante os anos de 2016
e 2017 numa UTI em Israel causado por 32 isolados de enterobactérias produtoras de
carbapenemase OXA-48, sendo 81% destas identificadas como S. marcescens.

Foi descrito por Barbosa (2011) uma nova carbapenemase denominada GES-16 em
duas amostras de S. marcescens resistentes a carbapenémicos isoladas em 2005 de amostra
sanguinea e secre¢do bronquica de dois pacientes do HUPE. As amostras pertenciam ao
mesmo complexo clonal e o gene blages estava localizado em cassetes génicos incorporados
em integrons de classe 1, e localizado em um plasmideo nao-conjugativo. Possivelmente, esse
fato pode justificar a auséncia desse gene nas amostras do presente estudo.

Além desse caso, outras descrigdes de Serratia spp. produtora de carbapenemase do
tipo GES foram relatadas. Nodari et al. (2017) identificaram pela primeira vez no Brasil a
enzima GES-5 em uma amostra de S. marcescens apresentando altos niveis de resisténcia a
carbapenémicos, oriunda de liquido ascitico de um paciente de Porto Alegre, Rio Grande do
Sul, em 2014. Pinto et al. (2014) investigaram 701 amostras de ERC em um complexo
hospitalar em Porto Alegre, desse total, 26 (3,7%) amostras eram Serratia spp., € destas, 23
(88,5%) eram positivas para a enzima KPC, e 1 (3,8%) para a enzima GES.

Poucos sdo os relatos de variantes GES com atividade de carbapenemase em
Serratia spp. no Brasil. Os genes codificadores de GES sdo comumente localizados em
cassetes génicos incorporados em integrons de classe 1, geralmente relacionados a elementos
genéticos moveis, € como descrito anteriormente, estes podem ser perdidos na auséncia de
pressdo seletiva, portanto, esse fato explicaria a rara circulagdo dessa enzima em Serratia spp.
(BARBOSA, 2011; LOOT, et al., 2017; PINTO, 2013; WEIN, et al., 2019; WEIN, et al.,
2020).
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Ao avaliarmos o dendrograma a partir do ponto de corte estabelecido, foi possivel
agregar as amostras em 15 agrupamentos, indicando que havia uma relacdo de alta
proximidade entre essas amostras, inclusive entre espécies distintas. Além disso, ao
verificarmos a ligacdo entre as amostras agrupadas e o seu perfil de sensibilidade aos
antimicrobianos, observamos que ndo h4 uma associacdo entre essas duas propriedades, visto
que a maioria das amostras apresentaram um perfil multissensivel, dificultando a analise.

Posteriormente, ao observar a arvore filoprotedmica confirmamos o fato de que as
duas espécies sdao intimamente relacionadas, visto que nao estavam dispostas em ramos
diferentes. Apesar dessa alta similaridade, nosso estudo demonstra a possibilidade de realizar
a discriminagdo entre as duas espécies através da espectrometria de massa, pois verificamos
que ha diferencas claras entre os perfis de biomarcadores especificos capazes de determinar
sua identificacao.

Contrariamente aos resultados obtidos em nosso trabalho, em um estudo aplicando
esta mesma analise com amostras de Corynebacterium spp., foi possivel distingui-las em
agrupamentos com individuos das mesmas espécies (C. pseudodiphtheriticum, C. xerosis,
C. striatum, C. glutamicum, C. pseudotuberculosis, C. minutissimum, C. diphtheriae,
C. wrealyticum, C. amycolatum, C. afermentans subsp. afermentans, C. propinquum,
C. coyleae, C. ulcerans, C. lactis, C. bovis, C. stationis, C. durum, C. imitans, C. accolens,
C. aurimucosum, C. falsenii, C. jeikeium e C. resistens). A analise dos espectros revelou
maior correlagdo entre as amostras de C. pseudodiphtheriticum e, por sua vez, uma perfeita
discriminacdo delas com outras espécies do género (COLODETTE, 2019).

