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RESUMO

A resisténcia antimicrobiana originada a partir das infec¢cdes nosocomiais ocupam a
guarta maior causa de 0Obitos no Brasil e até 2050 o numero de mortes por ano pode
chegar a 10 milhdes em todo o mundo. O uso intensivo e indevido dos antimicrobianos
resulta no surgimento de resisténcia em varios patogenos, reduzindo as possibilidades
para o tratamento de infeccbOes, especialmente entre agentes nosocomiais de
importancia clinica. Serratia marcescens vem se apresentando de forma notéria por
sua crescente resisténcia antimicrobiana e potencial para causar surtos em ambientes
hospitalares. O objetivo deste trabalho foi estabelecer a presenca de genes de
resisténcia e fatores de viruléncia em S. marcescens causadores de um surto em um
hospital terciario em Cuiaba-Mato Grosso, Brasil, por meio do teste de Reag¢do em
Cadeia da Polimerase (PCR) e posterior sequenciamento completo do genoma (Whole
Genome Sequecing - WGS) para a caracterizagdo de amostras clonais e confirmacao
do surto. O perfil fenotipico evidenciou amostras resistentes a multiplas drogas (MDR),
sensiveis apenas a duas classes antimicrobianas das dez testadas. Genotipicamente,
os resultados indicaram uma variedade de fatores de viruléncia e resisténcia,
demonstrando a diversidade de contextos genéticos em que esses genes podem estar
inseridos. O sequenciamento identificou mais de 20 genes de resisténcia e viruléncia
como Carbapenemases, - lactamases, enzimas que hidrolizam aminoglicosideos e
bombas de efluxo, detectadas em todas as amostras. Devido a similaridade genotipica
e aos dados obtidos no WGS, constatou-se que os dez isolados de S. marcescens
séo clonais, confirmando o surto.

Palavras-chave: Serratia marcescens; resisténcia a antimicrobianos,

sequenciamento gendmico.



ABSTRACT

Antimicrobial resistance originating from nosocomial infections ranks as the fourth
leading cause of death in Brazil, and by 2050, the annual death toll worldwide could
reach 10 million. The intensive and inappropriate use of antimicrobials leads to the
emergence of resistance in various pathogens, reducing treatment options for
infections, especially among clinically significant nosocomial agents. Serratia
marcescens has become notably known for its increasing antimicrobial resistance and
potential to cause outbreaks in hospital settings. The aim of this study was to establish
the presence of resistance genes and virulence factors in S. marcescens strains
causing an outbreak in a tertiary hospital in Cuiab4, Mato Grosso, Brazil, through
Polymerase Chain Reaction (PCR) testing and subsequent Whole Genome
Sequencing (WGS) for the characterization of clonal samples and outbreak
confirmation. Phenotypically, the samples showed resistance to multiple drugs (MDR),
being sensitive to only two antimicrobial classes out of the ten tested. Genotypically,
the results indicated a variety of virulence and resistance factors, demonstrating the
diversity of genetic contexts in which these genes may be inserted. Sequencing
identified over 20 resistance and virulence genes such as Carbapenemases, [3-
lactamases, aminoglycoside-hydrolyzing enzymes, and efflux pumps, detected in all
samples. Due to the genotypic similarity and data obtained from WGS, it was found
that the ten isolates of S. marcescens are clonal, confirming the outbreak.

Keywords: Serratia marcescens; antimicrobial resistance, genomic sequencing.
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1. INTRODUCAO

As infeccbes nosocomiais ocupam a quarta maior causa de obitos no Brasil e é
considerado um grave problema médico-social, que resulta em significativa morbidade e
mortalidade (SILVA & LINCOPAN, 2012; LIANG et al., 2017). Segundo o relatério anual da
Organizacdo das Nac¢bes Unidas, doencas causadas por microrganismos resistentes aos
antimicrobianos causam cerca de 700.000 mortes por ano em todo o mundo, podendo chegar
a 10 milhdes por ano até de 2050 (O'NEILL, 2016; IACG, 2019). O uso abusivo de
antimicrobianos em animais e humanos, bem como a eliminacdo incorreta dos
medicamentos e tratamento inadequado de esgoto, sdo alguns dos varios fatores que
contribuem com o aumento da resisténcia antimicrobiana e favorecimento da transmisséo
dessa resisténcia entre os microrganismos (SUBRAMANIAM & GIRISH, 2020).

Devido a este crescente nivel de resisténcia a antimicrobianos nos ultimos anos, todos
os campos da saude se uniram em 2019 para criar uma abordagem de Sautde Unica (One
Health), visto que ja se reconhece que humanos, animais e meio ambiente estao
interconectados. Tais medidas consistem na implementacdo de programas e politicas
voltadas para a prevencdo e controle da disseminacao de resisténcia bacteriana (IACG,
2019).

A disseminacdo da resisténcia aos antimicrobianos € um problema de grande
importancia mundial, especialmente entre agentes nosocomiais de importancia clinica como
os bacilos Gram negativos membros da familia Enterobacteriaceae (BERTONCHELI &
HORNER, 2008; SMOLDERS et al., 2019; TRACY et al., 2020). Dentre eles a Serratia sp,
considerada importante contaminante do solo, agua e vegetais, vista por muito tempo como
uma bactéria ambiental ndo-patogénica e que possuia como habitat priméario o intestino do
homem e demais animais vertebrados (KONEMAN et al., 2008), nos ultimos anos tem sido
descrita como um patégeno oportunista geralmente associada a infecgdes nosocomiais,
sendo isolado a partir de uma variedade de fontes, incluindo dispositivos médicos
contaminados, solugdes intravenosas e topicas, sabonetes liquidos e ar condicionado
(POLILLI et al., 2011; GUPTA et al., 2014; VETTER et al., 2016; FRUTOS et al.,, 2017).
Relata-se a associagdo deste agente a casos de meningite, sepse, infec¢des do trato urinério,
da pele, das vias respiratérias e oculares (ENGELHART et al., 2003; SHANKS et al., 2013;
WU et al., 2013; GUPTA et al., 2014). Persiste por longos periodos no ambiente hospitalar,

onde geralmente causa surtos, especialmente em Unidades de Tratamento Intensivos
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Neonatais (UTIN) (CASOLARI et al., 2013; DAWCZYNSKI et al., 2016).

Destaca-se por apresentar elevado nivel de resisténcia intrinseca e adquirida a uma
variedade de classes de antibidticos, incluindo B-lactdmicos, quinolonas, macrolideos e
polipeptideos (SANDNER-MIRANDA et al., 2016). O uso intensivo e indevido de tais
medicamentos resulta no surgimento de resisténcia em varios patdégenos, reduzindo as
possibilidades para o tratamento de infeccoes (OMOREGIE et al., 2010).

A resisténcia intrinseca é conferida por genes de resisténcia a antibiéticos, incluindo
genes associados a bombas de efluxo que estdo presentes no cromossomo e sao
compartilhados por membros da mesma espécie ou género. A resisténcia adquirida €&
conferida pelos ganhos de novos genes de resisténcia via transferéncia génica horizontal
que estdo localizados em elementos genéticos mdveis, como plasmideos, integrons,
transposons ou ilhas genémicas (BLAIR et al., 2014 ; HU et al., 2015), e pode ser definido
como qualquer segmento de DNA que pode translocar de uma parte do genoma para outra
ou, entre genomas (VAN HOEK et al., 2011). Esta transferéncia de genes de resisténcia aos
microrganismos sensiveis vem sendo relatada ha décadas (WALTHER-RASMUSSEN &
HOIBY, 2007, PITOUT et al., 2015).

O principal mecanismo de resisténcia das enterobactérias € a produgao de B-
lactamases, enzimas que agem hidrolisando o anel B-lactamico e impedindo a acao desta
classe de antibidticos (BERTONCHELI & HORNER, 2008). As B-lactamases de espectro
estendido (ESBL) possuem mecanismos de patogenicidade que se destaca entre as enzimas
produzidas por enterobactérias (BUSH & JACOB, 2010).

Uma das dificuldades no tratamento de infec¢Bes causadas por bactérias portadoras
de genes de resisténcia e fatores de viruléncia € que, em determinados casos, ndo ha
resisténcia plena ao antibiético, tornando a deteccdo molecular desses genes obrigatéria
para assegurar 0 sucesso terapéutico, especialmente em situacdes de resultados que
demonstrem falsa sensibilidade (DEL PELOSO et al., 2010).

Considerando a necessidade de pesquisar e confirmar a ocorréncia de surtos,
objetivamos realizar o sequenciamento do genoma completo (Whole-genome sequecing-
WGS) dos isolados de S. marcescens provenientes de um hospital terciario em Cuiaba- Mato
Grosso, Brasil, a fim de estabelecer a confirmacéo da suspeita de surto com significativa taxa

de mortalidade (40%) bem como a presenca de genes de resisténcia e fatores de viruléncia.
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2.  REVISAO DE LITERATURA

2.1  Saude Unica (One Health)

Nos ultimos anos, temos observado uma diversidade de bactérias resistentes a
antimicrobianos, que vém causando graves consequéncias clinicas e econdmicas atraves do
aumento da morbidade e mortalidade na populagdo humana e animal (ROSSOLINI et al.
2014; VAN DUIN & DOI, 2015; SERWECINSKA, 2020). Essas bactérias foram classificadas
na ultima década em trés categorias: Multirresistentes (MDR): definidas como resisténcia
adquirida a pelo menos um agente em trés ou mais classes de antimicrobianos;
Extensivamente Resistentes (XDR): definidas como resistentes a todas as classes
selecionadas, exceto duas; e Pan-Resistentes (PDR): definidas como resistentes a todos os
agentes em todas as categorias antimicrobianas (PATERSON & DOI, 2007; MAGIORAKOS
et al.,, 2012).0 aumento da populacdo humana, de animais domésticos e animais de
producdo associada a intensificacdo do desmatamento e a destruicdo dos habitats dos
animais silvestres e consequentemente declinio desta populacdo, juntamente aos danos
ambientais generalizados, sdo fatores que resultaram no aumento da ocorréncia de
microrganismos resistentes e doencas emergentes e reemergentes, (RABINOWITZ et al.,
2013). Este crescente nivel de resisténcia aos antimicrobianos vem se tornando uma grande
preocupacao mundial em todos os campos da saude nos ultimos anos (WHO, 2014). Desta
forma, a Organizacéo das Nacfes Unidas (ONU) fez um alerta no ano de 2019, criando uma
abordagem de Saude Unica (One Health) a fim de controlar a disseminacéo e a resisténcia
bacteriana seja ela em humanos, animais ou meio ambiente (IACG, 2019).

Os elementos desta triade apresentam-se totalmente interconectados, podendo
transmitir patégenos entre si (humanos e animais), ou como fonte de microrganismos
resistentes (plantas e alimentos) (IACG, 2019). Assim, para se alcancar uma Saude Unica
bem-sucedida, sua abordagem deve ser feita de forma transdisciplinar integrando nao
apenas a triade humanos, animais e ambiente, mas também a medicina preventiva, a
vigilancia ativa, a transferéncia de conhecimento e os multiplos esforgos colaborativos
transdisciplinares (OMS, 2020).
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2.2 Familia Enterobacteriaceae

A familia Enterobacteriaceae pertence ao filo Proteobactéria; classe
Gammaproteobacteria; ordem Enterobacteriales, composta por mais de 51 géneros e 279
espécies de bactérias descritas, amplamente distribuidas na natureza (solo, 4gua, vegetais e
trato intestinal de seres humanos e animais vertebrados). Os membros dessa familia sao
bacilos Gram negativos, anaerobios facultativos, ndo formadores de esporos, flagelados ou
imoveis, catalase positiva e oxidase negativa, capazes de fermentar glicose e reduzir nitrato
(KONEMAN et al. 2001; MURRAY et al., 2009). Os géneros e espécies dessa familia de
maior importancia clinica sdo: Klebsiella spp., Escherichia coli, Serratia marcescens,
Enterobacter spp. e Citrobacter spp., 0os quais podem ser isolados de amostras biolégicas
como sangue, urina, secrecdes do trato respiratério, placenta e feridas (ANVISA, 2017;
ZHANG et al. 2018; DING et al. 2019; KUMUDUNIE et al. 2020; FRANK et al., 2021),

principalmente em pacientes imunocomprometidos, debilitados e/ou submetidos a
procedimentos invasivos (ADEDIRAN et al. 2020).

Quatro mecanismos fundamentais séo os responsaveis pela aquisi¢cdo da resisténcia
a diferentes classes de antimicrobianos nos membros da familia Enterobacteriaceae:
alteracdo na permeabilidade da membrana bacteriana; mutacfes na proteina-alvo do
antimicrobiano; producao de enzimas capazes de degradar os antibiéticos e mecanismos de
efluxo das substancias (BARTH et al.,, 2013). O tratamento da maioria das infec¢cbes
causadas por enterobactérias consiste na utilizagao de antibidticos B-lactamicos. Entretanto,
ao surgirem bactérias resistentes a mudiltiplas drogas (MDR), em especial das
Enterobacteriaceae produtoras de p-lactamase de espectro estendido (ESBL) e
Enterobacteriaceae carbapenem-resistentes (CRE), a utilidade terapéutica dos antibiéticos
B-lactamicos para as infec¢gbes causadas por estes microrganismos vem se tornando cada
vez mais limitada (MORRIL et al. 2015). Dentre as -lactamases, as carbapenemases se
destacam por hidrolisarem carbapenémicos, uma das mais potentes e relevantes classe
antimicrobiana em enterobactérias (NODARI, 2016).

