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Resumo

Serratia marcescens pertence a Familia Enterobacteriaceae, ¢ Gram-negativa e anaerodbica facultativa, sendo bem distribuida na natureza; pode ser isolada
como saprofita do solo e da dgua. Possui um significado clinico relevante, pois acarreta infeccdes nosocomiais e pulmonares em determinados setores
da saude, como unidades neonatais, maternidades e UTls, além de sepse, meningite, choque endotdxico e infecgdes do trato urinario. O intuito desse
estudo foi analisar o mecanismo de heterorresisténcia em linhagens sensiveis de Serratia marcescens diante das concentracoes testadas de meropeném.
Aslinhagens SR1 e SR2 apresentaram perfil heterorresistente, ao passo que a SR6 demonstrou ser néo heterorresistente, com CIM elevado (32pg/mL). Os
isolados de Serratia marcescens sao suscetiveis ao meropenem, por testes de sensibilidade padrao, mas contém subpopulagées resistentes ao mesmo.
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Abstract

Serratia marcescens belongs to the Enterobacteriaceae family, it is optional anaerobic gram-negative, being well distributed in nature and it might be
isolated as saprophytic from soil and water. It has a meaningful clinical significance, because it causes nosocomial and lung infections in certain healthcare
sectors, such as neonatal units, maternity units and UTIs; septicemia, meningitis, endotoxin shock and urinary tract infections. The aim of this study was to
analyze the mechanism of heteroresistance in susceptible strains of Serratia marcescens in the presence of the tested concentration of meropenem. The
lineages SR1 and SR2 presented heteroresistant profile, while the SR6 showed to be nonheterorresistente, with CIM (32 pg/mL). The Isolates of Serratia
marcescens are susceptible to meropenem, by standard sensitivity testing, but there are subpopulations resistant to it.

Keywords: Gram-Negative Bacteria; Cell Biology; Enterobacteriaceae; Carbapenem-Resistant Enterobacteriaceae

Correspondéncia
Horténcia Biatriz de Melo Santana

Universidade Ceuma - Campus Renascenca
Rua Josué Montello, n° 1, Renascenca Il
Sao Luis-MA - CEP 65.075-120

E-mail: bmd.hortencia@gmail.com

Recebido em 13/10/2020 | Aprovado em 23/09/2021 | DOI: 10.21877/2448-3877.202102071

RBAC. 2022:54(1):50-54
50



Comparagao do mecanismo de heterorresisténcia em Serratia marcescens por time kill curve frente ao meropeném | Santana HBM, Monteiro AS

1.INTRODUCAO

Serratiamarcescens pertence a Familia Enterobacteriaceae,
é Gram-negativa e anaerdbica facultativa, sendo bem distri-
buida na natureza e podendo ser isolada como saprofita do
solo e da dgua.™ Possui significado clinico relevante, pois acar-
reta infeccoes nosocomiais e pulmonares em determinados
setores da sauide, como unidades neonatais, maternidades e
Unidade deTerapia Intensiva (UTI), além de sepse, meningite,
choque endotdxico e infecgdes do trato urinario, por ser
considerada uma bactéria oportunista em recém-nascidos,
imunocomprometidos e pacientes intensivos, podendo estar
presente em fontes contaminadas como solu¢ées de infuséo,
desinfetantes, equipamentos médicos como broncoscépicos
e laringoscopicos, ou maos dos profissionais de satide.??

O numero de infeccdes causadas por Serratia marcescens
tem aumentado em razéo do desenvolvimento da resisténcia
adquirida a diversos farmacos antimicrobianos, incluindo os
carbapenémicos, e por apresentar resisténcia intrinseca a
alguns farmacos como, por exemplo, penicilinas, cefalospori-
nas, nitrofurantoina, macrélidos e colistina, proporcionando
resultados que tém despertado o interesse pela pesquisa de
linhagens multirresistentes a medicamentos (MDR — Multi-
drug-Resistant).®

A resisténcia aos farmacos antimicrobianos foi des-
crita pela primeira vez em 1947 em bactéria Gram-negativa
Haemophilus influenzae e, quase 20 anos mais tarde, para
estafilococos Gram-positivos.®

Mesmo com a diminuicdo no nimero de farmacos
antimicrobianos ativos contra bactérias multirresisten-
tes nas ultimas trés décadas, o meropeném estd entre as
primeiras escolhas nas infeccdes causadas por bactérias
Gram-negativas pertencentes as familias Enterobacteria-
ceae, Pseudomonadaceae e Moraxellaceae, por exemplo, e
no tratamento empirico de infec¢des graves. Para alguns
autores, o meropeném é um farmaco antimicrobiano da
classe dos carbapenémicos que possui amplo espectro de
atividade antibacteriana.®”

