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RESUMO

Introdugdo: A nutrigao parenteral (NP) possui grande importancia clinica no tratamento e prevengao
da desnutricdo, que ¢ uma causa relacionada a morbidade ¢ a mortalidade de pacientes
imunocomprometidos. Apesar das boas praticas de manipulagdo de NP estarem bem estabelecidas,
a contaminacdo desses produtos ainda ocorre. Objetivo: Realizar a identificacdo fenotipica e
genotipica das cepas provenientes de NPs contaminadas, recebidas no Instituto Nacional de
Controle de Qualidade em Satde (INCQS) no periodo de janeiro de 2000 a dezembro de 2016.
Metodologia: A identificacdo das cepas foi realizada por provas bioquimicas convencionais,
MALDI-TOF MS, sequenciamento do gene rrs ¢ MLSA. Resultados: Dentre o total de 134
amostras, 113 foram submetidas ao ensaio de esterilidade, sendo 13% (15 amostras) insatisfatorias.
As 26 cepas provenientes de amostras de NPs contaminadas foram identificadas como pertencentes
aos complexos Enterobacter agglomerans e Enterobacter cloacae, € a espécie Rhizobium
radiobacter pelas provas bioquimicas convencionais. Todas as cepas foram identificadas como
pertencentes a familia Enterobacteriaceae e R. radiobacter pelo MALDI-TOF MS, enquanto pelo
sequenciamento do gene rrs foram identificados como Phytobacter diazotrophicus, Kosakonia spp.
e Agrobacterium pusense, respectivamente. O MLSA confirmou a identificacdo de P.
diazotrophicus e Kosakonia spp. Conclusoes: A caracteriza¢do fenotipica nao foi suficiente para
identificar género e espécie. O sequenciamento do gene 7rs se mostrou eficiente para identificagao
de P. diazotrophicus, porém, nao foi eficaz para as duas cepas do género Kosakonia. O MLSA
permitiu a identificagdo precisa das cepas e verificagdo de uma possivel nova espécie de Kosakonia.

Palavras-Chave: Nutricdo parenteral. Vigilancia sanitaria. Controle de qualidade. Contaminacao.
Taxonomia bacteriana.

ABSTRACT

Introduction: Parenteral nutrition (PN) plays an important clinical role in the treatment and
prevention of malnutrition, a condition associated with increased morbidity and mortality among
immunocompromised patients. Although good manufacturing practices for PN preparation are well
established, contamination of these products still occurs. Objective: To perform the phenotypic and
genotypic identification of strains isolated from contaminated PN samples received by the National
Institute for Quality Control in Health (INCQS) from January 2000 to December 2016. Methods:
Strain identification was performed using conventional biochemical tests, MALDI-TOF MS, rrs
gene sequencing, and multilocus sequence analysis (MLSA). Results: Among a total of 134 PN
samples, of the 113 samples submitted to the sterility test, 13% (15 samples) were unsatisfactory.
The 26 strains isolated from contaminated PN samples were identified by conventional biochemical
tests as belonging to the Enterobacter agglomerans complex, the Enterobacter cloacae complex,
and the species Rhizobium radiobacter. All strains were identified as belonging to the
Enterobacteriaceae family and as R. radiobacter by MALDI-TOF MS, while r7s gene sequencing
identified them as Phytobacter diazotrophicus, Kosakonia spp., and Agrobacterium pusense,
respectively. MLSA confirmed the identification of P. diazotrophicus and Kosakonia spp.
Conclusions: Phenotypic characterization alone was insufficient for genus- and species-level
identification. The rrs gene sequencing proved effective for the identification of P. diazotrophicus;
however, it was not effective for the two strains belonging to the genus Kosakonia. MLSA enabled
accurate strain identification and indicated the possible existence of a novel Kosakonia species.