Desta forma, as enterobactérias sado consideradas importantes quanto a transmisséo
e resisténcia bacteriana, tanto pela facilidade de disseminagéo entre individuos como pela
propensdo de adquirir material genético via transferéncia horizontal de genes, mediada

principalmente por plasmideos e transposons (CUZON et al. 2011).
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2.3  Serratia sp.

Serratia foi originalmente descrita na Italia no inicio do século 19, apds a observacéo
de uma pigmentacdo avermelhada semelhante a sangue aparecendo na polenta e
posteriormente em outros alimentos (MERLINO, 1924). Este género inclui diversos membros
ambientais diversos e clinicamente importantes. Entretanto, mesmo sendo estudado ha mais
de um século, hd uma escassez de informacfes gendmicas em todo 0 género e uma
estrutura filogenética robusta baseada em todo o genoma (WILLIAMS et al., 2022).
Apresentam caracteristicas microbiolégicas como anaerobiose facultativa, ndo esporulantes,
presenca de flagelo e capacidade de mobilidade, elevado potencial de aderéncia e formacao
de biofilme e pigmentacdo vermelha causada pela prodigiosina; catalase positiva, oxidase
negativa e geralmente capacidade de reduzir nitrato em nitrito (MURRAY et al. 2009;
BAKKIYARAJ et al., 2012).

Sao conhecidas 10 espécies desse mesmo género: S. rubidaea e S. liquefaciens, que
também foram relatados como causadores de infec¢des hospitalares, embora com menor
frequéncia (MAHLEN 2011; KARKEY, et al. 2018); S. entomophila e S. Proteamaculans que
apresentam-se principalmente como patégenos associados a insetos (RODRIGUEZ-
SEGURA et al., 2012; HURST et al., 2018); S. ficaria que estd associada ao ciclo de
polinizacdo de figos e oviposicdo de vespas do figo (GRIMONT et al., 1979). As espécies de
Serratia podem ser encontradas em diversos nichos ambientais incluindo o isolamento
frequente de ambientes aquosos como no caso de S. Plymuthica e S. Fonticola. Existem
ainda S. grimesii, ja isolada em pequenos mamiferos (WILLIAMS et al., 2022), S. odorifera, a
qual produz odor similar ao de batatas com casca, que ja foram descritas como causadoras
de infeccdo urinaria (MENEZES et al., 2004), e S. marcescens, a mais frequentemente
isolada (BAKKIYARAJ, et al., 2012; WILLIAMS et al., 2022).

Serratia marcescens (S. marcescens) serviu como um sistema modelo para estudar
as principais caracteristicas bacterianas, incluindo sistemas de secrecdo de proteinas
(MURDOCH et al., 2011) e motilidade (WILLIAMSON et al., 2008), mas também representa
um importante patbgeno humano oportunista (MAHLEN, 2011; KHANNA et al., 2013) para o
qgual houve um significativo aumento na incidéncia de multirresisténcia aos medicamentos e
casos relatados de infec¢des hospitalares graves (MORADIGARAVAND et al., 2018).

Segundo o Sistema de Vigilancia Epidemiolégica das Infeccdes Hospitalares do
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Estado de Séo Paulo, Serratia € 0 sétimo Gram-negativo mais isolado em hemoculturas,
representando 2,31% do total nas UTIs de adultos e 4% nas UTIs pediatricas (CVE, 2017).
Nos casos de surtos em unidades de cuidado neonatal, o cenario é diferente, sendo o terceiro
agente mais prevalente de 48 relatos de surtos em UTIs neonatais da Alemanha
(GASTMEIER, 2014).

As Serratias sdo geralmente sensiveis as classes antimicrobianas: aminoglicosideos,
cefalosporinas de terceira e quarta geracdo e carbapenémicos, e as associacdes de
sulfametoxazol-trimetropim, piperacilina-tazobactan e ticarcilina-clavulonato. Prescrever
betalactamicos para tratamento por longos periodos, requer uma avaliagcao rigorosa, devido
a presenca de AmpC cromossomal e risco de perda da sensibilidade ao antimicrobiano
(exceto aos carbapenémicos). A maioria das espécies de Serratia é intrinsecamente
resistente a penicilina, macrolideos, clindamicina, glicopeptideos e rifampicina. Algumas
delas, como a S. marcescens, sdo também frequentemente resistentes a ampicilina,
amoxicilina-clavulonato, ampicilina-sulbactam, cefuroxima, nitrofurantoina, tetraciclina e
polimixina (PETERSEN & TISA, 2013). Pela resisténcia a polimixina, ela entra no grupo das
chamadas enterobactérias intrinsecamente resistentes a polimixina (EIRP) juntamente com

Providencia spp., Neisseria spp., Proteus spp e Burkholderia cepacia (MELO, 2019).

2.3.1 Serratia marcescens

S. marcescens € um agente causador de infecgcdes nosocomiais graves, incluindo
pneumonia, meningite, infeccées do trato urinario, endocardite, conjuntivite e infec¢bes de
sitio cirdrgico. Nos hospitais, essas espécies sobrevivem e crescem em ambientes Umidos
(VETTER et al., 2016). Diferentes fontes ambientais para S. marcescens foram descritos
como focos de infeccdo, incluindo contaminacdo de dispositivos médicos, solucdes
intravenosas e topicas, sabonete liquido e ar condicionado (FRUTOS et al., 2017; GUPTA et
al., 2014; POLILLI et al., 2011; VETTER et al., 2016).

Essas bactérias, geralmente, sédo relatadas como uma causa de surtos,
especialmente em unidades de tratamento intensivos neonatais (UTIN) (CASOLARI et al.,
2013; DAWCZYNSKI et al., 2016), uma vez que prematuros tem um risco particularmente
elevado de sepse causada por S. marcescens (BARTELS et al., 2007). Procedimentos
invasivos, administracdo de antibidticos e fatores de risco relacionados ao paciente, como

baixo peso ao nascer, baixa idade gestacional e imaturidade, sdo fatores de risco bem
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conhecidos para infeccbes graves por esta bactéria (POLILLI et al., 2011). H4& 14 anos,
Anderson et al. (2008) j4 observavam uma taxa significativamente maior (17%) de infeccéo
em pacientes de UTIN colonizados por S. marcescens quando em comparagao a criancas
colonizadas com outros patégenos, como Enterobacter cloacae (2,4%) ou Klebsiella
pneumoniae (3,7%). Um estudo um pouco mais recente realizado no Brasil, indicou como
principais fontes de disseminacdo associadas a surtos por S. marcescens sao o0 aparelho
digestivo, respiratorio, urinario, perineo de recém- nascidos e as unhas de adultos e
trabalhadores da area de saude (LIMA et al., 2011). Alem de descrita entre 0os patdogenos
gque ameacam a saude categorizados pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) como
prioridades de pesquisa para desenvolver estratégias antimicrobianas alternativas, S.
marcescens foi também recentemente identificada como um dos principais componentes do
microbioma intestinal na disbiose familiar da doenca de Crohn (LAZZARO et al., 2017).

Os fatores de viruléncia que conduzem a infec¢des causadas por S. marcescens nao
sdo totalmente compreendidos, mas 0s principais contribuintes incluem: proteases,
exotoxinas e a formacao de biofilme (FOURNIER et al., 2016). Quanto a resisténcia, 0s
plasmideos de amplo espectro sdo comumente identificados e podem estar relacionados a

aguisicao de genes de resisténcia pela S. marcescens (MELO, 2019).

2.3.2 Serratia marcescens na Medicina Veterinaria

Relatada em cdes ha mais de 60 anos por infecgdes experimentais (KUNSTYR &
POSPISIL, 1962) e naturais (WILKINS, 1973), causando sepse e 6bito, S. marcescens
possui também um alto potencial zoonético. Assim como em hospitais humanos, é uma
potencial causa de surtos hospitalares veterinarios. Fox et al. (1981) relataram o isolamento
de S. marcescens em 50% de todos os cateteres intravenosos contaminantes de caes e
gatos em um grande Hospital Veterinario em Boston - Massachusetts, sendo também isolada
do trato respiratério, geniturinario, pele e outros locais em animais hospitalizados. Dos 11
isolados de S. marcescens, cinco foram oriundos de cateteres intravenosos, 6 de potes de
esponja aquosa de cloreto de benzalcdnio aquoso (0,025%) localizados na unidade de
terapia intensiva, salas de cirurgia e ambulatorios do hospital, sendo esta tltima considerada
como fonte primaria de S. marcescens, o que demonstra que o uso inadequado de
desinfetantes desempenha um papel importante na transmissdo nosocomial de S.
marcescens. Todos os isolados foram testados para suscetibilidades a antibioticos e

apresentaram-se MDR (estreptomicina, cefalotina e ampicilina). Sepse por S. marcescens
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em outras espécies ja foram também relatadas como em equinos adultos (YOUNG et al.
1989); potro neonato (SHAFTOE, 1984), aves (canarios e cracideos), nas quais essa
bactéria apresentou-se como fonte de infec¢cdo ou apenas microbiota intestinal, porém,
sempre com alto nivel de resisténcia (KAIRALA et al., 2021; SANTOS et al., 2010).

Outras espécies de Serratia também podem acometer animais. Um estudo
recentemente publicado relatou o desenvolvimento de osteossarcoma condroblastico em um
pastor alemao, de 15 meses de idade, quando ocorreu uma transformacéo maligna secundaria
ao histodrico de osteomielite cronica causada por Serratia liquefaciens, uma complicagao rara
e tardia em humanos e animais, sendo este o primeiro relato de osteomielite causada por S.
liquefaciens em caes (FRANCHINI et al., 2022).

Com a crescente relagdo entre crise ecologica e aumento de episédios de
transbordamento zoonadtico — termo que se refere a episédios de transferéncia de patdogenos
como virus, bactérias, protozoarios e etc., que comumente infectam ou vivem em espécies
nao humanas para a nossa (SILVA et al., 2021) — torna-se essencial considerar a condi¢éo
de transmisséo de tais agentes a populagdo humana.

2.4  Genes de Resisténcia a Antimicrobianos

A resisténcia aos antimicrobianos € um desafio na saude publica, levando a graves
consequéncias clinicas e econdémicas, bem como 0 aumento da morbidade e mortalidade de
pessoas e animais (ROSSOLINI et al., 2014; SERWECINSKA, 2020; TZOUVELEKIS et al.,
2012; VAN DUIN & DOI, 2015).

Os fatores envolvidos na disseminac¢ao de patdgenos multirresistentes na medicina
incluem o uso indiscriminado de antimicrobianos, automedicacdo com escolhas e dosagens
inadequadas e exposicao a infec¢cdes em hospitais (PRESTINACI et al., 2015). Durante anos,
antibidticos B-lactamicos foram utilizados com sucesso e eram considerados a base do
tratamento para a maioria das infeccbes graves causadas por bactérias gram-negativas.
Porém, o nimero de antibiéticos disponiveis para tratamentos vém diminuindo, bem como a
eficacia destes, principalmente pela aquisi¢cdo generalizada de genes que codificam enzimas,
como (- lactamases de espectro estendido (ESBLS) e carbapenemases, que medeiam a
resisténcia a diversos antimicrobianos (MORRILL et al., 2015; TACCONELLI et al.,2018).

O mecanismo de resisténcia mais comumente utilizado pelas bactérias Gram-

negativas de importancia clinica € a producdo de B-lactamases (BUSH & JACOB 2010).
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Essas enzimas promovem a degradacao do anel B-lactamico, inativando o antimicrobiano e
impedindo que ele apresente atividade (SEIBERT et al., 2014). As B- lactamases de maior
preocupacao para a clinica médica sao as 3-lactamases de espectro estendido (ESBL) e as
carbapenemases (ALVES & BEHAR, 2013). Tais enzimas séo geralmente codificadas por
genes de localizacdo cromossdmica e plasmideal, expressas por varias espeécies de
enterobactérias, incluindo S. marcescens (CHIBABHAI, etal., 2018; DARWICH et al., 2019;
PICCIRILLI et al., 2019; SU et al., 2017). A presséo seletiva do meio é um dos fatores que
contribui para a expressao dos genes produtores de betalactamases, sendo o aumento na
concentracdo de antimicrobianos um dos fatores que induzem ao aumento da expressao
desses genes, provocando resisténcia ndo identificada nos exames laboratoriais de rotina
(DEL PELOSO et al., 2010).

Desta forma, as B-lactamases, incluindo as carbapenemases, sdo categorizadas
empregando classificacdes amplamente difundidas, como a classificacdo de Ambler (1980), a
gual baseia-se na estrutura molecular das enzimas e inclui todas as p-lactamases descritas em
quatro classes: A, B, C e D. As classes A, C e D sdo compostas por enzimas com serina no

sitio ativo, e a classe B € composta por enzimas com zinco em seu sitio ativo (AMBLER, 1980).

2.4.1 Gene blakpc

Os genes da enzima Klebsiella pneumoniae Carbapenemase (KPC) aparecem
frequentemente inseridos nas estruturas genéticas méveis como plasmideos, podendo ser
facilmente transferidos entre bactérias da mesma espécie ou espécies diferentes,
acentuando seu potencial de disseminacdao (NORDMAN et al., 2011).

