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1.

Introducao

A resisténcia bacteriana € uma preocupacdo mundial que move pesquisas na
busca de novos agentes antimicrobianos, ja que ela compromete a eficacia do
tratamento padrao para o manejo clinico de infecgdes bacterianas. Nas Unidades de
Terapia Intensiva (UTIS), a prevaléncia de germes multirresistentes (MDR) tem
aumentado rapidamente, o que acarreta aumento da morbimortalidade, do tempo de
permanéncia hospitalar e consequentemente dos custos hospitalares (BRINK;
RICHARDS, 2020; DE WAELE; BOELENS; LEROUX-ROELS, 2020).

Dentre os germes emergentes na aquisicao de resisténcia antimicrobiana, os
bacilos Gram-negativos configuram como protagonistas nas infecgbes nosocomiais.
A produgédo de beta-lactamases é um importante mecanismo de resisténcia em
Enterobacterales sendo entdo capazes de hidrolisar antimicrobianos como os
carbapenémicos (CHIBABHAI et al., 2018; RAHMAN, 2018). Serratia marcescens é
uma bactéria nosocomial pertencente a essa ordem e causa infecgbes
principalmente em pacientes imunodeprimidos. Além dos mecanismos de resisténcia
classicos as enterobactérias, S.marcescens apresenta resisténcia intrinseca a outros
antimicrobianos, estreitando as opcgbes terapéuticas disponiveis (CRISTINA;
SARTINI; SPAGNOLO, 2019).

Durante a pandemia da COVID-19, diversos estudos apontaram o aumento
da incidéncia de infecgcbes associadas a cuidados médicos, principalmente infeccdes
sistémicas (BACCOLINI et al., 2021). Ainda, o aumento de cepas bacterianas
resistentes nesse periodo tém sido motivo de preocupacido referente a terapia
antimicrobiana e a medidas de prevencado dessas infecgbes (ASSI et al., 2021;
MIRZAEI et al., 2020).

No Hospital de Clinicas de Porto Alegre, o aumento do numero de isolados
clinicos de S. marcescens vem acompanhado de um importante perfil resistente
dessa bactéria comparado a um mesmo periodo anterior a pandemia de COVID-19.
Grande parte desses isolados tem se apresentado resistente ao meropenem e
também a tigeciclina, restringindo significativamente as opg¢des terapéuticas. Sendo
assim, conforme demonstrado na literatura, estudos indicam uma maior incidéncia

de cepas resistentes associadas ao periodo da pandemia da COVID-19, a analise
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das caracteristicas das cepas de S. marcescens resistente a meropenem se faz

necessaria dentro da presente instituigao.

2. Justificativa do estudo

Foi notado um aumento expressivo de isolados clinicos de S. marcescens no
Hospital de Clinicas de Porto Alegre durante o periodo da pandemia de COVID-19.
Uma importante caracteristica desse aumento é o perfil multirresistente dos isolados,
diferindo do padrédo epidemioldgico da instituicado relacionado a essa bactéria. Além
dos mecanismos de resisténcia intrinsecos a diversos antimicrobianos, a presenca
de genes de resisténcia adquiridos para carbapenemase € um fator critico, pois
estreita as opcdes terapéuticas frente a infecgbes causadas por esses isolados e
apresenta alto potencial de disseminacao, pela capacidade de transferéncia do
material genético dificultando o controle de infecgdes relacionadas a assisténcia em
saude.

O relato e analise de surtos sdo de grande importancia para o controle e
vigilancia epidemiologica de infecgdes nosocomiais. O perfil endémico de S.
marcescens isoladas na nossa instituicao difere das caracteristicas encontradas nas
cepas isoladas durante a pandemia de COVID-19. A analise das caracteristicas, tais
como perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos, disseminagdo clonal e
caracteristicas clinicas epidemioldgicas dos pacientes infectados sao dados
relevantes que embasam futuros estudos epidemiolégicos analiticos de um cenario

onde o perfil dos pacientes e equipe técnica tendem a diferir do usual.



3.