Keywords: Parenteral nutrition. Health surveillance. Quality control. Contamination. Bacterial
taxonomy.
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1 INTRODUCAO

A nutrigdo parenteral (NP) possui grande importancia clinica no tratamento e prevengao
da desnutri¢do, que ¢ uma causa relacionada a morbidade e a mortalidade de pacientes
imunocomprometidos. Por ser administrada por via intravenosa, deve obrigatoriamente atender
a altos padroes de esterilidade, exigindo controle rigoroso em todas as etapas de manipulagao.
Apesar das normas estabelecidas, a contaminagdo microbioldgica ainda representa um desafio
significativo, estando associada a surtos de infeccao hospitalar e aumento da mortalidade de
pacientes em UTI (Williams et al., 1985; Gongalves et al., 2000; Tresoldi et al., 2000; Van
Rostenberghe et al., 2006; Vonberg, R.P.; Gastmeier et al., 2007; Kose et al., 2016; Pillonetto
et al., 2018; Garza-Gonzalez et al., 2021). A contaminagdo pode ocorrer em diversas etapas de
producao, sendo agravada pela dificuldade de identificagdo microbioldgica (Boszczowski, et
al., 2012; Pillonetto et al, 2018; Benitez; Vieira; Romao, 2020). Nesse contexto, a
implementagdo de sistemas de qualidade e o cumprimento rigoroso das boas praticas sao
fundamentais para minimizar riscos. O estudo teve como objetivo realizar a identificag¢do
fenotipica e genotipica das cepas provenientes de NPs contaminadas, recebidas no Instituto
Nacional de Controle de Qualidade em Satde (INCQS) no periodo de janeiro de 2000 a
dezembro de 2016.

2 METODOLOGIA

Foram encaminhadas ao INCQS 134 amostras de NP na modalidade de analise fiscal e
de orientagdo para apoiar a¢des de apreensao da vigilancia sanitaria e detecgdo de possivel fonte
dos surtos. Das 113 amostras submetidas ao ensaio de esterilidade, realizado pelo Setor de
Produtos Estéreis do Departamento de Microbiologia do INCQS (DM/INCQS) em 2007 € 2013,
15 amostras (13%) foram insatisfatorias, resultando em 26 cepas bacterianas isoladas (Benitez;

Vieira; Romao, 2020).
2.1 PROVAS BIOQUIMICAS

Foram estudadas 26 cepas, provenientes de 14 amostras de NP. Essas cepas foram
identificadas pelo Setor de Bactérias e Arqueas do DM/INCQS por meio do sistema
automatizado VITEK®2 Compact (Bio Mérieux Inc., Durham, North Carolina, USA) como:
Pantoea spp. (n = 20), Kluyvera intermedia (n = 2), Rhizobium radiobacter (n = 2) e

Enterobacter cloacae (n = 2). Apds identificacdo, essas cepas foram preservadas e depositadas
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na Colegdo de Bactérias Patogénicas (CBP) do INCQS. Todas as cepas foram submetidas a
provas bioquimicas convencionais descritas no Bergey’s Manual of systematic Bacteriology
(2005), no Manual of Clinical Microbiology (2015) e no livro Koneman Diagnostico
Microbiologico (WINN et al., 2012) para bactérias da familia Enterobacteriaceae e para
bastonetes Gram negativos ndo fermentadores.

As provas bioquimicas foram: coloracdo pelo método de Gram, teste da producao da
citocromo oxidase, catalase, reducdo de nitrato a nitrito em caldo nitrato, producdo de indol,
motilidade, hidrolise de esculina, gelatina e ureia, produgcdo de H2S, teste de oxidagao-
fermentagdo da glicose, reacdo de Voges-Proskauer e vermelho de metila em meio de cultura
caldo Vermelho de metila-Voger Proskauer (MR-VP), fenilalanina desaminase, utilizacao de
citrato e malonato, lisina e ornitina descarboxilases, arginina diidrolase, producao de gas a partir
de D-glicose, DNAse (Desoxirribonuclease) e fermentacdo de carboidratos (lactose, sacarose,
frutose, galactose, D-manitol, dulcitol, salicina, adonitol, myo-inositol, D-sorbitol, L-arabinose,
rafinose, L-ramnose, maltose, D-xilose, trealose, celobiose, oa-metilglicosideo, eritritol,
melibiose, melizitose, D-arabitol, glicerol, D-manose). Os testes foram incubados a 36 + 1°C
por até 1 semana, realizando-se leituras a cada 24 horas. As provas para DNAse e gelatinase
foram executadas em temperatura de 25 °C. Apds a incubagao, o teste da gelatinase permaneceu