Da classe A, os genes decodificadores de KPC sédo 0s mais comuns e circulam entre
as Enterobacteriaceae do mundo todo (LOGAN & WEINSTEIN, 2017). KPCs sdo capazes
de hidrolizar todos os antibiéticos betalactamicos, sendo a resisténcia aos carbapenémicos
geralmente concomitante a resisténcia a outras classes de antimicrobianos (ECDC, 2017,
MELO, 2019), o que confere a bactéria a capacidade de sobreviver e crescer na presenca
de concentracdes clinicamente relevantes de carbapenémicos (DURANTE-MANGONI et al.,
2019). O uso previo desses medicamentos associado a comorbidades, maior permanéncia
no hospital e/ou UTI, cirurgias e transferéncia de estabelecimentos de saude com altas taxas
de resisténcia aos carbapenémicos sdo alguns fatores de risco associados a resisténcia a
esta classe antibidtica (VAN LOON et al. 2018). Os antimicrobianos carbapenémicos
pertencem a familia dos B-lactamicos e apresentam acao bactericida (VIVAS et al., 2020),
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sendo os mais utilizados: imipenem, meropenem, ertapenem, doripenem, panipenem,
biapenem, tebipenem e tomopenem (EL-GAMAL et al. 2017).

Segundo a literatura, 74 alelos do blaKkPC ja foram descritos (blakPC-2 a blakPC-
74) e depositados no Genbank. Destes, blakPC-2 e blakPC-3 sdo os mais comumente
relatados (LI et al., 2021; REQUENA et al., 2021). RIBEIRO et al. (2013) avaliaram 345
isolados de Enterobacteriaceae com sensibilidade reduzida a carbapenémicos de 11
hospitais brasileiros nos anos de 2009 a 2011 e indentificaram 2,3% de isolados de S.

marcescens (8 amostras), das quais trés apresentaram o gene blakPC. No ano seguinte

foram relatados 14 casos de S. marcescens identificados pelo VITEK®, todas KPC positivas,
nos testes de PCR (DE OLIVEIRA et al., 2014). Também foi descrito um relato de 12 casos
de pacientes com isolados de S. marcescens, dos quais seis eram resistentes a
carbapenémicos e KPC positivos (TUON et al., 2017). Em 2021, um trabalho resultante da
nossa pesquisa evidenciou o gene blakPC-2 em 100% das amostras obtidas de um surto
de S. marcescens em um hospital terciario em Cuiaba-MT, através do teste de PCR e

posterior sequenciamento do gene (CRUZ et al., 2021).

2.4.2 Gene blaOXA

As Oxacilinases (OXA) sao genes de B-lactamases de Classe D de Ambler. OXAs
sdo caracterizadas como penicilinases que podem hidrolisar oxacilina e cloxacilina, além de
serem pouco inibidas pelo acido clavulanico e pelo EDTA. O gene blaOXA-48 é um dos
poucos membros desta familia a possuir uma atividade notavel de hidrélise de carbapenem
(POIREL et al.,, 2004). Descrito pela primeira vez em 2004 na Turquia, comegou a se
espalhar na Europa e no Oriente Médio (CARRER et al., 2010).

Estudos de vigilancia mostraram que a carbapenemase OXA-48 sdo as
carbapenemases mais comuns em Enterobacterales em certas regides do mundo e estédo
sendo introduzidas regularmente em regides ndo endémicas, onde Sd0 responsaveis por
surtos nosocomiais. Em 2018, identificaram 26 isolados de S. marcescens resistentes a
carbapenémicos que portavam OXA-48 (REGEV-YOCHAY et al., 2018).

2.4.3 Gene blasrt
Os genes Serratia marcescens carbapenemase (SRT) codificam B-lactamases
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classe C de Ambler. Tais enzimas sao 3-lactamases de serina, muito parecidas com a classe
A, mas com pouca semelhanca de sequéncia com as B-lactamases desta classe. Também
sdo conhecidas como B-lactamases AmpC (WU et al., 2004). blaSRT foi relatado pela
primeira vez em uma cepa de S. marcescens em 2004. Quase todos os relatos subsequentes
sobre ele estdo relacionados a S. marcescens, geralmente associado a diferentes genes de
resisténcia, como blaTEM-1, aminoglicosideo AAC(6")- Ic e blakPC-2 (WU et al., 2004 ; YU
et al., 2008 ; SRINIVASAN e RAJAMOHAN, 2019 ; QUEZADA-AGUILUZ et al., 2020 ).

2.4.4 Gene blaTEM

TEM-1 é uma B-lactamase que hidrolisa a ligagdo amida ciclica no anel B-lactamico
(BERGSTROM et al., 1978). Os genes TEM codificam B-lactamases classe A de Ambler e
sdo capazes de hidrolisar penicilinas e cefalosporinas de primeira geracao, e geralmente
incapazes de atacar as cefalosporinas de amplo espectro (SHAIKH et al., 2015). Entretanto,
com o surgimento de muitas variantes, as substituicdes de aminoacidos séo variadas, e as
combinacdes dessas trocas de aminoacidos resultam em varias alteragdes sutis nos
fenétipos das ESBLs, como a habilidade de hidrolisar oximino-cefalosporinas especificas,

como cefotaxima e ceftazidima (SEKI, 2012).

2.4.5 Gene AAC(6’)

A enzima Aminoglicosideo N(6’)-acetiltransferase (AAC(6')) tem sido relatada em uma
ampla diversidade de agentes Gram-negativos patogénicos. E capaz de modificar um grupo
amino especifico na molécula de aminoglicosideos como amicacina, gentamicina,
tobramicina e canamicina (DURANTE-MAGONI et al. 2009), transferindo um grupo acetil do
acetil-CoA para o aminoglicosideo. As AAC(6") acetiltransferases modificam os 6 grupos
amino primarios e sao a resisténcia mais comum aos farmacos aminoglicosideos (VETTING
et al, 2008).

Existe interesse particular na pesquisa da enzima AAC(6') por esta apresentar
significativa micro heterogeneidade na extremidade N-terminal da proteina, alem do fato do
gene codificador AAC(6) estar muitas vezes presente em integrons, transposons,

plasmideos, ilhas gendmicas e outros elementos genéticos méveis (RAMIREZ et al. 2013).
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2.5 Fatores de Viruléncia
S&o inumeros os relatos que indicam S. marcescens como causa de multiplas

infeccbes nosocomiais. Entretanto, pouco se sabe sobre seus mecanismos de invasdo e
patogénese. Diversos fatores de viruléncia potenciais ja foram descritos; no entanto, poucos
tém seu papel totalmente elucidado. Varios fatores de viruléncia estdo envolvidos na
patogénese de S. marcescens, sendo alguns deles: hemolisina, fimbrias, proteases, lipases,
nucleases, antigenos de parede celular. E por meio da ac¢&o coordenada desses fatores que
0 agente consegue se aderir, invadir células hospedeiras, produzir citotoxicidade e causar a
lise celular (HERTLE, 2000; LAZZARO, 2019).

Um dos fatores de viruléncia frequentemente descrito em S. marcescens Sao as
bombas de efluxo (SHIRSHIKOVA et al., 2021). Tais estruturas consistem em um mecanismo
de transporte ativo cuja principal funcédo é a remocdo de compostos toxicos do interior da
bactéria (LI et al., 2015). Estas proteinas integrantes da membrana plasmatica tém sido
responsabilizadas por diversos casos de resisténcia a drogas, as quais sao expelidas para
fora da bactéria (PIDDOCK, 2006). Em 1992 foram descritas as primeiras bombas de efluxo
em bacilos Gram-negativos: as bombas da familia Tet, especificas para a extrusdo de
tetraciclinas do interior da célula bacteriana (LEVY, 1992). A efetiva extrusdo de antibioticos
resulta em significativa elevagdo na concentragdo inibitéria minima (CIM) quando ha
superexpressdo dessas proteinas (SULAVIK et al., 2001). O contrario também ja foi
observado, em casos onde genes codificantes para essas bombas estao deletados, podendo
haver reducfes da CIM de até 256 vezes (NISHINO & YAMAGUCHI, 2001), fendmeno que
pode acarretar na inibicdo do crescimento bacteriano (NICHOLS et al., 2011).

2.5.1 Proteina oqxB

OgxB é um transportador de membrana de bomba de efluxo RND (Resistance-
Nodulation-Division) que surgiu como um fator que contribui para a resisténcia a antibioticos
em K. pneumoniae. OgxB passou por transferéncia horizontal de genes e agora € visto em
outros patdgenos bacterianos Gram-negativos, incluindo E. coli, Enterobacter cloacae e
Salmonella spp., disseminando ainda mais a resisténcia a multiplas drogas (BHARATHAM
et al., 2021).
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2.5.2 Proteina H-NS

A proteina H-NS é uma proteina de ligacdo ao DNA, semelhante a histonas que
participa da regulacdo génica (NISHINO & YAMAGUCHI, 2004). Tem sido implicado na
expressao de varios sistemas de efluxo, aumentando a resisténcia aos B-lactamicos. Estudos
também descrevem que H-NS modula a resisténcia a multiplas drogas através da repressao
dos genes que codificam a bomba de efluxo de mudltiplas drogas em Salmonella
enterica (NISHINO et al., 2009).

2.5.3 Proteina mexI

A proteina mexl é uma subunidade de permease do transportador de efluxo de
multiplas drogas RND. Faz parte de um grupo génico de 4 membros que codifica um sistema
de efluxo com papel fisiologico na P. aeruginosa (comunicacdo célula a célula e

patogenicidade), além de seus efeitos protetores contra antimicrobianos (PIDDOCK, 2006).

2.5.4 Proteinas sdeB / sdeX /sdeY

Adaptador periplasmico (sdeX) dos transportadores de membrana (sdeB e sdeY).
Esse grupo de proteinas confere resisténcia através do mecanismo de bomba de efluxo RND
de mudltiplas drogas. As bombas de efluxo de farmacos e biocidas sdo cassetes de ligacéo
de ATP que sao responsaveis pelo efluxo de uma variedade de antibiéticos e compostos
biocidas intracelulares (LAVILLA et al., 2014).

2.5.5 Proteina CpxAR

A proteina CpxAR age modulando a sinalizacdo da Proteina periplasmética CpxP.
Juntas, codificam um sistema regulador que afeta a transcricdo de dois sistemas de efluxo
que estdo implicados na resisténcia a multiplas drogas (WEATHERSPOON-GRIFFIN et al.,
2014).

2.5.6 Proteina CRP

A CRP é uma proteina reguladora transcricional, que além de seu papel no controle
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de catabdlitos, contribui para a multirresisténcia. O regulador de CRP modula a resisténcia a
multiplas drogas em E. coli através da repressao dos genes que codificam a bomba de efluxo
de multiplas drogas (NISHINO et al., 2008).

2.5.7 Proteina acrB

A proteina acrB € uma subunidade da bomba de efluxo de mdultiplas drogas. O
sistema de efluxo acrB é um sistema de efluxo de varios medicamentos comuns. AcrB foi a
primeira estrutura cristalina da bomba de efluxo descrita, uma proteina fundamental do

mecanismo de exportacédo das drogas (SUN et al., 2014).

2.5.8 Proteina cadA

ATPase transportadora de cadmio, zinco e cobalto. O grupo de genes cadA é uma
proteina de resisténcia ao metal, que medeia a resisténcia a metais através de um
mecanismo de efluxo dependente de ATP e fornece um bom alvo para a selecdo de
potenciais biossorventes de cadmio (ICGEN & YILMAZ, 2016) e outros metais pesados.
CadA é também essencial para uma indugcdo oportuna do sistema de efluxo atuantes na
fagocitose de P. aeruginosa por macrofagos, nos quais um reforco de metal téxico é

descarregado no fagolisossoma para intoxicar os microrganismos (DUCRET et al., 2020).

2.5.9 Proteina rpoS

Regulador transcricional da fase estacionaria e da resposta geral ao estresse
oxidativo. O grupo de genes rpoS confere resisténcia a desinfetantes por meio de um
mecanismo regulador. A atividade de rpoS pode ser induzida na fase de crescimento
exponencial por falta de nutrientes, calor, choque e estresse oxidativo. As proteinas RpoS e
Dps foram expressas ativamente nas condi¢cfes testadas, expressando tais genes quando
em contato com hipoclorito de sddio, relacionados ao estresse oxidativo e conferindo

resisténcia ao hipoclorito de sodio em Salmonella Enteritidis (RITTER et al., 2012).

2.5.10 ProteinarcsB

O sistema Rcs € composto por trés proteinas centrais: sensor de membrana interna
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quinase RcsC, fosfotransferase RcsD e regulador de resposta RcsB (citoplasmatico). RcsB
também foi relatado para desempenhar um papel na resisténcia a polimixina B. Apresenta
também envolvimento na regulacdo da resposta ao estresse acido no sistema sobre a
resisténcia bacteriana (LIU et al., 2019). RcsB é um repressor da sintese de prodigiosina em
S. marcescens e fornece informacdes sobre o0 mecanismo regulador de RcsB na motilidade
celular, producgéo de polissacarideo capsular, formacgéo de biofilme e resisténcia a acidos em
S. marcescens (PAN et al., 2021).

2.5.11 Proteina cheY

Poteina reguladora da resposta a quimiotaxia. Na quimiotaxia, as células direcionam
sua natacao de caminhada aleatéria para ambientes favoraveis e para longe de ambientes
desfavoraveis. Eles fazem isso modulando a direcdo da rotacdo flagelar. Esta direcao é
controlada por uma proteina sinalizadora, CheY, que vai e volta entre os receptores e o motor
flagelar (BARON & EISENBACH, 2017).