Diante disso, a resisténcia a determinado farmaco pode
ser desencadeada por fendomenos de resisténcia especificos
como a heterorresisténcia, que é definida pela presenca de
subpopulacdes resistentes dentro de uma populacao maior
de microrganismos totalmente sensiveis a antimicrobianos.®

No entanto, o primeiro relato do termo “heterorresis-
téncia” data de 1970 e pode ser referida como “resisténcia
heterogénea’,“variacao de resisténcia em toda a populagao”
e”heterogeneidade de resposta a farmaco antimicrobiano”®

Estas subpopulacdes advém do crescimento bacteriano
em meio de cultura contendo concentracdes de farmacos
antimicrobianos superiores as Concentracoes Inibitorias
Minimas (CIMs) iniciais do isolado, podendo também ser
encontradas numa populacao sensivel, subpopulacées com
CIMs superiores as concentragdes originais, entretanto estes
valores nao indicam resisténcia, e sim heterogeneidade.®

Nesse contexto, sdo importantes pesquisas voltadas as
linhagens em que, mesmo apresentando CIMs que as classi-
ficam como sensiveis a um determinado farmaco antimicro-
biano, sdo detectadas subpopulacdes resistentes.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Proveniéncia e identificacao das amostras

As amostras das linhagens sensiveis de Serratia marces-
cens foram cedidas pelo Laboratério Cedro, localizado em Séo
Luis-MA. A identificacdo dos isolados bacterianos foi realizada
pelo sistema Matrix-Assisted Laser Desorption lonization —
Time of Flight Mass. 31 Spectrometry (MALDI-TOF MS).

2.2 Determinacao da Concentracao Inibitéria Minima
para o meropenem

Para os testes de selecdo de clones heterorresistentes
foi utilizado o método de evolucao direta proposto, com
modificacoes.”

Para os ensaios da CIM, foi utilizado o método da micro-
diluicdo em Caldo Muller Hinton (Difco, Detroit, MI, USA) de
acordo com as normas do Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2016), utilizando a placa de 96 pogos (Kasvi).®

Para execucao desse procedimento, foram utilizados os
clones obtidos na concentracao 1024pg/mL de meropeném
das 3 linhagens bacterianas e ativados em overnight (24
horas) em meio Agar Muller Hinton (Difco, Detroit, MI, USA)
a 37°C. Apos a incubacao, as bactérias foram diluidas em
salina (NaCl a 0,85%), ajustada na escala de McFarland 0,5
(1,5 x 108 UFC/ml). O antibidtico meropeném foi preparado
na concentracdo de 1024pug/mL de meropeném diluido em
5mL de Caldo Muller Hinton, filtrado em membrana estéril
0,22um (Milipore Co., Bedford, MA, EUA) acoplada a seringa.

Seguiu-se entdo o preparado das placas, onde foi colo-
cado em cada poco 100uL do Caldo Muller Hinton, depois
mais 100uL do meropeném correspondente, 5pL do indculo
bacteriano e feita a diluicdo seriada, descartando 100 pL
para obter um volume final de 100uL e uma concentracéo
de 10 células/mL. Apds o preparo das placas, estas foram
incubadas a 37°C por 24 horas. Apds a incubacado, os pocos
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foram monitorados para determinacao da CIM pelo método
visual de crescimento de bactérias.

As concentracdes testadas foram: 2X CIM, 1X CIM, 0,5X
CIM, 0,250X CIM, 0,125X CIM, 0,06125X CIM e 0,0,03125X CIM
para SR1 e SR2; 512X CIM, 256X CIM, 128X CIM, 64X CIM, 32X
CIM, 16X CIM, 8X CIM e 4X CIM para SR6.

2.3 Ensaios de curva de tempo-morte (time kill curve)
para o meropenem

Para a analise da curva de tempo-morte foram testadas
diferentes concentracdes de meropeném, nos clones de S.
Marcescens que foram isolados a 1024ug/mL. Essas concen-
tracoes foram 0,06125X CIM, 0,03125X CIM, 0,01625X CIM,
16X CIM, 32X CIM e 64X CIM, equivalendo a uma ordem
crescente da concentracao de meropeném de 0,01625ug/
mL; 0,03125pg/mL; 0,06125ug/mL para SR1 e SR2 e 16 pg/
mL, 32 ug/mL e 64 ug/mL para SRé.