Revisao de Literatura
3.1. Serratia marcescens

Serratia marcescens é um bacilo Gram-negativo pertencente a ordem
Enterobacterales. Originalmente considerada um microrganismo nao patogénico, S.
marcescens, atualmente ¢é classificado como um patégeno oportunista
principalmente no ambiente hospitalar, causando infecgdes em pacientes
imunodeprimidos, pacientes criticos e que utilizam dispositivos médicos, como
cateter venoso central (CRISTINA; SARTINI; SPAGNOLO, 2019; IGUCHI et al.,
2014; SISIRAK, 2013). Os sitios de infeccdo sdo diversos, incluindo trato
respiratorio, sangue e feridas operatérias. No entanto, a fonte de infeccdo é
frequentemente atribuida as méaos da equipe de saude. (SISIRAK, 2013)

S. marcescens, além de ser altamente adaptavel e sobreviver a diversas
condigdes ambientais, também demonstra capacidade de formacao de biofilme,
sendo comumente isolada em superficies de equipamentos, dispositivos médicos e
solugdes hospitalares (CAGGIANO et al.,, 2021). S. marcescens apresenta
resisténcia intrinseca a diversos antimicrobianos, tais como: ampicilina,
amoxicilina-acido  clavulanico, ampicilina-sulbactam, cefoxitina, cefuroxima,
doxiciclina, polimixina B e nitrofurantoina. Além disso, pertence a familia
Enterobacteriacea, que cada vez mais vem apresentando perfil de resisténcia a
carbapenémicos, principalmente em situagbes de surtos epidemioldgicos.
(CHIBABHAI et al., 2018; CRISTINA; SARTINI; SPAGNOLO, 2019; MAHLEN, 2011).
Além do perfil intrinsecamente resistente a tais antimicrobianos, a producédo de
fatores de viruléncia como hemolisinas, proteases e lipopolissacarideos também
contribuem para a invasdo e infeccdo no hospedeiro por essa bactéria.
(DIAMANDAS et al., 2021).

3.2 Resisténcia microbiana

S. marcescens pertence ao grupo SPACE, cuja caracteristica € a presencga do
gene AmpC induzivel de origem cromossémica. Esse gene, quando expresso,
confere resisténcia intrinseca a penicilinas e cefalosporinas de espectro
estendido(FRANCES-CUESTA et al., 2021). Além das beta-lactamases produzidas
pela expressdo do gene AmpC, alteragdes de porinas producéo de beta-lactamases
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de espectro estendido (ESBL) e carbapenemases contribuem para o perfil
multirresistente da S. marcescens (KIM et al., 2020).

Além de genes cromossomais, S. marcescens, assim como outros membros
das Enterobacterales, contam com a disseminagédo de genes de resisténcia através
de elementos modveis como transposons e plasmideos. Tais genes de resisténcia,
em grande maioria, promovem a hidrélise do anel beta-lactdmico através das
beta-lactamases (LYNCH; CLARK; ZHANEL, 2021). Os carbapenémicos também
sdo beta-lactdmicos, porém mais resistentes a agdo das ESBLs. No entanto,
Enterobacterales produtoras de carbapenemases sao capazes de resistir a acao
dessa classe de farmacos. Relatos da literatura demonstram que S. marcescens tém
apresentado resisténcia aos carbapenémicos relacionada a genes plasmidiais como
blaye type, blayy type, blayow.1, blakec type, blages type e blagxass (POIREL; PITOUT;
NORDMANN, 2007). No Brasil, o gene mais comumente encontrado para essa
bactéria € o blakec, cuja caracteristica € sua facil disseminagdo e produgao de
carbapenemase de alto poder de hidrolise aos carbapenémicos além de ser

fracamente inibida pelos inibidores de beta-lactamases (REYES et al., 2020).

3.3. Testes de suscetibilidade aos antimicrobianos para S. marcescens

S. marcescens é conhecida por seu baixo perfil de suscetibilidade a diversos
antimicrobianos, tais como ampicilina, amoxicilina, amoxicilina-clavulanato,
ampicilina-sulbactam, cefalosporinas de espectro estendido, cefuroxima,
nitrofurantoina e colistina. No entanto, € normalmente sensivel aos carbapenémicos
quando nao ha surto (MAHLEN, 2011; POIREL; PITOUT; NORDMANN, 2007).

No HCPA, o método para determinagdo do perfil de sensibilidade dos
isolados, de acordo com o BrCAST, é o método de microdiluigdo em caldo para a
determinacdo da CIM de tigeciclina e o método de disco difusdo para os demais
antimicrobianos padronizados na instituigéo.