2.5.12 Proteinas fliG / fliM

FIiG e FliM sdo proteinas que regulam a rotacdo e comutacao do motor flagelar.
Véarios modelos de montagem para FliG e FIiM foram propostos; no entanto, ainda néo esta
claro se a montagem das proteinas de troca é conservada entre as diferentes espécies
bacterianas (LAM et al., 2013).

2.5.12 Proteina GndA

Para sobreviver ao aumento abrupto da temperatura, as bactérias expressam
proteinas de choque térmico. No entanto, nem todas as proteinas de choque térmico foram
totalmente caracterizadas, especialmente os polipeptideos de baixa abundéancia, pequenos
e associados a membrana. GndA foi descoberta numa abordagem desenvolvida para
protedmica de membrana guantitativa, que identificou um peptideo triptico aparentemente
pertencente a uma pequena proteina de choque térmico previamente desconhecida (YUAN et
al., 2018).
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2.5.13 Lipoproteina ECS88 3547

Lipoproteina do gene NLPI que age como uma proteina adaptadora para hidrolases
de peptidoglicano (PG), que fornece as bactérias a resisténcia mecéanica para manter a forma
celular e resistir ao estresse osmotico. O alargamento tipo malha requer a atividade
combinada de peptidoglicano sintases e hidrolases. NLPI liga-se a diferentes classes de
hidrolases e pode formar complexos especificamente com varias PG endopeptidases. O
NLPI parece contribuir tanto para o alongamento quanto para a divisdo de complexos
biossintéticos de PG com base em sua localizagdo e interagbes genéticas
(ecoli_VF_collection; BANZHAF et al., 2020).

2.5.14 Transposon tnpR

Transposons sdo membros da classe de elementos transponiveis que normalmente
contém um ou mais genes, conferindo resisténcia a agentes antibacterianos. Para que ocorra
0 processo de transposicdo, sdo necessarios pelo menos dois genes: tnpA e tnpR. O gene
tnpR, que catalisa recombinacao entre sitios especificos (res) nas duas cépias do elemento,
dando o replicon doador original e o replicon do destinatario que agora contém uma cépia do
elemento (LIEBERT et al., 1999).

2.5.15 Integron intl

Intl consiste num gene de mobilidade como as integrases, que confere a mesma
estrutura base de todos os integrons. Tal estrutura € uma alternativa econémica para explorar
completamente os cassetes de resisténcia atraves do sequenciamento profundo de
amplicons intl, corroborando a abundancia e diversidade de ARGs associados a integrons
(DIAS et al., 2021). O integron de classe 1 é frequentemente responsavel pela transferéncia
dos cassetes de genes que abrigam Metalo-B-Lactamases (MBLS), especialmente as
variantes alélicas blavIM e blaIMP, concluindo desta forma que MBLs sdo geralmente

codificadas em cassetes de genes que abrigam integrons (AMIN et al., 2019).
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2.6 Sequenciamento do Genoma Completo - SGC (Whole-genome Sequencing - WGS)

A microbiologia clinica utiliza as técnicas moleculares como uma ferramenta auxiliar
no diagnostico clinico, que engloba desde a identificacdo de espécies, através do
sequenciamento parcial de genes (como 16S ribossomal), para deteccdo de importantes
genes de resisténcia e/ou viruléncia, como também para caracterizacdo de surtos, por
técnicas de tipagem (DIDELOT et al., 2012). Um método promissor em investigacfes de
surtos é o sequenciamento do genoma completo (SGC), pois permite o reconhecimento mais
rapido de um surto com mapeamento preciso da disseminacao, facilitando a implementacéo
de medidas de controle de infeccdo. SGC também fornece informacdes interessantes sobre
a disseminacao de genes de resisténcia e viruléncia a antibidticos (MUYLDERMANS et al.,
2021). Por todos estes fatores, o sequenciamento do genoma tem sido considerado o novo
padrao-ouro em epidemiologia microbiana (SABAT et al., 2013).

O sequenciamento completo do genoma se resume em quatro passos, sendo eles:
1. Obtencdo de uma biblioteca, composta por pequenos fragmentos de acido
desoxirribonucleico (DNA) da amostra a ser sequenciada; 2. Amplificacdo desses fragmentos
por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em emulsdo, utilizando-se um Unico par de
iniciadores; 3. Sequenciamento simultaneo destes produtos de amplificacéo; 4. E por fim, os
fragmentos sado alinhados a uma sequéncia conhecida (alinhamento por referéncia) ou nao
(alinhamento de novo), para a determinacao da sequéncia completa (BENTLEY et al., 2008).

O sistema HiSeq é adequado para projetos que tenham necessidade de produc¢éo de
grandes volumes de dados de sequenciamento, em curto periodo. Ele apresenta dois modos
de corrida (Rapid Run e High Output Run), além da capacidade de sequenciar uma ou duas
laminas (flow cells) simultaneamente. Esse equipamento gera até 1 terabase (Tb) de dados
(Nlumina, 2017).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

o Estabelecer a confirmacao da suspeita de um surto e a presenca de genes de
resisténcia e fatores de viruléncia dos isolados de S. marcescens provenientes de um

hospital terciario em Cuiaba-Mato Grosso, Brasil.

3.2. Objetivos especificos

o Correlacionar os achados fenotipicos e genotipicos dos isolados;

o Avaliar a diversidade genética dos isolados de S. marcescens estudados
através do Sequenciamento do Genoma Completo.

o Detectar genes de resisténcia e fatores de viruléncia nos isolados de S.
marcescens através do teste de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e pelo

sequenciamento do genoma completo (WGS).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Aprovacdes e declaracdes ética

O projeto foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa pela Plataforma Brasil do
Hospital Universitario Jalio Muller (HUJM), registrado no Sistema Nacional de Avaliacdo Etica
de Projetos de Pesquisa em Humanos (CAAE 17331119.2.0000.5541).

4.2 Local de estudo e isolados

Um total de dez isolados foi obtido de dez pacientes internados na UTI, enfermarias
de clinica médica e de clinica cirdrgica do hospital publico universitario de servico terciario
de Cuiaba, Mato Grosso, Regido Centro-Oeste do Brasil. O Hospital Universitario Julio Muller
(HUJM) possui 118 leitos. As amostras foram coletadas dos pacientes como rotina do

hospital em investigacao de surtos em novembro de 2018.

4.3 Dados clinicos dos pacientes

Os dados foram coletados através da andlise de prontuarios e preenchimento de
fichas clinicas. Foram coletados os seguintes dados:

. Sexo e idade dos pacientes;

. Dias de internacgdo até o isolamento da S. marcescens em cultura,;

. Local e Desfecho da internacéo;

. Antibimicrobianos utilizados no tratamento;

. Suceptibilidade aos antimicrobianos utilizados.

4.4 ldentificacdo

A identificagdo da S. marcescens das amostras foi realizada no sistema Vitek2
(BioMérieux, Marcy I'Etoile, Franca) e confirmada pela técnica de MALDI-TOF (Matrix

Associated Laser Desorption-lonization-Time of Flight)
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4.5 Perfil de susceptibilidade a antimicrobianos

Os perfis de susceptibilidade foram baseados na Concentragdo Inibitéria Minima
pela técnica de microdiluicio em caldo (MIC) pelo sistema Bact/Alert 3D e Vitek2
(BioMérieux, Marcy I'Etoile, Franca), onde foram testadas sete classes de antimicrobianos:
Penicilina (Piperaciclina + tazobactam), Cefalosporina (Cefepime), Polimixina (Polimixina
B), Carbapenémicos (Imipenem, Ertapenem, Meropenem), Fluorquinolona
(Ciprofloxacina), Aminoglicosideos (Gentamicina, Amicacina), Glicilciclina (Tigeciclina).

Os isolados foram classificados como sensivel, resistente ou intermediario de acordo
com Clinical & Laboratory Standarts Institute Guidelines (CLSI, 2017).

4.6 Extracao de DNA

A extracdo de DNA dos isolados foi realizada com a inoculacdo das colénias em
Caldo Infusdo de Cérebro e Corac¢éo (BHI) e incubacéo sob agitacédo a 37°C overnight. Apds
centrifugacéo o precipitado foi ressuspenso em 1mL tampé&o de lise (100mM, NaCl, 25mM
EDTA, 100mM Tris-HCI pH 8,0, 0,5% SDS, 0,1mg Proteinase K), e tratado com fenol-
cloroférmio de acordo com o Sambrook e Russel (2004). O DNA foi ressuspenso com 50 pl
de agua ultra pura. A integridade e qualidade do DNA extraido foi verificada por eletroforese a
100V por 40min em gel de agarose 1,5% corado com Gel Red (Biotium) e visualizados no
ChemiDocTM XRS utilizando o software ImageLabTM®. Posteriormente, o material foi

armazenado a -20°C até a utilizacdo nos testes moleculares.

4.7 PCR para deteccao dos genes de resisténcia e fatores de viruléncia

Os dez isolados de S. marcescens foram submetidos a PCR para quatro genes de
resisténcia e viruléncia, utilizando as sequéncias de oligonucleotideos descritas na Tabela

1. As amplificagbes dos genes de resisténcia e viruléncia foram realizadas em
termociclador My Cycler™ (Biorad) com desnaturacdo inicial do DNA, sucedido de
desnaturacao, extensdo da cadeia nucleotidica, seguidos de uma extensao final, de acordo

com as referéncias utilizadas (Tabela 1). Os produtos de PCR foram submetidos a
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eletroforese em gel de agarose, corado com Gel Red™ (Biotium®) a 10 V/cm e visualizados
em fotodocumentador ChemiDoc™ XRS utilizando o software Image Lab™. O marcador de

massa molecular empregado foi o Ladder™ (Ludwig®; 0.1ug/pl; 100bp).

Tabela 1. Iniciadores utilizados na reacdo em cadeia de polimerase para deteccéo de genes

de resisténcia, tamanho molecular do produto amplificado e sua referéncia bibliogréfica.

Gene Sequéncia (5’ - 3’) Produto Referéncia
(pb)
OxAs F-ATG CGT TGATTA GCC TTATC 798 WANG et al. (2016)
R-CTA GGG AAT AAT TTT TTC CT
F-TGT CAC TGT ATC GCC GTC 1011 YIGITI et al. (2001)
KPC-2 R.CTC AGT GCT CTA CAG AAA ACC
F-CGA CAC TGC CCG ATA TGA TCC 303 PARK et al. (2009)
TpR R-CGG GCA ATA CTG AGC TGA TG
F-GCC TTG VTG TTC TTC TAC GG 558 HAN et al. (2004)
intl1 R-GAT GCC TGC TTG TTC TAC GG

4.8 Sequenciamento dos Genes

Posteriormente, os produtos obtidos pela PCR foram purificados com o kit GFXT™™
PCR DNA e utilizados na reacao de sequenciamento, juntamente com o BigDye Terminator
Ready Reaction Cycle Sequencing (Applied Biosystems) no sequenciador automatico ABI
3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). As sequéncias obtidas foram confrontadas com
0 banco de dados do GenBank wusando o BLAST no servidor NCBI
(http:www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).

4.9 Whole-genome Sequencing (WGS)

As amostras de S. marcescens foram cultivadas em meio Luria Bertani (LB) sob
agitacdo a 37°C overnight. Apés centrifugacdo, o precipitado foi ressuspenso em 1mL
tampdao de lise (100mM, NaCl, 25mM EDTA, 100mM Tris-HCI pH 8,0, 0,5% SDS, 0,1mg

Proteinase K), e tratado com fenol-cloroféormio de acordo com o Sambrook e Russel (2004).

Posteriormente foi realizada a quantificacdo do DNA pelo Qubit® Fluorometer 2.0 (Life
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Technologies — Texas A&M Institute for Genome Sciences and Society), a fim de quantificar 3
Mg (3000 nanogramas) de DNA, eluidas em TE (com volume final de 75 ul) para envio e
sequenciamento completo do genoma pela equipe de pesquisadores da Rede de Ciéncias
Omicas (Recom) da Universidade Federal do Vale S&o Francisco (Univasf).

O sequenciamento do genoma completo foi realizado usando kit lllumina HiSeq
2500 (lllumina Inc.) com cobertura acima de 1000x. A montagem e anotacao de genomas
foram analisadas com o montador Unicyler v 0.5.0 (pipeline de montagem hibrida para
genomas isolados de bactérias) (WICK et al., 2017). Realizou-se a montagem De-novo do
adaptador lllumina Seq livre e correcao de erros dos dados. Prokka 1.13.4 (SEEMANN, 2014)

foi usado para predicéo de genes.

4.10 Andlise Bioinformatica

Com o DNA sequenciado foram investigados genes de viruléncia e enzimas
responsaveis pela resisténcia a antimicrobianos utilizando a ferramenta ABRiIcate
(https://github.com/tseemann/abricate), que identifica genes de interesse no genoma ao
compara-lo com bancos de dados, por meio do alinhamento de sequéncias. Os genes de
resisténcia foram pesquisados nas plataformas NCBI (National Center For Biotechnology
Information) , ResFinder (ZANKARI et al., 2012), ARG-ANNOT (Antibiotic Resistance Gene-
ANNOTation), CARD (Comprehensive Antibiotic Resistance Database), MEGARES
(Microbial Ecology Group), VFDB (Virulence Factors of Bacterial Pathogens) e Ecoli_vf
(Escherichia coli virulence factors).