O ino6culo foi preparado a partir da diluicdo da bactéria
em salina, ajustada na escala de McFarland 0,5 (1,5 x T08 UFC/
mL). Em seguida foram preparados os tubos de crescimento
bacteriano para as concentragdes testadas e incubados a
37°C na estufa bacterioldgica.

Ap0s esse processo, foram adicionados 900uL de salina
(NaCl a 0, 85%) em 9 microtubos eppendorfs e adicionado
100uL da respectiva bactéria para realizar a diluicdo seriada
(10" a 107). Apds esta etapa, foi realizada a inoculacdo da
amostra por microgota, retirando 10uL dos microtubos
eppendorfs respectivos as linhagens testadas, com as seguin-
tes diluicdes: 107,103,103, 107 e 10° para o plaqueamento
e montagem da curva de tempo-morte. As colonias foram
quantificadas em Log, UFC/mL e plotadas em grafico logarit-
mico. Esta quantificacado foi utilizada para estimar a viabilidade
celular dos clones tolerantes, obtidos a partir de 1024ug/
mL de meropeném, até o tempo de 24 horas nas seguintes
concentragdes: 0,06125X CIM; 0,03125X CIM e 0,01625X CIM;
16X CIM; 32X CIM e 64X CIM.

Este procedimento foi realizado para cada tempo da
curva, sendo os tempos analisados: 4 horas, 8 horas, 12
horas e 24 horas.

2.4 Aspectos Eticos

A presente pesquisa seguiu os preceitos éticos estabele-
cidos pelo Conselho Nacional de Saude através da Resolucao
n° 466/12 que trata direta e indiretamente a pesquisa com
seres humanos. O trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Ceuma,
sob o Parecer n° 34939614.1.0000.5084.

3. RESULTADOS

3.1 Perfil de sensibilidade da Serratia marcescens ao
meropeném

Os trés isolados de S. marcescens SR1, SR2 e SR6 foram
suscetiveis ao meropeném. Os valores de Concentragao Ini-
bitéria Minima (CIM) foram 0,03pg/mL, 0,03ug/mL e 32ug/
mL, respectivamente.

3.2 Curva de tempo-morte (time kill curve) para
meropeném em isolados de Serratia marcescens

As linhagens SR1 e SR2, com perfil de heterorresistén-
cia, apresentaram viabilidade nas concentracdes 0,06125X
CIM, 0,03125X CIM e 0,01625X CIM até 8 horas expostos ao
antibiético, no entanto nao houve crescimento celular (no
tempo de 12 h) até o término do periodo experimental. Por
outro lado, a linhagem SR6, mais resistente, demonstrou
viabilidade nas concentracées 16X CIM, 32X CIM e 64X CIM
até 12 horas, entretanto ndo houve crescimento bacteriano
ao completar 24 horas.

O comportamento doisolado S. marcescens SR1 heterorre-
sistente demonstrou crescimento em todas as concentracdes
nas primeiras 4 horas com contagens de 2,34 Log, | UFC/mL
(0,06125X CIM), 2, 47 Log,, UFC/mL (0,03125X CIM) e 2,95
Log,, UFC/mL (0,01625X CIM). Em 8 horas de experimento
houve diminuicao (0,06125X CIM e 0,03125X CIM) das colénias
e permanéncia das mesmas (0,01625X CIM) com as quan-
tidades equivalendo a 2,14 Log,,UFC/ mL, 2,36 Log, , UFC/
mL e 2,95 Log,, UFC/mL, respectivamente. No entanto, ao
completar 12 horas e 24 horas nao houve mais crescimento
bacteriano observavel.

Por outro lado, o comportamento da linhagem S. mar-
cescens SR2, também heterorresistente, apresentou col6nias
em 4 horas nas quantidades 2,14 Log,, UFC/mL (0,06125X
CIM), 2,32 Log,, UFC/mL (0,03125X CIM) e 2,44 Log,  UFC/
mL (0,01625X CIM). E no tempo de 8 horas observou-se um
aumento em todas as concentragdes testadas, equivalendo
a 2,47 Log,, UFC/mL (0,06125X CIM), 2,69 Log,, UFC/mL
(0,03125X CIM) e 2,77 Log, ,UFC/mL (0,01625X CIM). Contudo,
no tempo de 12 horas e 24 horas ndo houve crescimento
bacteriano observavel.

