Rev. Colomb. Cienc. Quim. Farm., Vol. 52(3), 1163-1182, 2023 www.farmacia.unal.edn.co

Artigo de pesquisa cientifica / https://doi.org/10.15446/rcciquifa.v52n3.110420

Identificagdo e avaliacao da susceptibilidade
antimicrobiana de Serratia marcescens
recuperadas de um rio urbano

Heloisa Silva Indcio', Karina Marjorie Silva Herrera', William Gustavo Lima?, Adrielle
Pieve de Castro?, Lucienne Franca Reis Paiva?, Magna Cristina de Paiva'™
! Laboratério de Diagnéstico Laboratorial e Microbiologia Clinica, Campus Centro Oeste Dona

Lindu, Universidade Federal de Sao Joao del Rei, Rua Sebastiao Gongalves Coelho, Ne 400, Bairro
Chanadour, Divinépolis, Minas Gerais, Brasil. CEP: 35.501-296.

? Instituto de Ensino e Pesquisa Santa Casa de Belo Horizonte, Belo Horizonte, MG, Brasil.

3 Faculdade de Farmdcia, Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, Minas Gerais,
Brasil.

4 MBA Gestio em Satide e Controle de Infecgio ¢ CCIH Cursos — Sio Paulo, Brasil.

*Autora correspondente: magnacpaiva@ufsj.edu.br

Recebido: 2 de agosto de 2023
Revisado: 20 de agosto de 2023
Aceto: 26 de agosto de 2023

REsuMmoO

Introdugio: Serratia marcescens ¢ considerada causa de infecgdes em pacientes
imunocomprometidos ¢ recém-nascidos ¢ o tratamento ¢ desafiador, devido a sua
resisténcia intrinseca a varios antimicrobianos. F encontrada no solo, plantas e 4gua,
nesta tlltima a resisténcia antimicrobiana é menos estudada. Neste trabalho foi inves-
tigada a presenca e a susceptibilidade antimicrobiana de S. marcescens em 4dgua de
um rio urbano. Material e Métodos: Para tal objetivo foi conduzida uma cultura
enriquecida da 4gua sob pressao seletiva da colistina. Os isolados foram identificados
por métodos bioquimicos-fisiolégicos e os testes de perfil de susceptibilidade aos
antimicrobianos e investigacio da producio de betalactamases de espectro esten-
dido (ESBL) e ampicilinase tipo C (AmpC) seguiram o BrCAST 2017 e 2022.
Resultados: 1,9 x 10° UFC/mL (aproximadamente 9%) das bactérias recuperadas
eram S. marcescens. Alta sensibilidade aos betalactimicos (73,7%) foi observada,
mas dois isolados (10,5%) foram ertapenem-resistentes. Todos os isolados foram
amicacina-sensiveis ¢ trés isolados (15,8%) apresentaram resisténcia a gentamicina.

Também resisténcia a fosfomicina (52,6%) e sulfametoxazol-trimetoprima (57,9%)
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foi observada. De particular preocupagio foi o achado de S. marcescens multirresis-
tente (31,5 %), mais frequentemente a sulfametoxazol-trimetoprima, cloranfenicol e
fosfomicina. De acordo com os testes fenotipicos, foi sugerido que nenhum isolado
era produtor de ESBL ¢ AmpC, porém ¢ provavel a producio de carbapenemase
por dois isolados. Conclusdo: Rios urbanos sio um importante reservatério de S.
marcescens resistentes a multiplos antimicrobianos e politicas de vigilincia ambiental
nestes ambientes devem ser estimuladas para minimizar o impacto de achados como

esses sobre a satide da comunidade local.

Palavras-chave: Servatia marcescens, Resisténcia, Antimicrobianos, Meio ambiente.

SUMMARY

Identification and antimicrobial susceptibility assessment of
Serratia marcescens recovered from an urban river