O método da fita gradiente para a determinacéo da CIM nao € utilizado na
rotina da instituicdo para os isolados de S. marcescens e outros bacilos Gram
negativos intermediarios ou resistentes ao meropenem. Porém, a determinacéo da
CIM fornece informacdes adicionais para uma otimizacdo do tratamento das
infeccbes por germes multirresistentes, uma vez que possibilita prescricoes

utilizando abordagem farmacocinética/farmacodinamica promovendo assim uso
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racional dos antimicrobianos. A utilizacdo da fita gradiente possibilita a interpretagéo
do CIM de forma simples, acurada e confiavel, tornando-o um método de preferéncia
ao método do disco difusao e microdiluicdo devido a quantidade de faixas de CIM
pré-definidas marcadas na fita comercial (KHAN; SIDDIQUI; PARK, 2019; SHEU et
al., 2019).

3.4. Novas opg¢oes de tratamento para Enterobacterales resistentes a
carbapenémicos

Genes moveis de resisténcia antes comumente encontrados com maior
frequéncia em Kilebsiella pneumoniae, atualmente se disseminam com facilidade
entre outras bactérias da ordem Enterobacterales, resultando em maiores indices
mundiais de morbidade e mortalidade (HANSEN, 2021). Os carbapenémicos
pertencem ao grupo dos beta-lactamicos com amplo espectro e sdo considerados
reservados, ou seja, como ultima linha para o tratamento de infeccbes causadas
principalmente por bactérias Gram-negativas resistentes a beta-lactdmicos de
espectro estendido (MANOHAR et al., 2021; TAN et al.,, 2021). Imipenem e
meropenem s&o os representantes mais utilizados mundialmente, no entanto, o uso
excessivo ameaca sua eficacia devido ao aumento de Enterobacterales Resistentes
a Carbapenémicos (CRE) (GUDIOL; CUERVO; CARRATALA, 2019; POIREL;
PITOUT; NORDMANN, 2007).

O surgimento de microrganismos multirresistentes (MDR) limitou o uso de
antimicrobianos desenvolvidos para tratar infeccbes causadas por Enterobacterales.
Em se tratando de infecgcbes causadas por S. marcescens, outras opgoes
terapéuticas frente a isolados resistentes a carbapenémicos tornam-se escassas.
Polimixina B, utilizado em CRE, é ineficaz a essa bactéria devido a resisténcia
intrinseca (DA SILVA et al., 2021). Por outro lado, tigeciclina, uma tetraciclina de
amplo espectro, tem sido uma alternativa para o tratamento de infecgbes causadas
por CRE, apesar de recentemente apresentar resultados limitados em monoterapia
devido ao baixos niveis séricos desse farmaco, sendo entdo comumente utilizada
em associagdo com aminoglicosideos (LYNCH; CLARK; ZHANEL, 2021;
TOMPKINS; VAN DUIN, 2021).

Diante das poucas opg¢des remanescentes com eficacia limitada, novas

terapias utilizando a associacao de betalactdmicos e inibidores de beta-lactamases
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foram desenvolvidas especificamente para bactérias produtores de betalactamases
e carbapenemases (TOMPKINS; VAN DUIN, 2021). Avibactam €& atualmente
aprovado para uso em associagao com ceftazidima. Essa, quando utilizada em
monoterapia, € inativada por ESBL e diversas carbapenemases. No entanto, a
terapia combinada ceftazidima-avibactam demonstra eficacia comparada aos
carbapenémicos contra carbapenemases de classe A e C. Apesar de essa
combinacgao ser efetiva para a maioria das CRE, mesmo para isolados produtores de
AmpC, isolados produtores de metalobetalactamases sao resistentes a essa
combinacdo de betalactémicos e inibidores de beta-lactamases (MATLOCK et al.,
2021; SORIANO et al., 2021). Essa € uma combinacéo aprovada para o tratamento
de infecgdes do trato urinario, infecgdes intra-abdominais e pneumonia nosocomial
associada a ventilagdo mecanica (SORIANO et al., 2021). Uma combinagdo mais
recente, meropenem-vaborbactam, aprovada pelo FDA para o tratamento de
infeccao urinaria, tém se mostrado efetiva contra as carbapenemases de classes A e
C de Ambler, no entanto ainda se mostram limitadas frente as das classes B e D
(OXA-48) (GROFT; CLAEYS; HEIL, 2021; VRANCIANU et al., 2021). Além disso, o
vaborbactam nao confere protegédo contra a hiperprodugdo de AmpC (BHOWMICK;
WEINSTEIN, 2020).