Em contrapartida, alinhagem S. marcescens SR6 apresen-
tou maior crescimento nas primeiras 4 horas de 3,4 Log, UFC/
mL (16X CIM), 2,8 Log, ,UFC/mL (32X CIM) e 2 Log, ,UFC/mL
(64X CIM); ap6s 8 horas houve um declinio do crescimento
(16X CIM e 32X CIM), obtendo como contagem as seguintes
quantidades: 2 Log,, UFC/mL (16X CIM), 2,3 Log,, UFC/mL
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(32X CIM), respectivamente, e 2 Log10 UFC/mL (64X CIM). J&
no tempo de 12 horas observou-se um pequeno aumento
de células vidveis em todas as concentragOes testadas, a
saber: 2,11 LogmUFC/mL (16X CIM), 2,60 LogmUFC/mL (32X
CIM) e 3 Log,,UFC/mL (64X CIM). No tempo de 24 horas de
periodo experimental ndo houve mais crescimento bacte-
riano observavel.

Osisolados de subpopulagbes tolerantes de S. marcescens
SR1 e S. marcescens SR2 comparadas na curva de tempo-
-morte mostraram um perfil semelhante até o tempo de 4
horas de ensaio. Estas linhagens também apresentaram um
perfil de suscetibilidade ao meropeném apds 12 horas de
crescimento, sendo evidenciada a morte da cultura apos este
tempo, demonstrada pela perda de viabilidade celular. Tanto
S. marcescens SR1 quanto S. marcescens SR2 apresentam um
perfil heterorresistente devido ao retorno da suscetibilidade
a CIM inicial ao meropeném, ao passo que a S. marcescens
SR6, isolado nao heterorresistente, com caracteristicas de
persistente, apresentou maior nivel de crescimento com
sobrevivéncia por até 12 horas nas concentracdes testadas,
em comparagao com as linhagens heterorresistentes SR1
e SR2. No entanto, houve a morte da populacéo, perda de
100% da viabilidade, no tempo final de 24 horas.

4. DISCUSSAO

Diante da analise feita nesse estudo, esses resultados
podem ser comparados com Cherkaoui et al.’® ao ter evi-
denciado a heterorresisténcia ao antibiético imipeném
em isolados clinicos de Haemophilus influenzae, bactéria
Gram-negativa oportunista, porém esta espécie tem sido
raramente descrita frente a esse mecanismo. Vale ressaltar
que a heterorresisténcia ao meropeném foi pela primeira
vez detectada em Staphylococcus resistentes a meticilina."”

Também foram encontrados resultados semelhantes
de heterorresisténcia, em que foram comparados por curva
de tempo-morte!'? ao relatar a anélise de subpopulagées
resistentes de K. pneumoniae frente a colistina (polimixina E).

Com relacao a bactérias Gram-negativas, poucos sao os
estudos que avaliam a heterorresisténcia desses microrga-
nismos aos antibidticos carbapenémicos, como meropeném
e imipeném. A espécie mais estudada é K. pneumoniae.
03 Adams-Sapper et al.™® reportaram que linhagens de K.
pneumoniae, produtoras da enzima KPC e heteroresistentes
sobrevivem a concentragdes bactericidas de imipeném de
8 a 32 vezes mais altas do que as linhagens selvagens. Os
autores associaram a sobrevivéncia das células bacterianas a

uma alta densidade celular (resisténcia ao imipeném de alto
nivel) sem aumento da expressao do gene bla, .

Existem debates na comunidade cientifica sobre arelacao
delinhagens bacterianas heterorresistentes e sua associacao
ao fracasso do tratamento clinico com farmacos antibacteria-
nos."*'¥ No entanto, neste estudo foi observado que o uso de
uma monoterapia com meropeném in vitro para S. marcescens,
que apresenta inicialmente um perfil sensivel, pode exibir
uma elevacdo da densidade populacional culminando na
formacéo de subpopulacdes resistentes em concentracées
crescentes de meropeném, e que, possivelmente, em uma
situacdo clinica esse fendbmeno poderia ocorrer, especial-
mente em sitios de infeccao em que a densidade bacteriana
pode ser alta, e a penetracdo de farmacos subotima pode
involuntariamente levar a inducdo de resisténcia bacteriana
e falha do tratamento.

5.CONCLUSAO

Portanto, os isolados de S. marcescens que sao susce-
tiveis ao meropeném, por testes de sensibilidade padréo,
apresentaram subpopulagdes resistentes ao mesmo, cujas
subpopulacdes sao selecionadas diante de concentracdes
crescentes de meropeném. Sendo assim, os isolados SR1 e
SR2 sado heterorresistentes, pois retornaram a sua CIM inicial
(0,03ug/mL), ao passo que o isolado SR6 é nao heterorre-
sistente, pois nao retornou a sua CIM inicial (2ug/mL), mas
apresentou uma CIM elevada, de 32ug/mL.
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