Introduction: Serratia marcescens is considered a cause of infections in immuno-
compromised patients and newborns and treatment is challenging due to its intrinsic
resistance to several antimicrobials. It is found in soil, plants and water, in the latter
antimicrobial resistance is less studied. In this work, the presence and antimicrobial
susceptibility of S. marcescens in water from an urban river were investigated. Mate-
rial and Methods: For this purpose, an enriched water culture was carried out under
selective colistin pressure. The isolates were identified by biochemical-physiological
methods and the antimicrobial susceptibility profile tests and investigation of the
production of extended spectrum beta-lactamase (ESBL) and ampicillinase type
C (AmpC) followed the BrCAST 2017 and 2022. Results: 1.9 x 10* CFU/mL
(approximately 9%) of the recovered bacteria were S. marcescens. High sensitivity
to beta-lactams (73.7%) was observed, but two isolates (10.5%) were ertapenem-
resistant. All isolates were amikacin-sensitive and three isolates (15.8%) were
resistant to gentamicin. Also, resistance to fosfomycin (52.6%) and trimethoprim-
sulfamethoxazole (57.9%) were observed. Of particular concern was the finding
of multidrug-resistant S. marcescens (31.5%), most frequently to trimethoprim-
sulfamethoxazole, chloramphenicol, and fosfomycin. According to the phenotypic
tests, it was suggested that none of the isolates produced ESBL and AmpC, but it
is probable that two isolates produced carbapenemase. Conclusion: Urban Rivers
are an important reservoir of S. marcescens resistant to multiple antimicrobials and
environmental surveillance policies in these environments should be encouraged to

minimize the impact of findings like these on the health of the local community.

Keywords: Serratia marcescens, Resistance, Antimicrobials, Environment.
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RESUMEN

Identificacion y evaluacién de la susceptibilidad antimicrobiana de
Serratia marcescens recuperada de un rio urbano

Introduccién: Serratia marcescens se considera una causa de infecciones en pacientes
inmunocomprometidos y recién nacidos y el tratamiento es un desafio debido a su
resistencia intrinseca a varios antimicrobianos. Se encuentra en suelo, plantas y agua,
en esta ultima estd menos estudiada la resistencia antimicrobiana. En este trabajo se
investigd la presencia y susceptibilidad antimicrobiana de S. marcescens en agua de
un rfo urbano. Material y Métodos: Se realizé un cultivo enriquecido de agua bajo
presioén selectiva de colistina. Los aislamientos fueron identificados por métodos
bioquimicos-fisiolégicos y las pruebas de perfil de susceptibilidad antimicrobiana
y la investigacién de la produccién de betalactamasa de espectro extendido (BLEE)
y ampicilinasa tipo C (AmpC) siguieron el BrCAST 2017 y 2022. Resultados:
1,9 x 10° CFU/ml (aproximadamente el 9%) de las bacterias recuperadas eran
S. marcescens. Se observé una alta sensibilidad a los betalactdmicos (73,7%), pero
dos aislados (10,5%) fueron resistentes a ertapenem. Todos los aislamientos fueron
sensibles a la amikacina y tres (15,8%) fueron resistentes a la gentamicina. También
se observé resistencia a fosfomicina (52,6%) y trimetoprim-sulfametoxazol (57,9%).
De particular preocupacidn fue el hallazgo de S. marcescens multirresistente (31,5%),
con mayor frecuencia a trimetoprima-sulfametoxazol, cloranfenicol y fosfomicina.
De acuerdo con las pruebas fenotipicas, se sugirié que ninguno de los aislamientos
produjo BLEE y AmpC, pero es probable que dos aislamientos produjeron carbape-
nemasa. Conclusién: Los rios urbanos son un reservorio importante de S. marces-
cens resistente a multiples antimicrobianos y se deben alentar politicas de vigilancia
ambiental en estos entornos para minimizar el impacto de hallazgos como estos en la

salud de la comunidad local.

Palabras clave: Serratia marcescens, Resistencia, Antimicrobianos, Medio ambiente.

INTRODUCAO

Serratia marcescens, um bacilo gram-negativo da familia Yersiniacea, ordem Enterobac-
teriales, por adaptar-se facilmente a variagdes de temperatura e pH, ¢ encontrada em
habitats naturais como 4gua, solo, plantas, além de compor a microbiota intestinal de
animais homeotérmicos ¢ humanos [1, 2]. Apresenta como caracteristica particular, a
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produgio de pigmento vermelho (prodigiosina), para o qual tém sido apontadas ativi-
dades biolégicas, incluindo acio pro-apoptética contra bactérias, fungos e linhagens

g §a0 pro-apop 8 8
celulares de cincer [3].

Apesar de ser associada a baixa viruléncia, S. marcescens tem sido considerada um
importante patdgeno para pacientes gravemente comprometidos e recém-nascidos,
causando principalmente infec¢oes do trato urindrio e da corrente sanguinea [4]. No
Brasil, surtos dessa espécie em Unidades de Terapia Intensiva tém sido relatados no Rio
de Janeiro [5] e Distrito Federal [6], com ébitos confirmados.