sob refrigeracdo (2 a 8°C) por 28 dias.
2.2 IDENTIFICACAO PROTEOMICA

As cepas do estudo foram cultivadas em &4gar sangue para a obten¢do de coldnias
isoladas, que foram transferidas para um pogo (spot) da 1amina (slide), modelo Flexi-Mass-DS
TO-430 (BioMérieux), utilizada para a técnica de MALDI-TOF/MS. Utilizou-se 1 L da matriz
acido a-hidroxicindmico do VITEK®MS RUO (BioM¢érieux). Apos a cristalizagdo da matriz,
os slides foram inseridos no equipamento VITEK MS® RUO (MALDI-TOF/MS, modelo
AXIMA, Kratos/Shimadzu), localizado no Instituto de Tecnologia em Imunobiolégicos (Bio-
Manguinhos/Fiocruz). O equipamento possui um laser de nitrogénio no comprimento de onda
de 337 nm. Os resultados obtidos foram analisados pelo software SARAMIS Premium
(Database version 4.10 e System version 4.0.0.4, 2010). Apos a leitura, foi construida a arvore
de similaridade. O dendrograma foi montado de acordo com o algoritmo interno do software
SARAMIS Premium, baseando-se na similaridade entre os espectros das cepas. O equipamento
considera um percentual de 70% de confianca de similaridade entre a cepa isolada e cepas

cadastradas em seu banco de dados para que sejam considerados da mesma espécie.
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2.3 IDENTIFICACAO GENOTIPICA

Ap6s realizagdo da caracterizacdo fenotipica e confirmagdo da pureza, as cepas foram
submetidas a identificagdo taxondmica por métodos genotipicos. A partir de uma cultura pura,
foi realizada a extragdo do DNA gendmico através do Kit DNAeasy Blood & Tissue (Qiagen®),
utilizando-se o protocolo para bactérias Gram negativas, seguindo as recomendacodes do
fabricante. A enzima Proteinase K foi utilizada na concentragdo de 20 mg/mL. A quantificagdo
do DNA obtido foi feita no equipamento Nanodrop™ 2000C (Thermo Fisher Scientific),
conforme recomendagdes do fabricante. Apos a dosagem, o DNA foi diluido a concentracao
final entre 10 e 20 ng/puL.

A amplifica¢do do gene rrs pela PCR foi realizada para todos as 26 cepas do estudo,
utilizando-se os iniciadores universais PAF (5’AGAGTTTGATCCTGGCTCAG3’) e 1492R
(5’TACCTTGTTACGACTT3’) descritos por Watts et al. (2000) e Lane et al. (1991),
respectivamente. As reagdes de amplificacdo foram preparadas com 10 pL de tampao verde 5X
(Promega®), 6 uL do MgClz2a 25 mM, 0,3 uL da Tag polimerase a 5 U/uL (Promega®), 1 pL
de dNTP a 10 mM, 1 pL de cada iniciador (Invitrogen®) a 100 ng/uL, 3 uL. de DNA diluido e
agua livre de DNAse e RNAse suficiente para completar um volume de 50 uL de reacao por
microtubo. As amplificagdes foram realizadas em termociclador Gene Amp — PCR System
9700 da Applied Biosystems®, programado com as seguintes condi¢des: desnaturagio inicial a
95°C por 5 minutos, seguido de 40 ciclos de amplificacdo e uma extensao final a 72°C por 10
minutos. Cada ciclo foi composto pelas seguintes etapas: desnaturagao a 94°C por 30 segundos,
anelamento a 55°C por 30 segundos e extensdo a 72°C por 1 minuto e meio (GUO et al., 2008).

A amplifica¢do dos genes atpD, infB, gyrB e rpoB na técnica de Multilocus Sequence
Analysis (MLSA) foi baseada no protocolo adaptado de Brady et al. (2008), utilizando os
seguintes iniciadores: gyrB 01-F (5TAARTTYGAYGAYAACTCYTAYAAAGT3’), gyrB
02-R (5’CMCCYTCCACCARGTAMAGTT3’), rpoB CM7-F (5’AACCAGTTCCGCGTTG
GCCTG3’), moB CM31b-R (5°CCTGAACAACACGCTCGGA3Z3’), atpD OI-F
(5’RTAATYGGMGCSGTRGTNGAYGT3’), atpD 02-R  (STCATCCGCMGGWA
CRTAWAYNGCCTG3’), infB 01-F (5 ATYATGGGHCAYGTHGAYCA3’) e infB 02-R (5’
ACKGAGTARTAACGCAGATCCA3Z).

