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RESUMO: Bacilos gram-negativos sdo importantes causadores de infec¢bes hospitalares,
em especial, nas unidades intensivas neonatais (UTN/UCN). Varios estudos tem mostrado
correlagéo entre infeccdo e colonizagdo. Serratia marcescens, uma bactéria comumente
relacionada a surtos nestas unidades e multirresistentes, constituem uma ameaca a esta
populacdo. O presente estudo teve por objetivo caracterizar o perfil molecular de bactérias
do género Serratia na UTN do Hospital Universitario de Londrina (HUL). As amostras foram
reativadas a partir de estoque e cultivadas em Caldo de Soja e Tripticaseina (TSB). Apds a
incubacédo overnight, os caldos foram subcultivados em Agar MacConkey. As colbnias que
se desenvolveram foram identificadas por metodologia manual padronizada por Jorgensen
e colaboradores (2015) e os testes de sensibilidade a antimicrobianos foram realizados pelo
método de disco difuséo, de acordo com o CLSI (2017). Foram encontradas 37 amostras
positivas para S. marcescens multirresistentes. Destas, 4 se mostraram positivas para o
gene TEM, 3 para CTX-M1, 1 para os genes CTX-M2 e CTX-M9 e 0 amostras positivas
para os genes SHV e CTX-M25. O gene CTX-M8 se mostrou prevalente na populagéo
analisada, foram 22 amostras positivas. Colonizagéo gastrointestinal, poderia desempenhar
um importante papel na manutencéo de surtos. Levando-se em consideracéo a dificuldade
do tratamento e a vulnerabilidade de neonatos, a prevencdo e o monitoramento continuo
dessas unidades sdo importantes recursos para o controle da morbimortalidade.
PALAVRAS-CHAVE: Serratia, resisténcia a antimicrobianos, neonatal.

ANTIMICROBIAL-RESISTANCE OF Serratia marcescens IN NEONATAL UNITS
AT THE UNIVERSITY HOSPITAL OF LONDRINA

ABSTRACT: Gram-negative bacilli are important causes of hospital infections, especially
in neonatal intensive units (UTN/UCN). Several studies have shown a correlation between
infection and colonization. Serratia marcescens, a bacterium commonly linked to outbreaks
in these units and is multi-resistant, constitutes a threat to this population. The present study
aimed to characterize the molecular profile of bacteria of the Serratia genus at the UTN of the
Hospital Universitario de Londrina (HUL). Samples were reactivated from stock and cultured
in Trypticasein Soy Broth (TSB). After overnight incubation, the broths were subcultured on
MacConkey Agar. The colonies that developed were identified using manual methodology
standardized by Jorgensen and collaborators (2015) and antimicrobial susceptibility tests
were carried out using the disk diffusion method, in accordance with CLSI (2017). 37 samples
were found positive for multidrug-resistant S. marcescens. Of these, 4 were positive for the
TEM gene, 3 for CTX-M1, 1 for the CTX-M2 and CTX-M9 genes and 0 samples were positive
for the SHV and CTX-M25 genes. The CTX-M8 gene proved to be prevalent in the population
analyzed, with 22 positive samples. Gastrointestinal colonization could play an important role
in maintaining outbreaks. Taking into account the difficulty of treatment and the vulnerability
of newborns, prevention and continuous monitoring of these units are important resources for
controlling morbidity and mortality.

KEYWORDS: Serratia, antimicrobial resistance, neonatal.
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INTRODUCAO

Serratia marcescens, um bacilo gram-negativo, pertencente a familia Enterobacteriaceae,
que foi considerado um organismo aquatico saproéfito ndo patogénico até o final do século
XX, € um agente etiologico de infecgdes no trato urinario (MAKI; GOLDMAN; RHAME,
1973; OKUDA et al., 1984), corrente sanguinea - incluindo endocardite (KORNER et
al., 1994), entre outros tipos de infec¢des. Na Unidade de Terapia Intensiva Neonatal
(UTIN) esse patdgeno apresenta alto risco para os recém nascidos (RN), uma vez que o
desenvolvimento imunologico dos humanos somente estara completo na infancia tardia
(JONES, HOLT. 2000.).