O tratamento de infec¢oes por S. marcescens é desafiador, uma vez que apresenta resis-
téncia intrinseca a varios antimicrobianos (cefalosporinas de primeira geragio, tetra-
ciclinas, polimixinas e nitrofuranos), além da crescente resisténcia adquirida a outros

firmacos [7, 8].

Dentre os mais frequentes mecanismos de resisténcia identificados em S. marcescens
destaca-se a producio de enzimas betalactamases de espectro estendido (ESBL), supe-
rexpressao de ampicilinase tipo C (AmpC), producio de carbapenemases, bomba de
efluxo ¢ modificacoes das proteinas da parede celular bacteriana [9]. Tornando esse
cendrio mais critico, a maioria desses mecanismos ¢ veiculada por elementos genéticos
mdveis, o que confere alto potencial de disseminacio [10]. Além disso, espécies de S.
marcescens multirresistente apresentando associagao de determinantes de resisténcia
tém sido encontradas, inclusive no Brasil [11].

Deve ser ressaltado que, ao contrario do cendrio clinico, estudos que descrevam o con-
texto da resisténcia antimicrobiana de S. marcescens de origem ambiental s3o escassos.
De acordo com Joutey ez 4. (2013) [12], bactérias ambientais geralmente sao resisten-
tes ¢ conseguem suportar condi¢oes extremas, incluindo a presenga de metais pesados
e outros residuos antrépicos. De fato, resisténcia a aminoglicosideos, carbapenémicos e
quinolonas ja foram descritas em S. marcescens de rio e efluentes nao tratados [13, 14],
além do achado de cepas multirresistentes e de maior viruléncia em peixes [15].

Considerando a perspectiva One Health, reconceitualizado e adotado pela Organiza-
¢3o Mundial da Satde [16] e os relatos de resisténcia antimicrobiana em S. marcescens
recuperadas de ambientes nio clinicos, mais pesquisas sdo necessdrias a fim de ampliar
o conhecimento do perfil de susceptibilidade a antimicrobianos clinicamente relevan-
tes nesta espécie, sobretudo em dguas de rio urbano, o qual tem grande impacto na
vida da populagio que vive a sua margem. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi
investigar a possivel presenca de S. marcescens em agua de rio, bem como determinar
o perfil de susceptibilidade a antimicrobianos sao considerados op¢des importantes na
terapéutica das infec¢oes humanas.
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MATERIAL E METODOS

Amostra de dgua e cultura enriquecida

Amostra de 4gua (um litro) foi coletada em um ponto do Rio Itapecerica préximo a
uma drea residencial, hospitalar ¢ comercial da cidade de Divindpolis-MG (Latitude:
20°2824” Sul, Longitude: 45° 7 36” Oeste) em garrafa de polipropileno esterilizada
levada para o laboratério por transporte refrigerado e processada nas duas horas seguin-
tes 4 coleta, no Laboratério de Microscopia/ Diagnéstico Laboratorial e Microbiolo-
gia Clinica da Universidade Federal de Sao Joao Del-Rei (Divindpolis-MG/Brasil).

Para a selegio de S. marcescens, a amostra de dgua do rio foi inoculada em dois baloes
(20 mL em cada), contendo 100 mL de caldo Brain Heart Infusion (BHI) (TM Media,
India), sem e com colistina (COL) (ABL/Brasil) na concentragio final de 4 pg/mL,
considerando sua resisténcia intrinseca a este fairmaco, e incubados a 35+2 °C por 24
horas. A concentragio da COL foi definida de acordo com os breakpoints do Brazilian
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (BrCAST, 2022) [17] que considera
como “resistente” Enterobacteriales, cuja concentragio inibitéria minima (CIM) seja
superior a 2 ug/mL.

Quantificagio, isolamento e identificagao de S. marcescens

Apds o periodo de incubagio, os baldes foram observados para a inspe¢ao macroscopica
da turbidez, um indicio do crescimento bacteriano, foi realizada uma diluicio seriada e
100, 10 ¢ 1 uL de cada diluigao foram transferidos para placas de 4gar MacConkey (Iso-
far, Brasil), distribuidos na superficie das placas por meio da técnica de spread plate. O
experimento foi realizado em duplicata e as placas incubadas a 3542 °C por até 48 horas.