O MLSA foi feito em 16 cepas, selecionadas com base nos resultados da espectrometria
de massa em MALDI-TOF. A amplificacdo foi realizada em termociclador Amplitherm —
Thermal cyclers TX96 da Bellatri Biotecnologia®, programado com as seguintes condigdes:

desnaturagdo inicial a 95°C por 5 minutos; 3 ciclos: desnaturacdo a 95°C por 1 minuto,
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anelamento de 50°C, 57 °C ou 60°C por 2 minutos e 15 segundos e extensdao a 72°C por 1
minuto e 15 segundos; seguidos de 30 (gyrB), 35 (atpD e rpoB) ou 40 ciclos (infB) de:
desnaturagdo a 95°C por 35 segundos, anelamento de 50°C (gyrB), 57 °C (atpD e rpoB) ou
60°C (infB) por 1 minuto e 15 segundos (de acordo com o iniciador utilizado), alongamento a
72°C por 1 minuto e 15 segundos e uma extensdo final a 72°C por 7 minutos.

Os produtos da PCR foram purificados pelo Kit Qiaquick® PCR Purification (Qiagen®)
e visualizados por eletroforese em gel de agarose a 1,0% (p/v) em tampao TAE 1X. Para cada
cepa, foram realizadas seis reacdes de sequenciamento do gene rrs. Os fragmentos foram
sequenciados com um iniciador utilizado na amplifica¢do do gene rrs e mais cinco iniciadores
diferentes: 1492R (5S’TACCTTGTTACGACTT3’), 1831F (5’GAGGAACACCGATGG
CGAAGG3’), 1832R (5°’GCCCCCGTCAATTCCTTTGAGTT3’), 519R (5’GTATTACCG
CGGCGGCTG3’), 321R (S’AGTCTGGACCGTGTCTCAGTS3’), 1112F (5’GCAACGAG
CGCAACCC3’) e 1093R (5°GTTGCGCTCGTTGCGGGA3’) (LANE et al., 1991; WATTS et
al., 2000; GERHARDT et al., 1994, RAINEY et al., 1996).

Para as reagdes de sequenciamento dos genes do MLSA, foram utilizados os mesmos
iniciadores descritos por Brady et al. (2008): gyrB 07-F (5’GTVCGTTTCTGGCCVAG3’),
grB 08-R  (5’CTTTACGRCGKGTCATWTCAC3’), rpoB CMS81-F (5’CAGTTCCG
CGTTGGCCTG3’), rpoB CMS81b-F (5TGATCAACGCCAAGCC3’), rpoB CM32b-R
(5’CGGACCGGCCTGACGTTGCAT3’), atpD 03-F (5 TGCTGGAAGTKCAGCARCAG3),
atpD  04-R  (5°CCMAGYARTGCGGATACTTC3’), infB 03-F (5’ACGGBATGA
TYACSTTCCTGG3’), infB 04-R (5’AGYTTAGATTTCTGCTGACG3”).

O sequenciamento foi feito pelo método de Sanger et al (1977) e realizado no
equipamento Applied Biosystems ABI Prism 3730, um sequenciador de DNA automatizado da
Plataforma de Sequenciamento do PDTIS/FIOCRUZ.

As sequéncias consenso de cada gene foram analisadas e editadas no programa SeqMan
NGen v. 7.00 do sofiware DNASTAR Lasergene. As sequéncias do gene r7s foram analisadas
frente a0 banco de dados da plataforma online EzBioCloud (CHALITA et al., 2024). As
sequéncias dos genes atpD, gyrB, infB e rpoB foram comparadas ao banco de dados GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) via BLAST.

Para a elaboragdo de arvores filogenéticas, as sequéncias consenso foram alinhadas no
software Clustal X 2.1. As arvores filogenéticas foram geradas no programa MEGA versao
12.1.2, utilizando-se o método de Neighbor-Joining (SAITOU; NEI, 1987) para inferir a

historia evolutiva. A robustez das topologias foi realizada através da andlise de bootstrap (1.000
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réplicas) e a distancia evolutiva foi calculada com base no método Kimura dois-parametros
(KIMURA, 1980).

Posteriormente o relacionamento filogenético foi determinado utilizando as espécies
mais proximas, determinadas de acordo com resultados obtidos em comparagdo com sequéncias

de cepas tipo depositadas no BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) e no EzBioCloud.