Todos os genomas foram alinhados com o genoma de referéncia de S. marcescens
KS10 5238547, disponivel no National Center for Biotechnology Information (NCBI). Com os

genomas montados, foi construido um mapa comparativo dos mesmos.
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5. RESULTADOS

Os resultados obtidos nesse estudo seréo apresentados no formato de artigos (Artigos

le?2):

- Artigo 1: Outbreak of KPC-2 producing Serratia marcescens MDR in a tertiary hospital in

the Midwest region, Brazil.

- Artigo 2: Whole-genome sequencing analysis of multidrug-resistant Serratia marcescens

isolates in an intensive care unit of the Midwest region, Brazil.

_ Méticas/ | Fator de
Artigo
Revista Situacdo | Qualis | Impacto
Outbreak of KPC-2 producing Serratia Indice H5
Research,
marcescens MDR in a tertiary hospital in , Publicado | (Google
Society and
the Midwest region, Brazil Metrics): -
Development
21 (2022)
Whole-genome sequencing analysis of .
J ‘ J Y The Journal | Aceito para
multidrug-resistant Serratia marcescens o L
of Infection in | publicacéo
isolates in an intensive care unit of the _ . . .|QualisB2| 2.512
Developing | (em edigéo)
Midwest region, Brazil )
Countries

As informacdes e dados clinicos dos pacientes acometidos por Serratia marcescens,

tratamentos utilizados e desfechos clinicos; caracteristicas genémicas das S. marcescens

analisadas, bem como os genes de resisténcia e viruléncia detectados por sequenciamento

gendmico estao disponibilizados a seguir em forma de tabelas.
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Tabela 2: Dados dos pacientes, tipos de amostra estudada, perfil de susceptibilidade aos

antibidticos, doenca de base e desfecho do quadro clinico.

Paciente Isolamento
N° (idade/ de S. Amostra  Sensibili- Resisténcia Doencade Desfe-
género) marcescens dade Base cho
S1 74, M 17/11/18 Aspirado TG, GEN PPT, CPM, POL, Neurocripto- Obito
traqueal IMP, ETP, MER, coccose
CPM, AMI
S2 84, F 11/11/18 Aspirado TG, GEN PPT, CPM, POL, Infarto agudo do Obito
traqueal IMP, ETP, MER, miocéardio
CPM, AMI
S3 60, M 08/11/18 Ponta de GEN PPT, CPM, POL, Adenocarcinom Alta
cateter IMP, ETP, MER, a de proéstata
CPM, AMI, TG
S4 63, F 17/11/18 Swab retal GEN PPT, CPM, POL, Hanseniase Alta
IMP, ETP, MER,
CPM, AMI, TG
S5 57, M 09/11/18 Liquido TG, GEN PPT, CPM, POL, Aspergilose Alta
pleural IMP, ETP, MER, pulmonar
CPM, AMI
S6 71, M 19/11/18 Aspirado TG PPT, CPM, POL, HIV e Obito
traqueal IMP, ETP, MER, Pneumocistose
CPM, AMI, GEN
S7 40, F 09/11/18 Swabretal TG, GEN PPT, CPM, POL, Hanseniase e Alta
IMP, ETP, MER, colecistite
CPM, AMI
S8 56, M 10/11/18 Secrecéo TG, GEN PPT, CPM, POL, Hérnia Alta
abdominal IMP, ETP, MER, diafragmética e
CPM, AMI laparotomia de
urgéncia
S9 18, F 14/11/18 Liquido TG, GEN PPT, CPM, POL, Hérnia Alta
sinovial IMP, ETP, MER, diafragmatica e
CPM, AMI laparotomia de
urgéncia
S10 65, M 10/11/18 Sangue TG, GEN PPT, CPM, POL, Pénfigo folidceo Obito

IMP, ETP, MER,
CPM, AMI

e insuficiéncia

renal dialitica

PPT: Piperaciclina + tazobactam; CPM: Cefepime; POL: Polimixin B,; IMP: Imipenem;
ETP: Ertapenem; MER: Meropenem; CIP:Ciprofloxacin; AMI: Amicacin; TG: Tigeciclina,;
GEN: Gentamicina
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Tabela 3: Caracteristicas genémicas de Serratia marcescens XDR clonal de
surto de pacientes de UTI, Cuiabd-MT.

S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10
Contigs 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Bases 5017862 5022821 5022695 5022821 5022818 5022919 5022802 5022373 5022802 5022725
CDS 4598 4602 4603 4602 4603 4603 4603 4603 4603 4602
Gene 4677 4684 4685 4684 4685 4686 4685 4685 4685 4681
rRNA 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
tRNA 7 80 80 80 80 81 80 80 80 7
tmRNA 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Tabela 4: Genes de viruléncia e resisténcia sequenciados nos isolados de S. marcescens.

S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10
AAC6 AAC6 AAC6 AAC6 AAC6 AAC6 AAC6 AAC6 AAC6 AAC6
HNS HNS HNS HNS HNS HNS HNS HNS HNS HNS
SRT SRT SRT SRT SRT SRT SRT SRT SRT SRT
SDEB SDEB SDEB SDEB SDEB SDEB SDEB SDEB SDEB SDEB
MEXI MEXI MEXI MEXI MEXI MEXI MEXI MEXI MEXI MEXI
- TEM TEM TEM TEM TEM TEM TEM TEM TEM
SDEX SDEX SDEX SDEX SDEX SDEX SDEX SDEX SDEX SDEX
SDEY SDEY SDEY SDEY SDEY SDEY SDEY SDEY SDEY SDEY
CPXAR CPXAR CPXAR CPXAR CPXAR CPXAR CPXAR CPXAR CPXAR CPXAR
CRP CRP CRP CRP CRP CRP CRP CRP CRP CRP
ogxB ogxB ogxB ogxB ogxB ogxB ogxB ogxB ogxB ogxB
RcsB rcsB RcsB rcsB rcsB rcsB rcsB rcsB rcsB rcsB
cheY cheY CheY cheY cheY cheY cheY cheY cheY cheY
FliM flim FliM flim flim fliM fliM flimM fliM flimM
FIiG fliG FIiG fliG fliG fliG fliG fliG fliG fliG
gndA gndA GndA gndA gndA gndA gndA gndA gndA gndA
AcrB acrB AcrB acrB acrB acrB acrB acrB acrB acrB
rpoS rpoS RpoS rpoS rpoS rpoS rpoS rpoS rpoS rpoS
cadA Cada Cada cadA cadA Cada cada cadA Cada cadA
ECS88 ECS88  ECSS88 ECS88 ECS88 ECS88 ECS83 ECS88_  ECS88 ECS88
_3547 3547 3547 _3547 _3547 _3547 _3547 3547 _3547 _3547
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Abstract
About 700,000 deaths per year worldwide are caused of Healthcare-related infections
(HAI). Result in significant patient morbidity and mortality, being is ranked the fourth
leading cause of death in Brazil. Usually, HAI are caused by multidrug-resistance
microorganisms (MDR), as well as Serratia marcescens, that is associated with
healthcare- related infections causing high patient mortality and morbidity. This paper
describes an outbreak of S. marcescens MDR carrier gene blaKPC-2 in a university
hospital, with the need to broadly combat horizontal transmission of this bacterium
between patients, as well as the need to optimize treatment with other antimicrobial
classes due to resistance of this microorganism to polymyxins. Ten isolates were
analyzed for the presence of carbapenemic resistance gene blaKPC-2. This gene was
detected in all isolates, with a corresponding high patient mortality rate, highlighting the
importance of its molecular detection, which corroborates the resistance of S.
marcescens to carbapenem antibiotics. The detection of this gene is necessary due
to the importance to broadly combat horizontal transmission of this bacterium between
patients, as well as the need to optimize treatment with other antimicro bial agents due

to its resistance to polymyxins.
Keywords: S. marcescens; Health-related infection; Outbreak; BlaKPC.

Resumo
Cerca de 700.000 mortes por ano em todo o mundo s&o causadas por infeccdes
relacionadas a saude (IRA). Resultam em significativa morbimortalidade de pacientes,
sendo classificada como a quarta maior causa de 6bito no Brasil. Geralmente, as
IRAS sao causadas por microrganismos multirresistentes a antimicrobianos (MDR),
assim como Serratia marcescens, que esta associada a infeccfes relacionadas a
salde, causando alta mortalidade e morbidade dos pacientes. Este trabalho descreve
um surto causado por S. marcescens MDR portadora do gene blaKPC-2 em um
hospital universitario, com a necessidade de combater amplamente a transmissao
horizontal dessa bactéria entre os pacientes, bem como a necessidade de otimizar o
tratamento com outras classes de antimicrobianos devido a resisténcia deste
microrganismo as polimixinas. Dez isolados foram analisados quanto a presenca do
gene de resisténcia carbapenémico blaKPC-2. Este gene foi detectado em todos os
isolados, com correspondente taxa de mortalidade alta dos pacientes, evidenciando
a importancia de sua deteccdo molecular, que corrobora com a resisténcia de S.
marcescens aos antibioticos carbapenémicos. A deteccdo deste gene faz- se
necessaria devido a importancia de combater amplamente a transmissao horizontal
dessa bactéria entre os pacientes, bem como a necessidade de otimizar o tratamento

com outros antimicrobianos devido a sua resisténcia as polimixinas.
Palavras-chave: S. marcescens; Infec¢éo relacionada a saude; Surto; BlaKkPC.

Resumen
Aproximadamente 700.000 muertes por afio en todo el mundo son causadas por
infecciones asociadas a atencion de salud (IAAS) las cuales resultan en significativa
morbimortalidad de pacientes. Como consecuencia estas infecciones son
clasificadas como la cuarta mayor causa de muertes en Brasil. Generalmente, las
IAAS, son causadas por microorganismos multirresistentes a los antimicrobianos
(MDR, del inglés multidrug-resistance), asi como el Serratia marcescens, que esta
asociado a infecciones relacionadas a la atencion intrahospitalar. Este trabajo
describe un brote causado por S. marcescens multirresistente portadora del gen



blakPC-2 en un hospital universitario. Delante de la necesidad de combatir
eficazmente la transmision horizontal de esta bactéria entre los pacientes y también
la necesidad de optimizar el tratamiento con otras clases de antimicrobianos
debido a la resistencia de este microrganismo a las polimixinas, fueron analizadas
diez muestras en relacion a la presencia del gen de resistencia carbapenémico
blakKPC-2. Este gen fué detectado en todas las muestras con tasa de mortalidad alta,
evidenciando la importancia de su deteccion molecular, ademas de corroborarse la
resisténcia de S. marcescens a los antibiéticos carbapenémicos. Este estudio se
hace necesario debido a la importancia de combatir la transmision horizontal de la
bactéria entre los pacientes, como tambien es importante mejorar el tratamento con

otros antimicrobianos delante de la resistencia a las polimixinas.
Palabras clave: S. marcescens; Infeccién asociadas a atencién de salud; Brote; BlaKPC.

Introduction

Healthcare-related infections (HAI) are considered a serious medical and social
problem, resulting in significant patient morbidity and mortality. They are caused by
multidrug-resistance microorganisms (MDR), causing about 700,000 deaths per year
worldwide, and may reach ten million by the year 2050 (IACG, 2019). In developing
countries, HAlI may be upto 20 times higher than in developed countries (Allegranzi et al.,
2011). In Brazil, HAI occupy the fourth leading cause of death (Silva & Lincopan, 2012).

Serratia marcescens (S. marcescens) can be isolated in the skin, tracheal secretion,
urine and feces of critically ill patients, also found in contaminated invasive medical
devices, intravenous and topical solutions, liquid soaps and intensive care unit (ICU) air
conditioning, favoring the emergence of colonization of patients and hospital outbreaks
(Polilli, et al.,2011). According to Quezada-Aguiluz et al. (2020), this opportunistic pathogen
of interest to public health has been neglected, even with high rates of antimicrobial
resistance.

S. marcescens stands out for its intrinsic and acquired resistance to a variety of
antibiotic classes, including B-lactams, aminoglycosides, quinolones, macrolides and
polypeptides (Sandner-Miranda et al., 2016). Thus, the drugs that present greater efficacy
in the treatment of infections caused by multiresistant Gram-negative bacteria are the
carbapenems however, there has been an increase in resistance rates to these antibiotics
in recent years in this group (Cristina et al., 2019), which can be explained by the fact that
carbapenemase (KPC) genes are often inserted through conjugative plasmids, which
makes S. marcescens resistant to carbapenems, causing great concern for the reduction
of therapeutic options in AIH (Silva et al., 2015).

This study describes the outbreak of S. marcescens MDR carrier gene blaKPC-2

in a university hospital, with the need to broadly combat horizontal transmission of this
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bacterium between patients, as well as the need to optimize treatment with other

antimicrobial classes due to resistance of this microorganism to polymyxins.

Methodology

A total of ten isolates were obtained from ten ICU patients, medical and surgical
wards of a tertiary public university hospital in Cuiaba, Mato Grosso, Brazil's Midwestern
Region, which has 118 beds. Samples were collected from patients as hospital routine
between September and December 2018 (Table 1). The identification of S. marcescens
of the samples was performed in the Vitek2 system (BioMérieux, Marcy I'Etoile, Franca)
and confirmed by the MALDI-TOF technique (Matrix Associated Laser Desorption-
lonization — Time of Flight).

Table 1: Patient clinical data: Age, sex and underlying disease of the patients included in
the study; Sample type; Patient's situation and place of admission; Length of stay; Outcome

of the patient.