Portanto, entender aspectos epidemiol6gicos das Infecgbes Relacionadas a
Assisténcia em Salde (IRAS), assim como conhecer as caracteristicas dos patdgenos
presentes nessas infec¢des, pode ajudar no tratamento e preveng¢édo por meio de politicas
publicas direcionadas a prevengéo de IRAS em pacientes pediatricos. (WEINER et al., 2016).

Apesar dos estudos, o conhecimento sobre a capacidade patogénica da bactéria é
limitado (SAMONIS et al., 2017). Contudo, sabe-se que a espécie se destaca por possuir
elevado nivel de resisténcia a antimicrobianos (TAVARES, 2015) e pela capacidade de
persistir por longos periodos em ambientes hospitalares. Surtos por S. marcescens
séo dificeis de controlar, se disseminam rapidamente e podem acarretar consequéncias
devastadoras em recém-nascidos, internados em UTN (URZEDO et al., 2014).

Dentre as opgdes farmacoldgicas para tratamento de infec¢des por S. marcescens,
os antibidticos B-lactamicos sdo farmacos que possuem acado bactericida que atuam
interrompendo a formagéo da parede celular bacteriana. Proteinas de ligagéo a penicilinas
(PBP, do inglés Penicillin Binging Protein) sdo responsaveis pela Gltima fase do processo
de formacéo da parede celular: a formacgao da ligacao cruzada entre dois aminoagUcares
lineares alternados (N-acetilglicosamina e &cido N-acetiimuramico). Esta ligagdo é
responsavel por formar o peptideoglicano, componente que proporciona estabilidade
mecanica a parede celular bacteriana. Sua inibicdo pela classe dos B-lactamicos, em
decorréncia da ligagdo covalente entre o anel B-lactdmico do farmaco e a PBP, ativam
mecanismos que resultam na formacao de esferoblastos e na bacteritlise rapida, causando
a morte da bactéria. (BRUNTON, 2019; ZAPUN, CONTRERAS-MARTEL, VERNET, 2008)

Mecanismos de resisténcia aos antibitticos B-lactamicos sdo descritos como
resultado da producdo de enzimas B-lactamases de espectro estendido (ESBLs) que
tém a capacidade de hidrolisar cefalosporinas de alta geracdo e causam resisténcia a
muitos antimicrobianos, incluindo as cefalosporinas de terceira geragéo, como cefotaxima,
ceftriaxona e ceftazidima. A aquisicao e transferéncia de genes de resisténcia a antibioticos
dentro ou por diferentes espécies de bactérias Gram-negativas através de plasmideos e
transposons moveis séo relatadas como a principal causa da producgéo de B-lactamases.
(BRUNTON, 2019.
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As primeiras enzimas B-lactamases descritas, TEM e SHV, que eram ativas contra
B-lactamicos de primeira geracdo, foram sucedidas pelas B-lactamases de espectro
estendido (ESBLs) como CTX-M, responsaveis pela resisténcia a grande numero dos
B-lactamicos disponiveis para tratamento. (BARBATO, 2012)

No triénio dos anos de 2016 a 2018, surtos de S. marcescens foram identificados
pela Comissdo de Controle de Infeccdo Hospitalar (CCIH) do Hospital Universitario de
Londrina (HU/UEL) no setor de UTI neonatal. Visto este aumento significante nos numeros
de casos identificados como S. marcescens, o presente estudo buscou avaliar a incidéncia
desse patdgeno na unidade de UTIN, bem como a caracterizagédo dos genes de resisténcia

presentes nos isolados nos anos de 2016 e 2017.