O estudo demonstrou a dificuldade do MALDI TOF em caracterizar as duas espécies
de Serratia spp., pois segundo Rocca et al. (2020), no banco de dados s6 hd um perfil proteico
relacionado a espécie S. ureilytica, sendo assim, ¢ indicado a associa¢do com outras técnicas a

fim de realizar a identifica¢dao corretamente.
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CONCLUSOES

As provas bioquimicas tradicionais foram capazes de identificar as amostras incluidas
nesse estudo como S. marcescens.

A espectrometria de massa, quando aplicada a identificagdo, apresentou uma
caracterizacdo confiavel a nivel de género e nao demonstrou ser capaz de uma discriminagao
segura entre S. marcescens e S. ureilytica em poucas amostras.

A andlise de biomarcadores obtidos pela espectrometria de massa foi capaz de
identificar vinte e quatro picos espécie especifico para S. marcescens, por outro lado, quarenta
e oito biomarcadores foram observados exclusivamente em S. ureilytica. Até o momento nao
ha dados na literatura que avaliem a presenca de biomarcadores para identificacdo de
Serratia spp.

A relagdo entre a presenca dos picos e sua respectiva intensidade, nesse caso, ndo pode
ser tida como parametro para determinar biomarcadores, devido ao limitado numero de
amostras e a auséncia de replicatas para validagdo.

Ao utilizar o sistema automatizado VITEK®2 para a analise das amostras identificadas
como S. ureilytica pelo MALDI TOF, estas foram caracterizadas como S. marcescens, com
elevado percentual de confianca.

A ndo concordancia entre os testes empregados para identificagdo das espécies de
Serratia spp. em algumas amostras, sugere a necessidade de confirmacdo por meio do
sequenciamento de genes conservados.

Menos de um ter¢co das amostras foram classificadas como MDR, dentre essas, foi
percebido uma alta taxa de resisténcia aos aminoglicosideos, aztreonam e
sulfametoxazol-trimetoprim. Em relagdo aos carbapenémicos, foi observado uma baixa taxa
de resisténcia que variou de 1,9% a 15,5%, com destaque para ertapenem.

Nao foi possivel a correlagdo entre perfis idénticos de biomarcadores e perfil de
resisténcia. Possivelmente, devido as altas taxas de sensibilidade aos antimicrobianos na
amostragem deste trabalho.

Apenas trés amostras carreavam o gene blaxpc € uma era portadora do gene blanpwm, €
todas foram resistentes aos carbapenémicos no teste de disco-difusdo. Os dados sugerem a
importancia da investigacdo de genes plasmidiais com a¢do de carbapenemase em

Serratia spp.



81

Nao foi detectado a carbapenemase GES-16 entre as amostras de Serratia spp.
analisadas. Essa enzima teve sua primeira descrigdo em duas amostras de S. marcescens
resistentes a carbapenémicos (2005) no mesmo hospital de origem das amostras incluidas no
presente estudo. O gene blacrs estava localizado em cassetes génicos incorporados em
integrons de classe 1, e localizado em um plasmideo nao-conjugativo. Possivelmente, esse
fato pode justificar a ndo disseminacdo desse gene no hospital do estudo.

A andlise dos agrupamentos baseado nos espectros de massa obtidos entre as amostras
de Serratia spp. apresentou uma alta similaridade entre elas. No presente estudo, nao foi
observado relacdo entre os agrupamentos e os perfis de resisténcia aos antimicrobianos. Esse
dado pode estar relacionado ao grande niimero de amostras multissensivel, ao pequeno
nimero de marcadores de resisténcia e a alta similaridade entre as amostras.

A arvore filoprotedmica gerada ndo mostrou discriminacdo entre S. marcescens e
S. ureilytica, indicando uma grande proximidade entre essas espécies.

A identifica¢do de S. wureilytica exclusivamente pelo MALDI TOF, em oposi¢ao as
outras metodologias empregadas, chama a atencdo para a dificuldade de identificagcdo entre
espécies com espectros proteicos muito proximos, sugerindo nesse caso a utilizagdo de

metodologias adicionais.
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