2.4 SUSCEPTIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS

A susceptibilidade aos antimicrobianos foi determinada pelo método de difusdo em
agar, segundo recomendacdes do CLSI (CLSI, 2012), para os seguintes antimicrobianos:
Cefuroxina (30 pg); ciprofloxacina (5 pg); gentamicina (10 pg); trimetopima/sulfametoxazol
(25 pg); meropenem (10 pg); imipenem (10 pg); cefazolina (30 pg); amoxcilina/acido
clavulanico (20 pg/ 10 pg); ampicilina (10 pg); aztreonam (30 pg); amicacina (30 pg);
cefoxitina (30 pg); cefepima (30 pg); ceftazidima (30ug); ceftriaxona (30 pg); tetraciclina (30
ng); ertapenema (10 pg); piperaciclina/tazobactam (100 pg/ 10 pg); tobramicina (10 pg);
levofloxacina (5 pg); cloranfenicol (30 pg). Os resultados foram interpretados segundo o CLSI

(CLSI, 2023).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O objetivo deste estudo foi avaliar os contaminantes de NP isolados no INCQS,
buscando elucidar a identificacdo das espécies envolvidas. Para tal, varios métodos foram
empregados. Foi obtido um total de 26 cepas, nas quais 24 estavam relacionadas a um surto
ocorrido em 2013 (3878, 3879, 3880, 3881, 3888, 3889, 3890, 3891, 3892, 3893, 3894, 3895,
3896, 3897, 3898, 3899, 3900, 3901, 3902, 3903, 3904, 3905, 3909 e 3910) e duas cepas
provenientes de um surto ocorrido em 2007 (3379 e 3381). As cepas com numeracao entre 3878
e 3905 foram identificadas como pertencentes ao Complexo Erwinia herbicola - E.
agglomerans, as cepas 3379 e 3381, como Complexo E. cloacae e as cepas 3909 e 3910, como
R. radiobacter segundo o Manual of Clinical Microbiology, Bergey’s Manual of systematic
Bacteriology e o livro Koneman Diagnostico Microbiologico, divergindo de algumas provas
(Bergey’s, 2005a; Bergey’s, 2005b; Winn et al., 2012; Forsythe; Abbptt; Pitout, 2015). Na
Tabela 1, estdo descritos os resultados das provas bioquimicas convencionais (identificagao

fenotipica).
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Tabela 1 — Resultado das provas bioquimicas convencionais.

Provas bioquimicas Cepas Cepa  Cepa Cepas
3878 a 3905 3379 3381 3909 e 3910
OF glicose O/F O/F O/F 0®
Agar esculina + + + +
Caldo VP + + + _
Caldo VM-VP + + + —
SIM — motilidade + + + +
SIM - H.S - — _ _
SIM — Indol + — — _
Descarboxilase lisina - - - _
Hidrolase arginina - +* + +
Descarboxilase ornitina - - - _
Utilizacdo de malonato + + + -
Utilizacao de citrato + + + _
Hidrdlise da ureia - _ — +
Fenilalanina +a — - +
Nitrato + +a + B
Gelatinase +b +b +b _
Oxidase - - _ +
Catalase + + + +
Producao de DNAse +¥ +* +* 3k
Fermentacao:
Glicose (com tubo de Duhan) + — + NE
Adonitol - — - NE
Arabinose + + + NE
Frutose + + + NE
Lactose + +* 4% NE
Maltose + + + NE
Manitol + + + NE
Manose + + + NE
Melibiose - - — NE
Melizitose - - - NE
Ramnose + + + NE
Sacarose + + + NE
Trealose + + + NE
Xilose + + + NE
Galactose + + + NE
Rafinose + + + NE
Salicina + + + NE
Eritritol - — - NE
Inositol - — - NE
Dulcitol + + + NE
MGP +% 4k 4k NE