MATERIAIS E METODOS

Foi realizado um estudo transversal descritivo na UTN/UCI do Hospital Universitario
de Londrina, um hospital terciario da Rede Sentinela e que atualmente dispde de 333 leitos,
sendo 17 destinados para recém-nascidos (RN).

Foram avaliados os resultados de culturas de swabs retais, realizadas no setor de
Microbiologia do Laboratério de Andlises Clinicas (LAC) do HU, no periodo de 2019. As
amostras foram reativadas a partir de estoque em microtubos contendo caldo de soja e
tripticaseina (TSB — Trypitic Soya Broth) e cultivadas. Apés incubacéo durante 24 horas,
a 35-37 °C, os caldos foram subcultivados em Agar MacConkey (MC). As col6nias que se
desenvolveram foram identificadas por metodologia manual padronizada por Jorgensen e
colaboradores (2015). Os testes de sensibilidade a antimicrobianos foram realizados pelo
método de disco-difuséo, de acordo com o CLSI (Clinical Laboratory Standards International
- 2017). A presenca de ESBL foi evidenciada pelo método de disco aproximagdo com
amoxicilina-clavulonato.

Para as amostras que tiveram crescimento, foi realizada extracdo do material
genético por técnica de fervura e choque térmico, seguido de PCR (Polymerase Chain
Reaction) para pesquisa dos genes de resisténcia SHV, TEM, CTX-M1, CTX-M2, CTX-M8,
CTX-M9 e CTX-M25. Apés, a revelacao da PCR foi feita por eletroforese em gel de agarose
com brometo de etidio. O diagnéstico molecular foi feito com base no paper de Woodford,
Fagan e Ellington (2005).

Para tanto, utilizou-se o banco de dados do Sistema de Informacao AGTA Healthcare,
moédulo LABHOS®, do Laboratério de Analises Clinicas (LAC-HUL).

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo
Seres Humanos da Universidade Estadual de Londrina, sob o numero CAAE
154115413.4.0000.5231.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

S. marcescens é um importante bacilo gram-negativo amplamente relacionado a
colonizacédo e infeccdo de pacientes internados em Unidades de Tratamento Intensivo,
principalmente as neonatais. Estes pacientes ndo possuem suas barreiras de defesas
completamente formadas, muitas vezes estdo sujeitos a procedimentos invasivos,
hospitalizagdo prolongada e fazendo uso de antimicrobianos, configurando grande
vulnerabilidade e alto risco. Aliado a estes fatos, essas bactérias podem apresentar
mecanismos de resisténcia a diversos antimicrobianos, o que torna o manejo terapéutico
um desafio.

No periodo de junho a agosto de 2019 foram reativadas e identificadas 37 amostras
de S. marcescens. Para essas amostras foi realizado PCR para pesquisa dos genes SHYV,
TEM, CTX-M1, CTX-M2, CTX-M8, CTX-M9 e CTX-M25.

Os genes SHV e CTX-M25 foram os menos prevalentes, nenhuma das amostras
apresentou positiva. Enquanto os genes CTX-M9, CTX-M2, ambos 2,7%, CTX-M1 8,1% e
TEM 12,9%. J&4 CTX-M8 mostrou-se o mais prevalente (59,45%).
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Grafico 1: Frequéncia dos genes produtores de betalactamases de espectro ampliado (ESBL) de 37
isolados de Serratia marcescens obtidos de pacientes pediatricos no HU durante o ano 2019

Desde que foram descobertas no fim da década de 1980, as enzimas do tipo CTX-M
tém se disseminado rapidamente por todos os continentes. A literatura indica que o tipo
CTX-M é mais prevalente que TEM e SHV em territério brasileiro, sendo que entre elas as
mais frequentes sdo CTX-M2, CTX-M8 e CTX-M9 (SILVA; LINCOPAN, 2012).