3.5. Surtos reportados de S. marcescens

Surtos de S. marcescens vém sendo descritos na literatura ha algumas
décadas (SISIRAK, 2013). Por exemplo, em 1950, onze casos de S. marcescens
isolados do trato urinario foram reportados em um hospital de Sao Francisco/EUA
com descrigao de perfil de resisténcia a antimicrobianos que hoje sabidamente séo
pouco efetivos contra essa bactéria como Polimixina B, cloranfenicol e penicilina. A
medida que mais surtos dessa bactéria foram sendo relatados, sua caracteristica
originalmente nao patogénica foi sofrendo uma transicdo para a denominagéo de
patogénica oportunista (CRISTINA; SARTINI; SPAGNOLO, 2019). Além disso, S.
marcescens resistentes a carbapenémicos vém cada vez mais sendo relatados.
Sendo assim, a descrigdo de outras caracteristicas como sitio e origem de infecgéo,
perfil de sensibilidade e disseminacdo clonal tornaram-se imprescindiveis para o
monitoramento de vigilancia epidemiolégico para implementagdo de medidas de

controle e contencéo de novos surtos (STONE et al.; XU et al., 2020).
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Tais relatos e estudos analiticos corroboram e contribuem para o
conhecimento de que essa bactéria € encontrada em multiplas fontes como
respiradores mecanicos, solugdes desinfetantes, cateteres e, principalmente a mao
da equipe de saude (SISIRAK, 2013). Por exemplo, KIM et al. relataram um surto de
S. marcescens com padrdes de resisténcia antimicrobiana semelhantes em sitios
neurocirurgicos que posteriormente foi associado a contaminagdo de laminas
utilizadas para raspar o couro cabeludo dos pacientes.

A analise do perfil de suscetibilidade e analise clonal de isolados reportados
em um surto também s&o importantes para futuras investigagdes e estabelecimento
de padrdes de resisténcia em instituicdes, apesar de raramente essas informacdes
serem incluidas. Xu et al caracterizaram 36 isolados de S. marcescens resistentes a
meropenem por sequenciamento geneético apontando o gene bla,,, como principal
gene adquirido por transferéncia horizontal entre os clones conferindo aos isolados
uma distribuicdo de CIMs (mg/L) de 64-512 para meropenem; 2-38 para amicacina e
0,5-16 para tigeciclina. Pintado et al analisaram 54 pacientes apresentando
COVID-19 e co-infecgdes por CRE, e S. marcescens representou 11% dos casos
apresentando genes de resisténcia KPC, OXA-48 E VIM e a maioria dos isolados
resistentes a piperacilina-tazobactam, cefepime, ceftazidime, ertapenem e
imipenem. No entanto, os valores de CIM para esses isolados nao foram explorados

no estudo.
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4. Objetivos
41. Objetivo Geral

Relatar as caracteristicas das cepas de S. marcescens resistente a
meropenem no Hospital de Clinicas de Porto Alegre, durante a pandemia de
COVID-19.

4.2. Objetivos especificos:

e Reportar as taxas mensais de densidade de incidéncia de isolados clinicos de S.
marcescens nao suscetiveis a meropenem durante o periodo de janeiro de 2020
a dezembro de 2021.

e Descrever as caracteristicas clinicas epidemiolégicas dos pacientes que

apresentaram isolados de S.marcescens nao suscetiveis a meropenem.

e Investigar a presenca dos genes bla,e, blayy, blayom.1, blakec , blages € blagxas
que codificam para as carbapenemases IMP, VIM, NDM-1, KPC, GES e OXA-48,
respectivamente, através da técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase em
Tempo Real (RT-qPCR).

e Analisar o perfil de sensibilidade dos isolados para os antimicrobianos amicacina,
cefepime, ciprofloxacina, norfloxacina, ceftazidima, gentamicina, meropenem,
piperaciclina/tazobactam, sulfametoxazol/trimetoprima e tigeciclina dos isolados
clinicos de S. marcescens nao suscetiveis a meropenem, por microdiluicdo em
caldo (tigeciclina) e disco difusdo (demais antibiéticos).

e Determinar a concentracdo  inibitéria minima para  meropenem
meropenem-vaborbactam e ceftazidima/avibactam pela técnica de gradiente de
difusdo em agar em isolados clinicos de S. marcescens nao suscetiveis a

meropenem.



5.