Patient's age (years), sex, Type of sample Patient situation and Time to
underlying disease location hospitalization Outcome
hospital admission (days)
74, M, Aspirated MVAP *, adult ICU** 84 Death
Neurocryptococcosis tracheal
84, F, acute myocardial Aspirated MVAP *, medical clinic ward 53 Death
Infarction tracheal
60, M, adenocarcinoma of Tip of catheter Colonization, ambulatory Not hospitalized Cure
Prostate
63, F, leprosy Rectal swab Sepse, medical clinic ward 27 Cure
57, M, Pleural liquid Pneumonia, medical clinic 36 Cure
pulmonary aspergillosis Ward
71, M, HIV and Aspirated Pneumonia, ICU** 61 Death
Pneumocystosis tracheal
40, F, Colonization, ICU** and Clinic 30 Cure
leprosy and cholecystitis Rectal swab Surgical ward
56, M, diaphragmatic hernia Abdominal Intrabdominal infection, clinic 49 Cure
and emergency laparotomy secretion Surgical ward and ICU
18, M, hemolytic anemia Synovia Septic elbow arthritis, 85 Cure
anddisseminated ILiquid medicalclinic ward
histoplasmosis
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65, M, pemphigus foliaceus Blood Bloodstream infection, ICU 33 Death
and dialytic renal failure

* MVAP: mechanical ventilation-associated pneumonia / ** ICU: intensive care unit Source: Authors
Susceptibility profiles were based on Minimum Inhibitory Concentration (MIC) by

Bact / Alert 3D and Vitek2 (BioMérieux, Marcy I'Etoile, France), where seven classes of
antimicrobials were tested. Isolates were classified as sensitive, resistant, or intermediate
sensitive according to Clinical & Laboratory Standarts Institute Guidelines (CLSI, 2017).
Genomic DNA extraction from isolates was performed by the phenol-chloroform
method according to Sambrook and Russel (2004). The extracted DNAs were submitted
to PCR of the KPC-2 carbapenemase resistance gene. The oligonucleotide sequence
used was that described by Yigiti et al. (2001). Subsequently, the PCR product was
purified with the GE Healthcare Life Sciences illustra ExoProStar Kit and used in the
sequencing reaction along with the BigDye Terminator Ready Reaction Cycle Sequencing

(Applied Biosystems) in auto sequencer 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems).

Results and Discussion

Of the ten patients, six were male (60%) and four female (40%). The average age
of the patients was 58.8 (+ 18.56) years. The clinical data of the patients are described in
Table 1, and the patients presented severe intercurrent diseases demonstrating the
opportunistic infection character of S. marcescens (Polilli et al., 2011).

In this study, the mortality rate was 40% (4/10), similar to other reports that varied
from 14 to 60% (Arslan et al., 2010; Milisavljevic et al., 2004), requiring a larger study
relating the search for resistance genes of isolates and mortality, as HAI along with
antimicrobial resistance, especially carbapenem resistance, increase patient mortality and
morbidity rates, as well as their costs and length of stay (Kaleem et al., 2010).

The isolates showed in vitro resistance to the following antimicrobial classes:
penicillins (piperacillin / tazobactam n=10, 100%), cephalosporins (cefepime n=10, 100%),
carbapenemics (imipenem n=10, 100%; meropenem n=10, 100%; ertapenem n=10,
100%), quinolones (ciprofloxacin n=10, 100%), polymyxins (polymyxin B n=10, 100%).
The emergence of antimicrobial resistance in S. marcescens is preceded by widespread
use of the antibiotic in hospital settings such as beta- lactams, aminoglycosides,
fluoroquinolones (Jones, 1998; Hejazi & Falkiner, 1997) and colistin (Silva et al., 2015). In
relation to aminoglycosides, 100% were resistant to amikacin and 10% to gentamicin. This
difference may be associated with the occurrence of the gene pREM-1 [aac (6") — 30]

conferring reduced susceptibility to amikacin and not gentamicin (Mendes et al., 2004).
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The best result was glycylcyclines (tigecycline) with only 20% resistance, however
the occurrence of SdeXY-HasF efflux pumps in S. marcescens decreases their activity
as well as gallbladder excretion that may make treatment difficult of urinary infections
(Hornsey, 2010; Peleg & Hooper, 2010).

Only one patient was resistant to all classes of antimicrobials. In addition to this,
two patients had intermediate sensitivity to tigecycline and one patient with intermediate
sensitivity to gentamicin, gentamicin and tigecycline being the only antimicrobials to which
isolates were susceptible. All patients who died had susceptibility to gentamicin and

tigecycline, except one patient who had intermediate sensitivity to gentamicin (Table 2).

Table 2: Classes of antibiotics, antimicrobial used and their respective microbial
resistance rates (%).

Antimicrobial Classes Antibiotic Resistance

Penicillins Piperacillin + 100% (10/10)
tazobactam

Cephalosporins Cefepime 100% (10/10)

Imipenem 100% (10/10)

Carbapenemics Meropenem 100% (10/10)

Ertapenem 100% (10/10)

Quinolones Ciprofloxacin 100% (10/10)

Polymyxins Polymyxin B 100% (10/10)

Aminoglycosides Gentamicin* 20% (2/10)*

Glycylcyclines Tigecycline* 30% (3/10)*

*The intermediate sensitivity isolates wereconsidered resistant.
Source:Authors.

All isolates were carbapenem resistant and  blaKPC-2 gene detection was
observed in all isolates (Figure 1), with imipenem, meropenem and ertapenem resistance
phenotypes. This finding are associate with high mortality rate compared to KPC negative
isolates (Silva et al. 2015).

The bacteria of the Enterobacteriaceae family that extended-spectrum -
lactamase producing and resistant to carbapenem antibiotics have been classified by the

World Health Organization (WHO) as critical pathogens for which further research is
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urgently needed (Tacconelli et al., 2018). In Brazil, other genes such as blaIMP-10,
blaSME-4 and blaTEM1 have also been described, emphasizing the need for
investigation of carbapenemic resistance genes due to the great importance of this
antimicrobial class in the treatment of, especially in a healthcare setting where
carbapenems are primarily used as a last-line treatment for gram- negative MDR
bacterial infections HAI (Cay®0 et al. 2017; Margate et al. 2015; Silva et al. 2015).

Figure 1: Amplification of the KPC-2 gene fragment (1011bp) in all isolates (1-
10). Channels: 1- M: marker (Ladder 100bp); 2- CN:negative control; 3- CP:

positive control; 4- 13: positive patient samples.

Source: Personal archive.

Due to the intrinsic resistance of S. marcescens to polymyxins (Silva et al. 2015;
Denervaud-Tendon et al., 2017), finding the presence of carbapenemases becomes
essential for the choice of the most appropriate antibiotics in order to achieve therapeutic

SuccCess.

Conclusion
We observed that S. marcescens isolates from this study caused high mortality with
high resistance profile. Thus, genomic studies should be performed in order to clarify
whether such microorganisms are clonal in Cuiabd, alerting to the importance of S.
marcescens in the Midwest region and possibly in other regions of Brazil. It is concluded
that rapid detection methods should be performed in reference health units to verify early

detection of resistance genes and to improve antimicrobial treatment, reducing the
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horizontal transfer of antimicrobial resistance genes.
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Abstract

Introduction: Serratia marcescens is an opportunistic pathogen found ubiquitously in the environment and associated with a wide range of
nosocomial infections. This multidrug-resistant bacterium has been a cause of concern for hospitals and healthcare facilities due to its ability to
spread rapidly and cause outbreaks. Next generation sequencing genotyping of bacterial isolates has proven to be a valuable tool for tracking the
spread and transmission of nosocomial infections. This has allowed for the identification of outbreaks and transmission chains, as well as
determining whether cases are due to endogenous or exogenous sources. Evidence of nosocomial transmission has been gathered through
genotyping methods. The aim of this study was to investigate the genetic diversity of carbapenemase-producing S. marcescens in an outbreak at
a public hospital in Cuiaba, MT, Brazil.

Methodology: Ten isolates of S. marcenses were sequenced and antibiotic resistance profiles analyzed over 12 days.

Results: The isolates were clonal and multidrug resistant. Gentamycin and tigecycline had sensitivity in 90% and 80% isolates, respectively.
Genomic analysis identified several genes that encode B-lactamases, aminoglycoside-modifying enzymes, efflux pumps, and other virulence
factors.

Conclusions: Systematic surveillance is crucial in monitoring the evolution of S. marcescens genotypes, as it can lead to early detection and
prevention of outbreaks.
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The main mechanism of carbapenem resistance among

Introo!uction ) Enterobacteriaceae is the production of carbapenemases
Serratia marcescens belongs to the Enterobacteriaceae 4], Carbapenems are the most effective drugs in the

family and causes infections and outbreaks in hospital  treatment of infections caused by multidrug resistant

settings that usually involve multidrug-resistant strains Gram-negative bacteria, but the recent increase in

[1]. Considerable mortality rates, ranging from 14% t0  antipiotic resistance rates in this group has reduced

60%, result from outbreaks of S. marcescens infections  therapeutic options, including in the case of S. marcescens,

in intensive care units (ICUs) [2,3]. which has intrinsic resistance to several antimicrobial
agents, such as polymyxins [5-8].
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In addition, it has the ability to acquire multiple
mechanisms of virulence and resistance to drugs used
during antimicrobial treatment [9,10].

S. marcescens strains with resistance to carbapenems
have been reported in Brazil and are associated
exclusively with the production of Klebsiella pneumoniae
carbapenemase (KPC) [2,11-13]. Genotyping of S.
marcescens has proven to be a valuable tool in tracking
the spread and transmission of nosocomial infections
[14].

Various molecular typing methods have been employed
to identify genotypic differences and genetic relatedness
among other nosocomial bacteria isolates [15]. Genomic
sequencing is a powerful tool used in investigation of
outbreaks to characterize and determine whether the
individual microbial strains associated with the infections
are identical or closely related to each other [16].
Furthermore, genotyping of antimicrobial resistance
genesand virulence factors, such as fimbriae, flagella, and
biofilms associated with bacterial movement, fixation,
and colonization, indicates increased bacterial
persistence and pathogenicity in individuals and
environmental reservoirs [17].

This study aimed to characterize the genome of an isolate
of S. marcescens that caused an outbreak in the ICU of
the Tertiary Public Hospital in the Cuiaba, Mato Grosso
state of Brazil. This study has great local relevance as it
is the first investigated and confirmed outbreak of S.
marcescens in the state, that led to potential insights that
require investigation.

Methodology

Patients and samples

S. marcescens was isolated from ten patients (six males
and four females), who had serious complications
including underlying diseases, demonstrating the nature
of an opportunistic infection by the pathogen. The mean
age of the patients was 58.8 (+ 18.56) years. Admissions
to the Tertiary Public Hospital in the city of Cuiab4, state
of Mato Grosso, Brazil, occurred between 8 and 19
November 2018, as described by Cruz et al. [7].
Antibiotic resistance to piperacillin + Tazobactam,
cefepime, imipenem, meropenem, ertapenem,
ciprofloxacin, polymixin B, amikacin, gentamycin, and
tigecycline was analyzed using a VITEK 2 system
(BioMérieux, Marcy-I’Etoile, France). The VITEK-2
system is used to detect and identify isolated
microorganisms, as well as perform automated
microorganism sensitivity tests, providing precision and
speed in results, thus ensuring agility for faster
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therapeutic decisions. The average time between
collection of the sample for pathogen diagnosis and the
subsequent detection of drug sensitivity to the
antimicrobial agent was approximately five days.

Epidemiological data

An outbreak occurs when there is a greater than expected
increase in the number of infections or colonization by
multidrug resistant bacteria in hospitalized patients. This
outbreak emerged suddenly, affecting patients admitted
to the adult ICU and the internal medicine ward (where
ICU patients are transferred after discharge due to
clinical improvement).

The measures implemented to contain and control the
outbreak were as follows. Firstly, incidence of the
outbreak was communicated to all sections of the
hospital, including the management. Subsequently, new
admissions to the hospital's ICU and medical clinic ward
were suspended. Contact precautions were implemented
and reinforced. Ongoing education on the topic (outbreak
and prevention of infections related to health services)
were optimized. Surveillance of all nearby patients was
performed using cultures to track and identify infection
with the bacteria responsible for the outbreak. Phenotypic
characterization of the microorganism was carried out in
the microbiology laboratory of the university hospital.
Molecular characterization of the isolates was carried out
in the Microbiology Laboratory of the Veterinary
Hospital of the Federal University of Mato Grosso
(UFMT), after registration in the National System for
Ethical Assessment of Research Projects with Human
Beings and approval by the Hospital Ethics Committee.
Julio Muller University.

Whole genome sequencing

The bacterial isolates were cultured in brain heart
infusion broth at 37 °C overnight. DNA was extracted
using proteinase K digestion followed by phenol-
chloroform extraction [18]. Genomic libraries were
prepared using an Illumina HiSeq 2500 system (lllumina
Inc., California, USA) with coverage greater than 1000x.
We based the 1000x coverage parameter on genomic
analysis of whole genome sequence (WGS) of other
strains with a coverage of 662x [19]. The raw data
obtained were reassembled using the SPAdes v.3.10.0
algorithm in Pathosystems Resource Integration Centre
assembly (PATRIC) server
(https://www.patricbrc.org/) [36], and annotations were
made using Rapid Annotation using Subsystem Server
Technology (RAST) [37]. The assembled genomes


http://www.patricbrc.org/)

Cruz et al. — Whole-genome sequencing S. marcescens in

were reconstructed into scaffolds using the multi-CAR
tool [38].