Legenda: *provas com resultado apds 48 horas de incubagdo; + positivo; * reagdo fraca em mais de 24 h; ° reagdo
positiva apos 28 dias; MGP: metil-a-D-glicopiranosideo. NE: nao executado.
Fonte: Do autor, 2026.
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A identificacdo das cepas pelos métodos fenotipicos convencionais e pelo sistema
automatizado VITEK®2 Compact apresentou limitagdes na determinagio correta dos géneros e
espécies bacterianas. As cepas 3878 a 3905 foram inicialmente identificadas pelo VITEK®2
Compact como pertencentes ao género Pantoea ou a espécie Kluyvera intermedia, enquanto as
provas bioquimicas convencionais as aproximaram do complexo Enterobacter agglomerans.
De forma semelhante, as cepas 3379 e 3381 apresentaram perfil bioquimico préximo ao
complexo E. cloacae, porém com resultados divergentes em algumas provas descritas na
literatura. Essas inconsisténcias demonstram a dificuldade de identificacao de enterobactérias
ambientais por métodos fenotipicos, especialmente devido a variabilidade bioquimica entre
cepas filogeneticamente relacionadas. Além disso, a acuracia do VITEK®2 Compact depende
diretamente das espécies disponiveis em seu banco de dados, o qual possui cobertura limitada
para espécies ambientais e recentemente descritas da familia Enterobacteriaceae. Dessa forma,
os resultados reforcam a necessidade da utilizagdo de métodos moleculares complementares
para identificagdo taxondmica mais precisa.

A andlise por espectrofotometria de massa MALDI-TOF MS identificou apenas duas
das 26 cepas em nivel de espécie. As cepas 3909 e 3910 foram identificadas com 99,9% de
confianga como R. radiobacter, corroborando os resultados obtidos pelo VITEK®2 Compact.
As demais 24 cepas foram classificadas apenas como pertencentes a familia
Enterobacteriaceae. O dendrograma gerado a partir dos espectros de massa (Figura 1) agrupou
as cepas 3878 a 3905 em um grupo com similaridade entre 85% e 90%, enquanto as cepas 3379
e 3381 formaram um segundo agrupamento distinto. A cepa referéncia Pantoea agglomerans
ATCC 33243 apresentou baixa similaridade com o grupo I (Figura 1), em torno de 35%,
refor¢ando a hipotese de que essas cepas nao pertenciam ao género Pantoea.

Os resultados evidenciam limitagdes da espectrofotometria de massa em MALDI-TOF
na identificagdo de enterobactérias ambientais e de géneros recentemente descritos, uma vez
que o método depende diretamente da representatividade dos espectros presentes no banco de
dados do equipamento. Além disso, o agrupamento obtido pelo dendrograma nao possui carater
filogenético, dificultando a diferenciagdo entre tdxons intimamente relacionados. Apesar dessas
limitagdes, a técnica demonstrou utilidade na avaliagdo da similaridade entre as cepas e na

triagem inicial dos isolados.
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Figura 1- Dendrograma elaborado pelo software interno do equipamento VITEK®MS RUO, considerando
o percentual de semelhanca entre os espectros obtidos.
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Legenda: Grupo I: 3878 a 3905; Grupo II: 3379 e 3381
Fonte: Do autor, 2026.

Pelos métodos fenotipicos e protedmico, nao foi possivel chegar a uma identificacao
conclusiva das cepas estudadas, sendo necessaria a aplicacdo de métodos genotipicos. O gene
rrs foi sequenciado para todas as 26 cepas do estudo. Além disso, 14 das 22 cepas, previamente
identificadas como Pantoea spp. ou Kluyvera intermedia, foram submetidas a analise de
MLSA, com sequenciamento dos genes atpD, infB, gyrB e rpoB. Os micro-organismos isolados
de NP no INCQS, que foram identificados nesse estudo utilizando a andlise da sequéncia do
gene rrs e MLSA, sdo: 4. pusense, Kosakonia spp. e P. diazotrophicus (Figuras 2 e 3).

O gene rrs foi sequenciado em um tamanho de, aproximadamente, 1500 pb e as
sequéncias foram submetidas ao banco de dados EZBioCloud (Chalita ef al., 2024). As cepas
3909 e 3910 foram identificadas como: Agrobacterium pusense, com 100% de identidade;
Agrobacterium salinitolerans, com 99,72 % de identidade, R. radiobacter, com 99,15 % de
identidade. A confirmagdo da existéncia dessas espécies foi consultada no site LSNP (FREESE,

2026) e depois foi calculada a similaridade com as espécies tipo mais proximas, utilizando o
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BLASTn. As cepas apresentaram os seguintes resultados: 4. pusense, com 99,93 % de
similaridade; A. salinitolerans, com 99,64 % de similaridade, Agrobacterium. radiobacter, com
99,08 % de similaridade. Foi construida também uma arvore filogenética com base no gene rrs

com essas cepas (Figura 2).