Apos o crescimento bacteriano, foi realizada a quantificagio total de bactérias gram-ne-
gativas resistentes a colistina nas placas de 4gar MacConkey onde houve crescimento
de 20 2200 coldnias. O niimero de Unidades Formadores de Colénias (UFC/mL) foi

calculado usando a equagao:
UFC = Numero de colonias x Fator de dilui¢ao / Volume de inéculo

Adicionalmente, colonias com caracteristicas macroscépicas de S. marcescens crescidas
em 4gar MacConkey (coldnias grandes, nao fermentadoras de lactose e produtoras de
pigmento vermelho) foram também quantificadas como citado anteriormente. Apés
quantifica¢io, os morfotipos foram selecionados, inoculados em 1 mL de caldo BHI
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(TM Media, India) e incubados em estufa a 35+2 °C por 24 horas. Apés a incubagio,
foram inoculadas em 4gar MacConkey e incubadas a 3542 °C por até 48 horas para veri-
ficacio da pureza e confirmacio da produgio de pigmentos especificos (prodigiosina).

A seguir, todas as col6nias foram submetidas a colora¢io de Gram para confirmagio
da morfologia e identificadas utilizando provas de identificagio bioquimico-fisiol4-
gicas cldssicas, incluindo provas da produ¢io da enzima oxidase, da fermentagao de
carboidratos (glicose, lactose ¢ sacarose), da produgio de pigmentos, da motilidade, da
descarboxilagao de lisina, da produgao de indol, da produgao de H,S, da utilizacao de
citrato ¢ malonato como fonte de carbono ¢ da produgao urease [18]. Apds finaliza-
¢ao da identificagio da espécie, os isolados obtidos foram transferidos para microtubos
contendo 500 ul de BHI acrescido de 20% de glicerol, sendo entio rotulados e armaze-
nados em freezer 4 -20°C.

Determinacao do perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos

O perfil de susceptibilidade dos isolados de S. marcescens frente a fosfomicina (FOS),
aztreonam (ATM), ciprofloxacina (CIP), amicacina (AMI), gentamicina (GEN),
ceftazidima (CAZ), cefepime (CPM), ceftriaxona (CRO), meropenem (MEM),
ertapenem (ETP), imipenem (IPM), cefotaxima (CTX), sulfametoxazol-trimeto-
prima (SUT) e clorafenicol (CIO) (CECON?, Brasil) foi determinado pelo método
de disco difusio de acordo com o BrCAST (2022) [17], considerando os breakpoints
estabelecidos para cada antimicrobiano. S. marcescens resistentes a compostos de pelo
menos trés classes diferentes foram consideradas multirresistentes (MDR) [19].

In6culos em caldo BHI (TM Media, fndia) compativeis com a escala 0,5 de MacFarland
(108UFC/mL) foram realizados a partir das placas de 4gar MacConkey. Posteriormente,
foi realizado o indculo em placas de 4gar Mueller Hinton (MH) (Himedia, India), apli-
cados os discos de antimicrobianos e as placas incubadas a 3542 °C, por 24 h.

Deteccao da producao da enzima betalactamase do tipo ESBL ¢ AmpC

Todos os isolados foram submetidos ao teste fenotipico para investigagio da presencga
de enzimas betalactamases do tipo ESBL usando o método dupla difusio seguindo
orientagdes do BrCAST (2017) [20]. Apés inoculagio de cada isolado de S. marcescens
(10 UFC/mL) em dgar MH (Himedia, India), um disco de amoxicilina com 4cido
clavulanico (30 pg) foi colocado no meio de placa e, a uma distancia de 20 mm entre
os discos, foram posicionados os substratos CTX, CAZ e CPM. As placas foram incu-
badas a 3542 °C por 24h e os resultado avaliados por meio de uma distor¢io de halo
de inibi¢ao observada em qualquer uma das cefalosporinas testadas, o qual indica a

produgio de ESBL pelo isolado.
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A detecgao da produgio da enzima AmpC foi conduzida de acordo com Elsayed ez
al. (2015) [21], utilizando a abordagem do teste de disco com imipenem, cefoxitina
e amoxicilina/4cido clavulanico como indutores e ceftazidima como substrato. Um
achatamento do halo da ceftazidima indica resultado positivo, ou seja, produgao da
enzima AmpC. Além disso, foi utilizado o algoritmo para triagem de producio de
AmpC padronizado pelo BrCAST (2017) [20] com a avaliagao do perfil de suscepti-

bilidade a cefoxitina, ceftriaxona e ceftazidima.