Bioinformatic analysis

Genomes assembly and annotation

Unicyler assembler v 0.5.0 (hybrid assembly pipeline for
bacterial isolate genomes) was used for the de-novo
assembly of Illumina Seq adapter free and error
correction of data. Unicycler utilizes SPAdes to build a
De Bruijn graph assembly utilizing an extensive variety
of k-mer sizes.

Prokka 1.13.4 was used for gene prediction [21] and
functional analysis to detect antimicrobial resistance
genes (ARGs) were performed using ABRicate [22] with
Megares [23], Ecoli_VF [24], and Virulence Factor
Database (VFDB) [25].

Comparative genome analysis

BLAST Ring Image Generator (BRIG) was used to
generate a circular comparative map (Figure 1) of all the
bacterial isolates [26]. In addition to displaying similarity
between a reference genome in the center and other query
sequences as a set of concentric rings colored according
to BLAST identity, BRIG can generate circular
comparison images for prokaryote genomes, display
multiple genome comparisons in a single image, and
generate circular comparison images for other types of
genomes as well.

Ethics approval

The research project was approved by the Research Ethics
Committee of the Julio Muller University Hospital and
registered with the National System of Ethical Evaluation
of Human Research Projects (CAAE
17331119.2.0000.5541).

Results

All the patients, except those undergoing cancer
treatment, were admitted to the ICU. The isolates
collected from the patients were sequenced and the
genomic features showed clonality based on identical
coding sequences (CDS) (Table 1) probably associated
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Figure 1. Comparison of sequences of multidrug-resistant
Serratia marcescens isolates from hospitalized patients to the
reference strain.
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A BLAST was performed to compare the coding sequence (CDS)
regions in the reference genome (S. marcescens KS10) and the
uploaded query sequences. The inner-most slot (brown) shows CDS
regions on the reference, and the outer-most slot (red) represents
the core genome. The core genome slot shows regions where a
BLAST hit was present between the reference and all of the

with the short time period of outbreak (12 days).
Occurrence of polyclonal outbreaks have been described
in hospitals in India and Spain, but over a long period
from five-month to two years of investigation [27,28].
We observed the occurrence of a broad group of virulence
genes, totaling nine, which were present in all the isolates.
Their functions were associated with motility (cadA, fliM,
chey, fliG, and gndA), stress response (gndA and rpoS),
pathway regulation (rcsB), iron uptake (entF), and
hemolysin production (shIB) based on the data from other
confirmed bacteria and animal species [29]. These
factors give bacteria the

Table 1. Genomic features of clonal multidrug-resistant Serratia marcescens from the outbreak among patients admitted to the intensive care

unit, Cuiaba-MT, Brazil.

S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10
Contigs 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Bases 5017862 5022821 5022695 5022821 5022818 5022919 5022802 5022373 5022802 5022725
CDs* 4598 4602 4603 4602 4603 4603 4603 4603 4603 4602
Gene 4677 4684 4685 4684 4685 4686 4685 4685 4685 4681
rRNA 1 1 1 1 1 1 1 1 1
tRNA 77 80 80 80 80 81 80 80 80 77
tmRNA 1 1 1 1 1 1 1 1 1

CDS: coding DNA sequence.
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Table 2. Virulent and resistant genes in Serratia marcescens.
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S1 S2 S3 sS4 S5 S6 S7 S8 S9 S10
ARG
AAC6 AAC6 AAC6 AAC6 AAC6 AAC6 AAC6 AAC6 AAC6 AAC6
HNS HNS HNS HNS HNS HNS HNS HNS HNS HNS
SRT SRT SRT SRT SRT SRT SRT SRT SRT SRT
SDEB SDEB SDEB SDEB SDEB SDEB SDEB SDEB SDEB SDEB
MEXI MEXI MEXI MEXI MEXI MEXI MEXI MEXI MEXI MEXI
TEM TEM TEM TEM TEM TEM TEM TEM TEM
SDEX SDEX SDEX SDEX SDEX SDEX SDEX SDEX SDEX SDEX
SDEY SDEY SDEY SDEY SDEY SDEY SDEY SDEY SDEY SDEY
CPXAR CPXAR CPXAR CPXAR CPXAR CPXAR CPXAR CPXAR CPXAR CPXAR
CRP CRP CRP CRP CRP CRP CRP CRP CRP CRP
VIRULENCE
rcsB rcsB rcsB rcsB rcsB rcsB rcsB rcsB rcsB rcsB
cheY cheY cheY cheY cheY cheY cheY cheY cheY cheY
flim flim flim flim flim flim flim flim flim flim
fliG fliG fliG fliG fliG fliG fliG fliG fliG fliG
gndA gndA gndA gndA gndA gndA gndA gndA gndA gndA
acrB acrB acrB acrB acrB acrB acrB acrB acrB acrB
rpoS rpoS rpoS rpoS rposS rpoS rpoS rpoS rpoS rpoS
cadA cadA cadA cadA cadA cadA cadA cadA cadA cadA
ECS88 ECS88 ECS88 ECS88 ECS88 ECS88 ECS88 ECS88 ECS88 ECS88
3547 3547 3547 3547 3547 3547 3547 3547 3547 3547

Source: Megares, Ecoli_vf and Vfdb. ARGs: antibiotic resistance genes; AAC6: Aminoglycoside N(6')-acetyltransferase enzyme; SRT: Serratia
marcescens - lactamase; TEM: B-lactamase class A; HNS, MEXI, SDEB, SDEX, SDEY, CPXAR, CRP, acrB: multidrug efflux pump resistance-
nodulation-division (RND); rcsB: prodigiosin synthesis, biofilm formation and acid resistance; cheY, fliG, fliM: modulate the direction of flagellar
rotation; rpoS: general response to oxidative stress; gndA: defense protein thermal shock; cadA: metal resistance protein; ECS88_3547: lipoprotein
from the NLPI gene that provides mechanical strength and resistance to osmotic stress.

ability to colonize, infect and invade the host's immune
system [30], thus contributing to an outbreak. These
mechanisms are widely known in some bacterial species
[29]; however, few studies address their pathogenic
mechanisms in Serratia spp. Virulence and antibiotic
resistance genes (ARG) in S. marcescens, fromadifferent
database (Megares, Ecoli_vfand Vfdb) are listed in Table
2.

The ARG genes were similar in all samples, except for
samplel (S1) which had no B-lactamase gene (TEM), as
shown in the phenotypic resistance profile in Table 3. The
blaTEM gene was previously reported in 54 S.
marcescens isolates collected from neonatal intensive
care units (NICUs) and ICUs in Brazil. Other genes
identified in our research, such as SdeB, SdeY, aac(6"),
have also been reported previously [31].

Divergent phenotypic antibiotic susceptibility was
observed in nine out of ten gentamycin-sensitive isolates
that also carried the aac(6’)-Ic gene, which confers
resistance to aminoglycosides [32]. However, in other
studies, low resistance was observed in all isolates
harboring the acyltransferase gene aac(6')-Ic [26,31].
The presence of genes such as phosphotransferase aph(3’)
or adenylyltransferase aadb in S. marcescens has been
previously associated with resistance [33], but they were
not present in our isolate. Low resistance to tigecycline
has been described in many studies with inconsistent
results [1,8]. In the present study, an 80% susceptibility
to tigecycline was observed; however, in other studies
this is disrupted by the presenceof RND-type drug efflux
pumps (sdeB, sdeX, sdeY, and hasF) [31,34,35].



Table 3. Patient data and the antibiotic resistance profile.

o Patientage/

Underlying disease

Sample Sensitivity Resistance Outcome
gender
s1 74 M '?fgérr]aet:fi TG GEN TZP, CPM, POL, IMP, ETP, MER, CIP, AMI Neurocryptococcosis Death
2 84F Aspirated o TZP, CPM, POL, IPM, ETP, MER, CIP, AMI Acute myocardial infarction Death
S3 60, M, Tip of catheter GEN TZP, CPM, POL, IPM, ETP, MER, CIP, AMI, TG Adenocarcinoma of prostate Cured
sS4 63, F Rectal swab GEN TZP, CPM, POL, IPM, ETP, MER, CIP, AMI, TG Leprosy Cured
S5 57, M Pleural liquid C-}I-EGN TZP, CPM, POL, IPM, ETP, MER, CIP, AMI Pulmonary aspergillosis Cured
6 71, M '?fgé{]aet:fi TG TZP, CPM, POL, IPM, ETP, MER, CPI, AMI, GEN HIV and Pneumocystosis Death
S7 40, F Rectal swab C-}I-EGN TZP, CPM, POL, IPM, ETP, MER, CIP, AMI Leprosy and cholecystitis Cured
Abdominal TG Diaphragmatic hernia and emergency
S8 56, M secretion GEN TZP, CPM, POL, IPM, ETP, MER, CIP, AMI laparotomy Cured
Synovial TG Hemolytic anemia and disseminated
S9 18, F liquid GEN TZP, CPM, POL, IPM, ETP, MER, CIP, AMI histoplasmosis Cured
S10 65, M Blood (;I-EGN TZP, CPM, POL, IPM, ETP, MER, CIP, AMI Pemphigus foliaceus and renal failure Death

TZP: piperaciclin + tazobactam; CPM: cefepime; POL: polymixin B, IPM: imipenem; ETP: ertapenem; MER: meropenem; CIP: ciprofloxacin; AMI: amikacin; TG:

tigecycline; GEN: gentamycin; M: male; F: female.

Conclusions

S. marcescens is notorious for its increasing antimicrobial
resistance and potential to cause outbreaks in hospital
settings. Isolates of S. marcescens isolated from a tertiary
hospital in Cuiaba, showed a multidrug-resistant phenotype
that was sensitive to only two of the ten antimicrobial classes
tested. S. marcescens genotyping proved to be a valuable
tool to identify genotypic differences and genetic
relatedness among the people attended, in addition to
demonstrating clonality by whole genome sequencing,
confirming the occurrence of an outbreak in the Tertiary
Public Hospital in Cuiaba, Mato Grosso, Brazil.

Our results indicated a diversity of virulence and
resistance factors, demonstrating a variety of genetic
contexts in which these genes can be inserted. Complete
genome sequencing was used as a tool to characterize and
confirm an outbreak of multidrug-resistant S. marcescens
isolates, helping, among other aspects, in the typing and
identification of resistance determinants. This analysis of
data generated through bioinformatic tools specialized in the
identification of acquired genes provides very useful
information to identify important aspects of an isolate, as
it brings together information about genomic characteristics
and antimicrobial susceptibility in clinical isolates of S.
marcescens and is also useful for future studies.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

. Isolados de S. marcescens isolados de um hospital terciario de Cuiaba
apresentaram fenotipo multirresistente e sensivel a apenas duas das dez classes
de antimicrobianos testadas.

. Os genes de resisténcia e viruléncia foram semelhantes em todas os
isolados, exceto para S1 que ndo apresentou a B-lactamase blatem, embora
tenha apresentado fenétipo de resisténcia a penicilina e cefalosporina utilizadas
nos tratamentos.

. A genotipagem de S. marcescens mostrou-se uma ferramenta valiosa
para identificar diferencas genotipicas e parentesco genético entre as amostras
dos pacientes, além de demonstrar clonalidade por sequenciamento completo
do genoma, confirmando a ocorréncia de um surto neste Hospital Publico
Terciario em Cuiaba, Mato Grosso, Brasil.

. Esta analise de dados gerados através de ferramentas de bioinformética
especializadas na identificacdo de genes adquiridos fornece informacfes muito
Uteis para identificar aspectos importantes de um isolado, pois reulne
informacdes sobre caracteristicas gen6micas e suscetibilidade antimicrobiana
em isolados clinicos de Serratia marcescens, contribuindo com dados que
também podem ser Uteis para futuros estudos.

7. CONCLUSAO

Nossos resultados indicaram uma diversidade de fatores de viruléncia e
resisténcia, demonstrando uma variedade de contextos genéticos nos quais
esses genes podem estar inseridos. Desta forma, podemos constatar a
necessidade de ampliar os estudos de viruléncia e resisténcia, principalmente
para auxiliar em controles de surtos e na implementacéo de controle de infeccao
em hospitais.
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Detection of feline panleukopenia virus (Carnivore
protoparvovirus 1) in free-ranging Panthera onca in
Brazil'
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ABSTRACT.- Cruz T.P.P.S., Morgado T.O., Ribeiro K.R., Nakazato L. & Dutra V. 2023. Detection of
feline panleukopenia virus (Carnivore protoparvovirus 1) in free-ranging Panthera onca in
Brazil. Pesquisa Veterindria Brasileira 43:e07331, 2023. Laboratorio de Microbiologia Veterinaria
e Biologia Molecular, Hospital Veterinario, Universidade Federal de Mato Grosso, Av.
Fernando Corréa da Costa 2367, Bairro Boa Esperanca, Cuiaba, MT 78060-900, Brazil. E-
mail: thaly.prii@hotmail.com

The decline in the jaguar population confirms how much the species is vulnerable to
extinction in Brazil. It also indicates the degradation of its natural habitat’s environmental
integrity and quality. Studies claim that large felids are susceptible to feline panleukopenia
virus (FPV) and are presumptively diagnosed clinically in Brazil. A free-living jaguar (Panthera
onca) cub was found unconscious and rescued due to a possible hit-and-run in the savannah
of Mato Grosso. During recovery, it exhibited clinical and hematological signs consistent with
FPV infection. The PCR was positive for FPV, with 99.61% identity between the FPV sequences
available in the GenBank database through the BLAST tool. Due to habitat restrictions, certain
diseases threaten wild cats and habitat encroachment by domestic animals can alter the
pattern of spread of pathogens. We highlight the importance of the molecular diagnosis and

phylogenetic analysis of FPV to elucidate how it has reached wild felids.