12

Resultados

O artigo resultante do presente trabalho de concluséo de residéncia, intitulado
“Meropenem-nonsusceptible Serratia marcescens outbreak during the covid-19

pandemic” sera submetido a revista The Brazilian Journal of Infectious Diseases.
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6. Consideragoées finais

A resisténcia aos antimicrobianos é um sério problema de saude publica
mundial e tem sido associada a milhares de mortes. Enterobacterales resistentes
aos carbapenémicos representam o maior desafio terapéutico da atualidade, pois
usualmente apresentam resisténcia a varias classes de antibioticos, o que dificulta o
tratamento eficaz de infecgdes por essas bactérias. Durante a pandemia de
COVID-19, um aumento geral no CRE foi relatado e investigado por varios estudos.
Apesar de S marcescens protagonizar surtos hospitalares, neste trabalho, foi
descrita a ocorréncia de um surto desse patdgeno, que nao era, até o momento,
considerado endémico na nossa instituicdo. Neste trabalho, conseguimos
caracterizar o aumento da incidéncia de infeccbes causadas por S. marcescens nao
suscetivel ao meropenem em unidades de tratamento intensivo em 2021, com pico
de incidéncia em dois momentos (margco e novembro). A producdo de
carbapenemase do tipo KPC, foi a principal causa de resisténcia aos
carbapenémicos detectada nesses isolados. A resisténcia antimicrobiana,
principalmente em ambientes de UTI, é resultado do manejo clinico dessa doencga
complexa, como alta exposicdo a antibidticos de amplo espectro e ventilagao
mecanica. Diante do cenario da pandemia de COVID-19, em que o aumento de CRE
esta relacionado, o relato, descricdo e analise de surtos sdo de grande importancia
para o controle e restabelecimento de medidas preventivas. No presente estudo,
aléem de detectarmos o surto, demonstramos a elevada propor¢cdo de pacientes
criticos e com COVID-19, que tiveram infec¢gdes causadas pela S. marcescens.
Ademais, demonstramos que a maioria dos isolados de S. marcescens foi sensivel
as novas terapias ceftazidima-avibactam e meropenem-vaborbactam fornecendo
dados relevantes para o conhecimento da epidemiologia local sobre novas opg¢des

terapéuticas.
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Anexos

8.1. Declaragao de conhecimento e cumprimento da lei geral de protegao de
dados
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PROTEGAO DE DADOS PARA PESQUISAS AVALIADAS PELO CEP HCPA

Titulo do projeto: Caracterizagio das cepas de S. marcescens sesistentes a meropenem no

Hospital de Clinicas de Porto Alegre durante a pandemia de COVID-19

Os pesquisadores declaram conhecer e cumprir os requisitos da Lei Geral de
Protegdo de Dados (Lei N° 13.709, de 14 de agosto de 2018) quanto ao tratamento de dados
pessoais e dados pessoais sensiveis que serao utilizados para a execugao do presente
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8.2. Carta de Aprovagao do projeto pelo Comité de Etica

6’ é)(‘é HOSPITAL DE

UFRGS AE CLINICAS

UNIVERSIDADE FEDERAL
DO RIO GRANDE DO SUL PORTO ALEGRE RS

HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE

Grupo de Pesquisa e Pés Graduagédo

Carta de Aprovagao

Projeto

2021/0596

Pesquisadores:

DARIANE CASTRO PEREIRA

LETICIA FERNANDES DA ROCHA

Nuamero de Participantes: 50

Titulo: Caracterizacdo das cepas de S. marcescens resistentes a meropenem no Hospital de Clinicas de Porto Alegre
durante a pandemia de COVID-19

Este projeto foi APROVADO em seus aspectos éticos, metodoldgicos, logisticos e financeiros para ser realizado no Hospital
de Clinicas de Porto Alegre. .

Esta aprovacéo esta baseada nos pareceres dos respectivos Comités de Etica e do Servigo de Gestdo em Pesquisa.

- Os pesquisadores vinculados ao projeto ndo participaram de qualquer etapa do processo de avalicdo de seus projetos.

- O pesquisador devera apresentar relatérios semestrais de acompanhamento e relatério final ao Grupo de Pesquisa e Pos-
Graduacgdo (GPPG).

14/03/2022

Assinada digitaimente por
PATRICIA ASHTON PROLLA

Grupo ds Peaquisa ¢ Mas-graduagaa

2300312022 2213:04

Impresso do sistema AGHUse-Pesquisa por CRISTIAN FIDALGO CABRAL em 14/03/2022 16:07:57