Adicionalmente, triagem da produgao de carbapenemase pelos isolados foi avaliada de
acordo com 0 BrCAST (2017) [20] utilizando os pontos de corte definidos para mero-

penem c crtapcnem.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Rios urbanos frequentemente recebem efluentes domésticos, industriais e hospitalares,
o que resulta na composicio de uma microbiota altamente diversificada. Além disso,
neste microbioma, bactérias resistentes e genes de resisténcia podem estar presentes,
fato pelo qual esses ambientes sio considerados hozspot para o desenvolvimento e disse-
minagio da resisténcia antimicrobiana [22].

Neste trabalho, apds anélise da amostra coletada, a carga total de bactérias resistentes a
colistina foi superior a 2,0 x 10> UFC/mL (202 colénias), sendo que 1,9 x 10° UFC/mL
(aproximadamentc 9,0%) eram de S. marcescens, a qual € intrinsecamente resistente a este
farmaco. De fato, espécies de Enterobacteriales estao presentes em ambientes aquiticos,
tais como estagao de tratamento de esgoto, e S. marcescens é relatada em estudos dessas
amostras em propor¢des variadas, tais como 16,0% [23] ¢ 6,2% [24].

No Brasil, a maioria dos estudos aponta para uma baixa propor¢ao ou mesmo auséncia
de 8. marcescens em ambientes aquaticos. Por exemplo, essa espécie nao foi encontrada
em 4guas de uma estagio de tratamento de esgoto [25], nem em rios da Bacia do Rio
Doce [26]. Além disso, um estudo na mesma regiao deste trabalho (centro-oeste de
Minas Gerais) mostrou auséncia de S. marcescens no Rio Pard [27].

A partir da cultura em placas, um total de 19 coldnias produtoras de prodigiosina foi
identificado como S. marcescens. Estes isolados foram submetidos ao teste de suscepti-
bilidade aos antimicrobianos que pode ser observado na Tabela 1.

1169



Heloisa Silva Inacio ez al.

*9IUDISISIT Y ‘[SAISUIS :G JOOIUJEIOD)
‘01D .NECmoquCu.—onxoqumw_sw LLNOS BWIXe10J0D) X 1D cwsuadru] (] ‘wauaderry Ty ‘wauadosy TN “UOXEBILIYYD) QYD .E(Emwmumu NWID
CUWIPIZEYD)) 1Z YD) “BUDIWEIUID) INFD) BUDEIWY [V ‘Bundexogo1diD) :J[D Weuosnzy ALY ‘CudIwojso :§O “eo11202del] ony “suarsorivut vigyaiss -T4S

[~
&~
&~
%)
-

0T ™IS
61 TdS
8ITYIS
LITIS
91ITdS
SIS
YIIIS
€IS
(498
[R88:
6I4S
8IS
LTIS
IR
SIS
¥IdS
IR
[
IS

- AN - AR RN - AN - AR R RN - AR SRR SRR RV RV R RV RNV R - AN - A R
M onpEEdddEnpdaodoan nonn o X
Moo ondedgdeg oo ononon e
LU LD LD L L LV LDV DK
LUV VLYV LYWLV VWLV W
AR R RN RN - AR R R ARV RN R R RN R R RIS R R NV RN IS RIS RN )
VDLV L»V W,
LV LUV VLV WLV WLV W
VUYLV VLV WLV WV W
[ AR N RN - AR IR R R N - ANV R RV RN R R RNV RN R NV N N - /RN )
VDUV UV VD!V UV KV KV
[ RV RV RV RV R R RN RN NN NN RIS RIS NI R NI NI NIRRT RRTL RS
(AR RV RV RV R R R NN NN NS RN R RIS RIS NI RIS R NI R - NIRRT
[ RV RV RV RV R R RN RN R NIRRT RNIL R RIS R NI R NIRRT R NI BRI RRTL RS

Oo1D 1LAS SO4d  dID

=
=

NI I¥9 WIN WIV WO O¥D ZVD XID T

mcﬂﬂm£OHumEmuﬁ< ENEIRS U~U wOﬁﬁ—OmH

=
&

“DIN-sTfodoutar( “es11002del] onx op sopeIadnddl suassarivus *§ Sp SOPEOSI SOP SOULIQOIXTWIUE sot opepI[Iqrdadsns op (19 *T e[Pqer,

1170



Identificagio ¢ avaliagio da susceptibilidade antimicrobiana de Serratia marcescen

Aqui, além da resisténcia intrinseca a colistina, a nitrofuranos e a betalactimicos (ampi-
cilina, amoxicilina/4dcido clavulinico, ticarcilina, cefalotina, cefazolina, cefoxitina,
cefotetan e cefuroxima) CLSI, 2022) [28], alguns isolados de S. marcescens também
exibiram resisténcia a outros compostos antimicrobianos. No entanto, quatro isolados
foram sensiveis a todos os antimicrobianos testados ( Tabela 1).