INDEX TERMS: Panleukopenia, jaguar, molecular diagnosis, phylogenetic analysis.

RESUMO.- [Detec¢do do virus da panleucopenia felina
(Carnivore protoparvovirus 1) em Panthera onca de vida livre
no Brasil.] O declinio da popula¢io de onca-pintada confirma
0 quanto a espécie esta vulneravel a extingao no Brasil, indicando
também a degradacdo da integridade ambiental e da qualidade
de seu habitat natural. Estudos afirmam que felinos de grande
porte sdo suscetiveis ao virus da panleucopenia felina (FPV) e
sdo diagnosticados clinicamente de forma presuntiva no
Brasil. Um filhote de onca-pintada (Panthera onca) de vida
livre foi encontrado inconsciente e resgatado devido a um
possivel atropelamento no cerrado do Mato Grosso. Durante
arecuperacao, apresentou sinais clinicos e hematolgicos
compativeis com infecgdo por FPV. A PCR foi positiva para FPV,
com 99,61% de identidade entre as sequéncias de FPV disponiveis
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no banco de dados GenBank por meio da ferramenta BLAST.
Devido a restricoes de habitat, certas doencas ameacam felinos
selvagens e a invasao de habitat por animais domésticos pode
alterar o padrao de propagacio de patégenos. Destacamos a
importancia do diagndstico molecular e da anélise filogenética
do FPV para elucidar como ele atinge os felideos silvestres.

TERMOS DE INDEXACAO: Panleucopenia, onca-pintada, diagnéstico
molecular, anélise filogenética.

INTRODUCTION

The jaguar is currently considered a species vulnerable to
extinction in Brazil, according to the Red Book of Brazilian
Fauna (Porfirio 2019). This species is considered an indicator of
environmental integrity or quality, as its conservation depends
directly on the supply of natural prey and habitat quality (Porfirio
2019). Diseases are a growing threat to wild cats due to habitat
restriction and encroachment by domestic animals, which
can directly or indirectly spread pathogens and alter disease
patterns (Furtado & Filoni 2008). Due to the decline in the jaguar
population, epidemiological and health studies involving wild
animals have been conducted (Silveira et al. 2018).
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Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV) considers both
canine parvovirus type 2 (CPV-2) and feline panleukopenia virus
(FPV) belonging to the same species, along with mink enteritis
virus (MEV) and raccoon parvovirus (RaPV), that have been

recently included in the species Carnivore protoparvovirus 1,
member of the Protoparvovirus genus (family Parvoviridae,
subfamily Parvovirinae) (Cotmore et al. 2019, Mira et al. 2019).
Carnivore protoparvovirus 1 causes severe enteric disease
with a high fatality rate in pets (especially in puppies and young
kittens non-immunized), as well as in a wide range of susceptible
and endangered wild hosts of extinction (Decaro et al. 2020,
Tegegne et al. 2022). Both CPV-2 and FPV have been detected
in wild carnivores of different genera across the world, with
cross-species transmission at the domestic-wildlife interface
still evident in some countries, such as South America, making
virus dynamics and evolution rather complex (Santana et al.
2022). Feline panleukopenia is a highly contagious disease
caused by the feline panleukopenia virus (FPV), a small, linear,
non-segmented, non-enveloped species of feline parvovirus
(Rice 2017). The viral genome is a single strand of DNA with
tropism in mitotically active tissues (Martins Del Barrio 2016).
The affected young cats present with the classic manifestation
of the disease, including intestinal crypts and bone marrow
cell depletion, leading to diarrhea that can be hemorrhagic,
anorexia, vomiting, and white cell depletion (neutropenia and
lymphopenia) (Stuetzer & Hartmann 2014). Direct contact
between carnivores is not necessary for efficient transmission
(Demeter et al. 2010).
This report addresses the detection of FPV DNA in a
jaguar cub, the first molecular diagnosis of FPV in a naturally
infected jaguar in Brazil.

CASE REPORT

A jaguar (Panthera onca), approximately three months old, was
found on the side of the road in the Cerrado of Mato Grosso,
suspected to have been run over. The animal was rescued,
referred for emergency evaluation, and received symptomatic
treatment based on suspicion of cranioencephalic and abdominal
trauma. Following an improved state of consciousness, the
animal presented with a seizure controlled by diazepam
administration and treated with phenobarbital.

The animal was then referred to a tertiary veterinary
hospital, where CSF and blood samples were collected for
hematological, cytological, and molecular tests for canine
distemper virus, Neospora caninum, Toxoplasma gondii,
Cryptococcus spp., Ehrlichia spp., Babesia spp., Blastomyces
dermatitidis, Histoplasma capsulatum, and Coccidioides spp. as
well as serological tests for distemper, leishmaniasis, feline
immunodeficiency virus (FIV), and feline leukemia virus
(FeLV). All tests were negative.

Approximately two months after the rescue, the animal was
apparently healthy with no laboratory abnormalities and was
thus transferred to a larger enclosure for its well-being. In this
area, the presence of stray domestic animals is observed in the
neighborhood, and three weeks after transfer to the enclosure,
the animal presented with anorexia, emesis, diarrhea, and
stereotyped pacing behavior. Blood count revealed severe
leukopenia (300 leukocytes/mm3), preventing the white
cells’ differential count. The symptoms were consistent with
feline panleukopenia; therefore, whole blood and rectal swab

samples were collected for the molecular diagnosis of FPV. The
following day, the animal died and was referred for necropsy.
Necropsy revealed alterations suggestive of parvovirus
infection, such as dehydration, anemia, distended segments
of intestinal loops, with evident vascularization on the serous
surface, thickened mucosa with a slightly yellowish granular
appearance (Fig.1). It was also observed enteritis, multifocal
crypt necrosis, moderate infiltration of mononuclear cells,
shortening of intestinal villi, and lymphoid depletion. In
the CNS, the encephalic meninges were opaque with an
edematous appearance characterized by flattened gyri and
thinned sulci. The frontal, parietal, and occipital cortices
exhibited polioencephalomalacia (cerebrocortical necrosis)
(Fig.2). Microscopically, severe depletion of mucosa-associated
Iymphoid tissue (MALT), diffuse and marked necrotic enteritis

Fig.1. Macroscopic alterations observed in the jaguar’s gastrointestinal
system (intestine) affected by feline panleukopenia. Distended
segments of intestinal loops, with evident vascularization on
the serous surface, thickened mucosa, with a slightly yellowish
granular appearance.

Fig.2. Brain. Macroscopic alterations observed in the central nervous
system of the jaguar affected by feline panleukopenia. Meninges
were opaque with an edematous appearance characterized by
flattened gyri and thinned sulci.
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with necrosis of crypt cells, fusion and flattening of villi and
submucosal edema was observed in the small intestine (Fig.3).
According to the manufacturer’s instructions, DNA extraction
from the rectal swab was performed using the MagMAX
Sample Extraction Kit (Thermo Fisher"). PCR was performed
using oligonucleotides 5-ATGAGTGATGGAGCAGTTCAACC-3’
and 5’-GGATCACCATCTGCTGCTTG-3’, as described by Yoon
et al. (2009), which amplifies an 1127bp fragment (a gene
that encodes a fragment of the VP2 viral capsid protein) and
ultrapure water used as a negative control.

The reactions were performed in a thermocycler (SimpliAmp
Thermo Cycler, Thermo Fischer Scientific™) as described by
Yoon et al. (2009). The PCR products were subjected to agarose
gel electrophoresis, stained with GelRedTM (Nucleic Acid Gel
stain, Biotium") at 10V/cm, and visualized in a ChemiDoc™
XRS photodocumenter using Image Lab™ software to verify the
results. The molecular mass marker used was ladder 100bp
(Ludwig"). Obtaining the specific PCR product for the gene
that encodes a fragment of the VP2 viral capsid protein at
the height of 1,127bp, according to the positive control used
in the reaction, confirmed the detection of feline parvovirus
in the tested sample, indicating, thus, feline panleukopenia.

The product obtained by PCR was purified using the GE
Healthcare Illustra GFX™ Kit and used in the sequencing
reaction, together with BigDye Terminator Ready Reaction
Cycle Sequencing (Applied Biosystems) in the automatic
sequencer ABI 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). The
sequence was matched and deposited (GenBank MZ883094)
in the GenBank database using BLAST on the NCBI server?,
showing 99.61% similarity with the FPV (MF541125 GenBank)
and phylogenetic analysis corroborated this sequence as FPV
group. Phylogenetic analysis was performed by comparing g
nucleotide sequences with other parvoviruses using software

Fig.3. Intestine. Severe depletion of mucosa-associated lymphoid
tissue (MALT), diffuse and marked necrotic enteritis with necrosis
of crypt cells, fusion and flattening of villi and submucosal

edema. HE, obj.10x.

4 Available at <http: www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST> Accessed on
Oct. 24, 2022.

(Muscle) and phylogenetically analyzed using PhyML* and
tree design in iTol° (Fig.4).

DISCUSSION AND CONCLUSION

The clinicopathological correlation of the histopathological
findings associated with the detection of FPV by complementary
exam (PCR) was compatible with an infection of FPV. Several
clinical and serological studies have confirmed that large felids
are more susceptible to FPV. The animal was approximately six
months old in the present case, corroborating the literature
that mentions that FPV affects young domestic and wild felids
(Duarte et al. 2009, Castro et al. 2014, Barrs 2019).

The gastrointestinal clinical signs, anorexia, and blood
count findings the day before death are also consistent with the
literature, as described by Castro et al. (2014) and Stuetzer &
Hartmann (2014), who reported that young infected animals
manifest the classic form of the disease, presenting with
depletion of intestinal crypts and bone marrow cells, leading
to diarrhea, anorexia, vomiting, and depletion of white cells.
According to Truyen et al. (2009), PCR can be conducted
utilizing blood or feces, with the preference for blood usage
in cats lacking diarrhea symptoms. For the current research,
the decision was made to employ a rectal swab for PCR, given
the recent manifestation of distinct diarrhea symptoms in
the animal.

Necropsy revealed pathological changes suggestive of
parvovirus infection in the intestine, as described in previous
literature (Demeter et al. 2010, Stuetzer & Hartmann 2014). It
was not possible to determine the specific etiology of laminar
polioencephalomalacia. However, this alteration may be
directly or indirectly associated with thiamine deficiency in
carnivores, although lesions were not observed in anatomical
locations specific to this etiology, such as in histological
sections of the caudal colliculus (Sykes 2013, Maxie 2016,
Zachary 2017, Terio et al. 2018).

Vaccines have reduced the frequency of FPV infection in
urban domestic cats, but the virus persists in the outskirts

%
i‘,

4 /o

Fig.4. Phylogenetic analysis based on the nucleotide sequence of
the VP2 gene of feline panleukopenia virus — FPV (black) and
canine parvovirus — CPV (blue) based Muscle alignment software,
PhyML’ and tree design in iTol°. The Jaguar sequence is red.

5 Available at <www.phylogeny.fr> Accessed on Aug. 17, 2023.
6 Available at <itol.embl.de> Accessed on Aug. 17, 2023.
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due to strays and limited resources. Wild cats are at risk when
interacting with strays from these areas (Day et al. 2016).
Wild felids are at a higher risk of exposure when they meet
stray animals from urban outskirts, as in the study of Duarte
et al. (2009), where a phylogenetic analysis of FPV strains
from Lisbon domestic cats demonstrated striking similarity
to strains found in tigers and lions.

In Brazil, cases of FPV occasionally occur in institutions that
keep wild felids in captivity, with only a presumptive clinical
diagnosis being made (Filoni 2006). Molecular diagnosis is
essential because of its high sensitivity and specificity. Canine
parvovirus (CPV) can be isolated from healthy and diseased
cats (Stuetzer & Hartmann 2014). However, only 5% of feline
panleukopenia cases are caused by CPV variants, specifically
CPV-2a, b, and c (Barrs 2019).

The surveillance of roadkill and collected wildlife serves as
an indicator of instances involving and exposing wild animals
to the FPV and its variants. Such occurrences can arise due to
the encroachment of domestic animals into natural habitats,
rendering these creatures more vulnerable to diseases and
vehicle collisions.

This study’s primary limitations involve presenting findings
from a single case of a wild animal, from which we procured and
analyzed merely a partial sequence. The sequenced fragment
spanned 1,022bp and was localized within the VP2 capsid
protein region of the parvovirus, impeding a more precise
depiction of the prevalence and influence of FPV in these
creatures. Furthermore, there was no data on Protoparvovirus 1
molecular characterization of stray animals (dog and cat) in
the city, which hampered a complete association with the
infection source.

Another issue is the infection timeline since clinical signs
begin after rehabilitation enclosure, but infection during
hospitalization cannot be ruled out. These environments
must implement rules to avoid direct and indirect contact
with domestic animals that may carry infectious agents and
transmit them to wild animals undergoing treatment. It is
necessary to implement stricter measures to prevent possible
contact between these animals and potential carriers of FPV.
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