Figura 2 — Arvore filogenética derivada de sequéncias parciais do gene rrs e determinada pelo método de
Neighbor-joining, utilizando o modelo Kimura-2. A significincia do arranjo dos ramos foi avaliada por
analise de bootstrap com 1000 réplicas e os nimeros na arvore indicam a ocorréncia (%) destes arranjos.
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Legenda: Parte A: Cepas 3909 e 3910, com identificacdo prévia de Rhizobium radiobacter. Parte B: Cepas 3878
a 3905, com identificagdo prévia de Pantoea spp. ou Kluyvera intermedia. Cepas 3379 e 3381, com identificacdo
prévia de Complexo Enterobacter cloacae. Foram utilizadas na andlise filogenética cepas de todas as espécies
descritas dentro desses géneros. As sequéncias do gene rrs das espécies Bradyrhizobium centrosematis ¢
Acinetobacter baumannii foram utilizadas como “out group”.

Fonte: Do autor, 2026.

As cepas com numeracgao 3379, 3381 e 3878 a 3905 tiveram a sequéncia do gene rrs
também submetidas ao banco de dados EzBioCloud (Chalita et al., 2024). As sequéncias das
bactérias 3878 a 3905 apresentaram 99,71% de identidade com a cepa tipo de P. diazotrophicus,
€ 99,04% com a de Phytobacter ursingii; com exce¢ao das cepas 3897 e 3898, que apresentaram

99,64% de identidade com a cepa tipo de P. diazotrophicus, e 98,97% com a de Phytobacter
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ursingii; As cepas 3379 e 3381 apresentaram as seguintes porcentagens de identidade na base
de dados: 99,73% com Kosakonia oryzae, 99,59% com Kosakonia radicincitans, 99,52% com
Kosakonia arachidis € 99,07% com Kosakonia oryziphila. A analise realizada nao diferenciou
as espécies das cepas avaliadas. Também foi construida a arvore filogenética para essas cepas
com base no gene rrs (Figura 2).

A fim de se confirmar a identificacao das cepas de P. diazotrophicus e para elucidar a
espécie das cepas de Kosakonia, a técnica de MLSA foi realizada. Esta técnica confirmou a
identificacao das 22 cepas (3878 a 3905) como P. diazotrophicus (Figura 3) e de uma possivel
nova espécie de Kosakonia, ja que as cepas 3379 e 3381 ndo formaram um grupo monofilético

com nenhuma espécie desse género.

Figura 3 — Arvore filogenética derivada de sequéncias concatenadas dos genes atpD, gyrB, infB e rpoB e
determinada pelo método de Neighbor-joining, utilizando o modelo Kimura-2. A significincia do arranjo
dos ramos foi avaliada por analise de bootstrap com 1000 réplicas e os niimeros na arvore indicam a
ocorréncia (%) destes arranjos.
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Legenda: No MLSA foram utilizadas cepas de referéncia de todas as espécies descritas e validadas dos géneros
Phytobacter e Kosakonia. A cepa de referéncia da espécie Phytobacter palmae ndo foi incluida na analise porque
as sequéncias de alguns genes ndo estavam disponiveis no GenBank. A espécie Acinetobacter baumannii foi
utilizada como “out group”.

Fonte: Do autor, 2026.
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A cepa P. diazotrophicus 5020RM foi isolada por Pillonetto ef al. (2018) de amostras
de hemocultura de um paciente que recebeu NP contaminada e a cepa 5110RM, de uma bolsa
de NP. No trabalho publicado, os autores afirmam que as cepas S020RM e 5110RM tratam de
um mesmo clone. Estas duas cepas (5020RM e 5110RM), quando comparada no BLASTn com
todas as cepas 3878 a 3905 (P. diazotrophicus, deste estudo), apresentaram 100% de
similaridade entre si, utilizando-se as sequéncias de todos os genes sequenciados (rrs, atpD,
infB, gyrB, rpoB). Isso corrobora com o trabalho de Pillonetto ef al. (2018) e mostra que pode
se tratar do mesmo clone envolvido no surto de NP contaminada ocorrido em 2013.