Com relagao aos betalactimicos, uma taxa geral de sensibilidade de 73,7% (14/19) foi
observada, enquanto dois isolados mostraram resisténcia s6 ao aztreonam e um s6 a cef-
tazidima. Curiosamente, resisténcia a cefepime, uma cefalosporina de quarta geragao,
também foi observada em dois isolados (SRI 17 ¢ SRI 19), no primeiro a resisténcia foi
associada a baixa susceptibilidade a ceftazidima. Resisténcia a trés compostos betalacta-
micos (CAZ, CPM, ERT ou CPM, ATM, ERT), apesar de baixa (2/19, 10,5%), foi
observada entre os isolados, um perfil relevante no contexto clinico uma vez que inutiliza
antimicrobianos de geragoes mais recentes dos betalactAmicos. De fato, tem sido relatado
aumento da resisténcia a betalactimicos em isolados extra-clinicos, como por exemplo,
em S. marcescens recuperadas de animais, na qual altas taxas de resisténciaa CPM e CAZ,
além de isolados com perfil de resisténcia multirresisténcia [29] sio observadas.

Aqui, a taxa geral de sensibilidade aos trés carbapenémicos simultaneamente foi alta
(17/19, 89,5%), mas dois isolados devem ser destacados, ambos apresentando resistén-
cia ao ertapenem. Enterobacteriales, incluindo S. marcescens carbapenem-resistentes
estdo na lista de prioridade critica da World Health Organization (WHO, 2017) [30]
uma vez que tem aumentado o relato de espécies com esse fendtipo no cendrio clinico
humano [31] e, apesar de taxas ainda baixas, também em isolados de origem veteri-
néria [32]. Ao contrario do cendrio clinico, estudos que investigam S. marcescens car-
bapenem-resistentes em ambientes como rio s3o escassos. Dessa forma, o achado deste
estudo ¢ preocupante, uma vez que se trata de antimicrobianos de tltima geragao, utili-
zados para tratar infecgoes por bactérias gram-negativas multirresistentes, além da pos-
sibilidade de disseminagio da resisténcia com limitacao das op¢oes terapéuticas [33].

Outra classe de antimicrobiano investigada neste estudo foi a dos aminoglicosideos,
especificamente gentamicina e amicacina. Todos os isolados foram sensiveis a amica-
cina, mas trés isolados (15,8%) apresentaram resisténcia a gentamicina. Em um con-
texto de sadde animal, S. marcescens causando mastite em bovinos foram sensiveis a
gentamicina e, provavelmente pela sua menor utilizagao para o tratamento dessas infec-
¢coes, apresentou maior eficicia [34]. A sensibilidade dos isolados a amicacina nesse
estudo, de acordo com Gad ez 4/. (2011) [35], pode se dar pelo fato dos antimicro-
bianos aminoglicosideos serem mais antigos e menos utilizados na atualidade. Dessa
forma, a sensibilidade pode estar relacionada a pouca exposicao da S. marcescens a esses
antimicrobianos.
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Ciprofloxacina, fosfomicina e sulfametoxazol-trimetoprima sio antimicrobianos
amplamente utilizados para o tratamento de infec¢oes do trato urindrio causadas por
bactérias gram-negativas [36, 37]. Apesar dos residuos de quinolonas poderem permane-
cer ativos em ambientes aqudticos e com isso favorecer a sele¢io de bactérias resistentes
[38], resisténcia a ciprofloxacina foi observada apenas em um isolado de S. marcescens
(SRI1). No entanto, apesar do perfil de susceptibilidade a esta classe de antimicrobianos
ser pouco estudada em isolados ambientais, ¢ relatada a presenga de mecanismos de resis-
téncia a quinolonas nesta espécie, mais frequentemente bomba de efluxo (superfamily
RND) [39], mas muta¢oes em gyr4 também tém sido descritas [40].