De maneira semelhante a outros autores, foi observado a prematuridade e baixo

peso dos recém-nascidos como fator de risco para morbimortalidade por S. marcescens.
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Nos ultimos anos, S. marcescens tem sido frequentemente associada a surtos,
principalmente em unidades neonatais. S&o caracterizados por sua rapida disseminacéo
do microrganismo entre pacientes causando complicacdes severas e de duragéo variavel.
Em diversos estudos a fonte ambiental da bactéria nem sempre é definida, podendo estar
em equipamentos hospitalares, nos proprios trabalhadores da salde ou no ambiente.
E possivel que o préprio paciente aja como reservatoério de infecgdo e a contaminagéo
cruzada pode propagé-lo (MORILLO et al., 2016).

N&o sé restrito a infantos, adultos também podem agir como reservatorios. Em criangas
o0 trato gastrointestinal é o principal sitio colonizado, ja em adultos é o trato respiratorio.

Uma série de contramedidas podem ser tomadas para diminuir a propagacao do
patdgeno. Segundo Dessi e colaboradores (2009), nos meses seguintes a um surto por S.
marcescens foram colocadas em préatica uma série de normas de higiene e condutas: revisao
de procedimentos de saude que constituem risco de infecgéo, treinamento de funcionarios
para correta higienizacdo das méaos, uso de gel antisséptico a base de alcool, melhorias
na limpeza e desinfecgéo locais e de equipamentos, uso de instrumento médico Unico por
paciente, identificacdo dos bebés colonizados e infectados, monitoragdo dos afetados por
meio de culturas de triagem periddicas, limitacdo de acesso a area e transferéncia dos
recém nascidos, com subsequente reducao nas infecgbes graves relacionadas ao surto.

A primeira forma de tratamento nesses casos é a antibioticoterapia. A maioria
das cepas de S. marcescens sao resistentes a varios tipos de antimicrobianos, devido a
presenca de um tipo de plasmideo (fator R), que carrega genes que conferem a resisténcia.
Serratia spp. é intrinsecamente resistente tanto a ampicilina, quanto a amoxacilina + acido
clavulanico. Quanto a prevaléncia de resisténcia as cefalosporinas de terceira geragao é
de 60%. Entretanto, a sensibilidade as fluorquinolonas, aminoglicosideos e fosfomicina é
boa em geral. A amicacina € bastante usada frente a esta patdégena, porém ja ha relatos de
aumento na resisténcia contra gentamicina e tobramicina. A netilmicina se tornou popular
na pratica clinica, além de ter boa acdo, € menos ototoxica que outros aminoglicosideos
(DESSI et al., 2009).

Para Voelz et al. (2010) ja que a resisténcia se deve, em boa parte, a uma
cefalosporinase, considera-se prudente evitar seu uso na unidade. Resisténcia as
cefalosporinas de terceira e quarta geracbes podem ser causadas pela produgéo de
ESBLs ou pela extensa expressdao de AmpC. Os carbapenémicos sdo estaveis frente a
essas enzimas e podem ser considerados primeira escolha para o tratamento empirico, em
pacientes com sepse colonizados por Serratia marcescens multirresistentes.

Segundo Perotti et al. (2007), uma alternativa para controlar surto por S.
marcescens é o uso de probibticos. Eles atuam aumentando a barreira mucosa impedindo
a translocacgéo bacteriana e seus produtos, fazendo regulacao positiva da resposta imune,
alterando o padréo de colonizagé&o no trato gastrointestinal, diminuindo potenciais bactérias
patogénicas e aumentando a microflora desejavel, assim, reduzindo a incidéncia de
infeccbes em prematuros.
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CONCLUSAO

O gene CTX-M8 foi 0 mais prevalente entre as amostras positivas, seguido por TEM,
CTX-M1, CTX-M2 e CTX-M9). SHV e CTX-M25 todos foram negativos. Sdo necessarios
mais estudos para verificar a clonalidade das cepas.
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