Por outro lado, resisténcia maior a fosfomicina (10/19, 52,6%) e sulfametoxazol-trime-
toprima (11/19, 57,9%) alerta para um risco iminente de impossibilidade de utilizagao
terapéutica desses antimicrobianos. Dados na literatura sobre o contexto da resisténcia
de S. marcescens de ambiente aqudtico a esses fairmacos sio escassos, porém Li ez al.
(2022) [41] relataram que fosfomicina é pobremente degradada em dguas residuais
¢ exerce pressdo seletiva na comunidade bacteriana, o que provavelmente resulta em
resisténcia antimicrobiana. Da mesma forma, de acordo com Obharisi ez /. 2023 [42],
sulfametoxazol foi o antimicrobiano encontrado em maior concentragio em estagoes
de tratamento de esgoto e corpos d’dgua receptores do efluente na Africa do Sul, o que
impde risco ao ecossistema aquatico, inclusive com a possibilidade de aumento da resis-
téncia antimicrobiana.

Resisténcia ao cloranfenicol também tem sido relatada, relacionada a produgao de ace-
tiltransferase, que pode ser disseminada entre as espécies e, neste estudo, 42,1% dos iso-
lados foram resistentes a esse fairmaco. Em 1982, Bartlett ez al. [43] ja relatavam taxas
de resisténcia elevadas (85,0%) a este antimicrobiano em isolados de S. marcescens,
assim como Tomanic’ ez al. (2022) [34], que detectaram resisténcia ao cloranfenicol
em todos os isolados de origem animal estudados.

De acordo com Magiorakos ez al. (2012) [19], bactérias multirresistentes (MDR) apre-
sentam resisténcia a pelo menos um antimicrobiano de trés ou mais classes diferentes.
A resisténcia simultinea a varias classes de antimicrobianos tem aumentado entre iso-
lados bacterianos, desafiando a comunidade cientifica e causando grande preocupagio
na comunidade médica no tocante as opgoes terapéuticas.

No presente estudo, a andlise dos dados mostrou que 31,5 % dos isolados de S. mar-
cescens exibiram fenétipo MDR, mais frequentcmente resistentes a SUT, FOS e CLO.
Destacam-se nesse contexto os isolados SRI1 e SRI20, para os quais resisténcia a com-
postos de cinco classes distintas de antimicrobianos foi observada (Tabela 1). Assim,
nossos achados revelam que . marcescens MDR estao circulando no rio estudado, o
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que leva a uma grande preocupagio uma vez que a resisténcia microbiana é um dos mais
graves e emergentes problemas de satde publica [44]. Em paralelo, Iguchi ez al. (2014)
[45] relataram S. marcescens MDR no cendrio clinico, com a resisténcia simultinea
relacionada as cefalosporinas, como aqui observado, além de aminoglicosideos. Ainda,
um estudo em isolados de S. marcescens de origem animal relatou o achado de espécies
extensivamente resistentes (XDR) [29], o que aponta para um cendrio ainda mais cri-
tico considerando que bactérias XDR sdo susceptiveis a apenas uma ou duas categorias
de antimicrobianos atualmente disponiveis para a terapéutica das infecgoes [19].

Considerando a resisténcia antimicrobiana em ambiente aqudtico, deve ser discutida
a presenga de residuos de farmacos como fator preponderante para o surgimento de
bactérias resistentes. A maioria dos antimicrobianos usados ¢ excretada diretamente
ou indiretamente nos rios, através de esgoto hospitalar ou domiciliar e pelas indus-
trias farmacéuticas. O tempo de biodegradagio desses antimicrobianos varia de meses a
anos dependendo das suas condigoes fisico-quimicas, sendo que a capacidade de resistir
aos processos de degradagio aumenta seu tempo no ambiente e, por consequéncia, a
pressio seletiva exercida [46]. Além disso, ¢ frequente o descarte de antimicrobianos
na sua forma original ou metabdlitos ativos no ambiente, ocasionando acimulo nos
rios, maior exposi¢io microbiana e resisténcia antimicrobiana [47]. Diante do exposto,
além do uso racional de antimicrobianos, politicas de prote¢ao ambiental deveriam ser
implementadas para minimizar o aporte de antimicrobianos e o surgimento da resis-
téncia microbiana.

Vale ressaltar que o rio Itapecerica, objeto desse estudo, recebe esgoto em drenagem
espontinea, sem qualquer tratamento e que a amostra de 4gua incluida foi coletada
proxima a pontos de descarga de esgoto doméstico e hospitalar. Assim, uma hipdtese
para a resisténcia observada nas cepas de S. marcescens seria a alta exposicao a residuos
de antimicrobianos, os quais impactam no desenvolvimento de resisténcia aos firmacos
por exercerem pressao seletiva sobre a comunidade bacteriana [48].

Tao importante quanto conhecer o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos dos
isolados ambientais ¢ a investigacao dos mecanismos de resisténcia bacteriana, sobretudo
aqueles que sdo veiculados por elementos genéticos méveis, com o intuito de conter a
disseminagio dessa resisténcia. Todos os isolados de S. marcescens foram submetidos a
testes investigativos da produgao das enzimas ESBL ¢ AmpC por abordagem fenotipica.

Curiosamente, nenhum isolado foi considerado produtor de ESBL, um importante
mecanismo de resisténcia comum entre bactérias gram-negativas MDR no cenario cli-
nico. De fato, S. marcescens ESBL-positivas de ambientes aqudticos nao tem sido um
relato frequente, apesar de ser considerada a espécie origem de uma classe de ESBL, a
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enzima BES-1 descrita no Brasil [49] em um isolado clinico. Lu ez 4/ (2010) [50] rela-
tam o achado desta espécie com este fenétipo em um rio da China e Rybak ez a/. (2021)
[51] encontraram Serratia fonticola produtora de ESBL em reservatério de dgua na
Pol6nia, no entanto, no Brasil estudos sio escassos e assim como neste trabalho, Cha-
gas et al. (2011) [52] nao detectaram S. marcescens ESBL-positiva em amostras de
esgoto hospitalar no Rio de Janeiro.

Produgio de AmpC nio foi detectada entre os isolados considerando as abordagens
fenotipicas propostas por Elsayed ez al. (2015) [21] e BrCAST (2017) [20]. S. marces-
cens, assim como Citrobacter freundii, Enterobacter spp, Providéncia rettgeri, Providén-
cia stuartii e Morganella morganii que compoem o grupo CESP, sao caracterizadas por
albergarem cromossomicamente o gene ampC, que em uma condi¢io de indugio ou
superexpressao, resulta em perda da atividade e do espectro de agao das cefalosporinas
da terceira geragao, monobactimicos e penicilinas [53, 54].

Por outro lado, o BrCAST (2017) [20] recomenda a triagem da produgio de car-
bapenemase por andlise dos halos de inibi¢ao obtidos para meropenem e ertapenem.
Considerando o proposto (halos de inibi¢ao < 25 mm), a resisténcia ao ertapenem dos
isolados SRI17 e SRI19, pode ser devido a produgao de carbapenemase. E conhecido
que a triagem com ertapenem tem sensibilidade alta, mas especificidade baixa, porém
para descartar a produgio de carbapenemase em isolados ertapenem-resistentes, testes
para ESBL ¢ AmpC fenotipicos devem ser positivos [20]. Valiatti ez /. (2023) [29]
mostraram que S. zarcescens carbapenemases-positiva estdo presentes em fezes de ani-
mais criados para consumo humano, fato esse que pode favorecer a disseminagao desta
bactéria para o ambiente aquético.

A nao detecgao de ESBL e AmpC sugere que a resisténcia aos betalactimicos exibida
pelos isolados estudados nao esté relacionada com mecanismo enzimatico. Porém, apenas
a abordagem molecular, considerada padrao-ouro, pode descartar a auséncia dos genes
produtores destas enzimas nos isolados [55]. Apesar de no ambiente clinico S. marcescens
produtora dessas enzimas ser frequentemente relatada, na literatura pesquisada, dados
sobre a producio dessas enzimas em isolados ambientais nao sio encontrados.

Finalmente, com relagio a resisténcia antimicrobiana de S. marcescens, deve ser lem-
brado que isolados dessa espécie de origem clinica exibem maior resisténcia que aqueles
de origem ambiental, apesar deste ser considerado reservatério de determinantes de
resisténcia antimicrobiana [40]. Estudos que abordam a resisténcia antimicrobiana em
S. marcescens de origem aqudtica sao escassos na literatura, e assim, possivelmente a
distribui¢ao da resisténcia aos antimicrobianos nesta espécie pode estar subestimada.
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CONCLUSAO

Esses resultados mostram que os rios urbanos sio um importante reservatério de
S. marcescens resistentes a multiplos antimicrobianos. Assim, considerando a pers-
pectiva One Health, onde a satde estd diretamente associada a0 ambiente em que as
pessoas estao inseridas, a presenca de S. marcescens MDR deve estimular politicas de
vigilincia ambiental na bacia hidrografica do rio Itapecerica para assim minimizar o
impacto desses achados sobre a satide da comunidade local.
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