Cepas provenientes das amostras de NP foram submetidos ao teste de susceptibilidade
aos antimicrobianos frente aos antimicrobianos mais utilizados na pratica médica. As cepas
mostraram-se sensiveis a todos os antimicrobianos, com exce¢do de ampicilina, cloranfenicol
e trimeptopim-sulfametoxazol (Figura 4). As cepas identificadas como P. diazotrophicus e de
A. pusense apresentaram o mesmo perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos testados,
sendo resistentes ao cloranfenicol e trimeptopim-sulfametoxazol. As cepas identificadas como
Kosakonia spp. possuem resisténcia a ampicilina.

A caracterizacdo das cepas associadas a contaminacao de NP evidenciou a participagado
de bactérias emergentes, como P. diazotrophicus, Kosakonia spp. € A. pusense, cujas
classificagdes taxondmicas foram recentemente revisadas por abordagens polifasicas (Brady et
al., 2013; Mousavi et al., 2015; Pillonetto et al., 2017). Embora originalmente descritos como
micro-organismos ambientais, especialmente associados a plantas e fixa¢do de nitrogénio,
estudos recentes demonstram sua relevancia clinica, incluindo associagdo a surtos ¢ infecgoes
oportunistas (Pillonetto, 2018; Smits et al., 2022). Espécies de Phytobacter ja haviam sido
isoladas na década de 70 nos Estados Unidos e nos anos 2000 no Brasil em amostras de fluidos
intravenosos ¢ foram identificadas como P. agglomerans (Maki; Matin, 1975; Gongalves, et
al., 2000; Boszczowski, et al., 2012; Pillonetto et al., 2017; Smits et al., 2022). A limitada
disponibilidade de dados sobre viruléncia refor¢ca a necessidade de investigacdes gendmicas
adicionais.

Os resultados, compilados e de acordo com os métodos de identificagdo utilizados, estdo
descritos na Figura 4 e demonstram limitagdes importantes dos métodos fenotipicos
convencionais e automatizados na identificacdo de bactérias ambientais ou de espécies
recentemente descritas. Tanto o VITEK®2 Compact quanto o MALDI-TOF MS dependem
diretamente de bancos de dados previamente alimentados com espécies clinicamente
relevantes, o que compromete a identificagdo de micro-organismos emergentes ainda pouco

representados nessas bases (Mazzetti et al., 2026).
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Figura 4 - Resultado da identificacio, de acordo com os métodos utilizados, e do teste de susceptibilidade a

antimicrobianos por cepa estudada.
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Legenda: MLSA: Multilocus Sequence Analysis; E.: Enterobacter; K.: Kluyvera; P.: Phytobacter; R.: Rhizobium;
AMP: ampicilina; CHL: cloranfenicol; SXT: trimetoprima-sulfametoxazol; NE: ndo executado.

* MLSA nao foi executado nas cepas: 3879, 3888, 3895, 3897, 3898, 3899, 3900, 3901 e 3904.

Fonte: Do autor, 2026.

A anélise por MLSA demonstrou maior poder discriminatorio em relacao ao gene rrs,
permitindo adequada diferenciac@o entre espécies e sugerindo a existéncia de possivel nova
espécie de Kosakonia. Além disso, a alta similaridade genética entre as cepas indica a possivel
ocorréncia de um clone associado ao surto, embora técnicas adicionais de tipificagdo sejam
necessarias para confirmacao.

Os achados reforcam a importancia da taxonomia polifasica e do uso de métodos
genotipicos para identificagdo precisa, especialmente em contextos clinicos e de controle de
qualidade. A dificuldade na identificacdo correta pode comprometer a vigilancia
epidemiologica e retardar acdes de controle sanitario (Smits et al., 2022). Evidéncias da
literatura indicam que espécies previamente identificadas como P. agglomerans podem, na
realidade, corresponder a P. diazotrophicus, sugerindo subnotificagdo desse agente em surtos
anteriores no Brasil (Boszczowski, et al.., 2012; Pilloneto et al., 2018).

Em relagdo ao perfil de susceptibilidade, as cepas de P. diazotrophicus e A. pusense
apresentaram padroes idénticos de resisténcia, sugerindo uma possivel fonte comum de
contaminacdo (Gongalves et al., 2000; Pillonetto et al., 2018). Ja as cepas de Kosakonia spp.
demonstraram resisténcia restrita a ampicilina, o que pode estar relacionado a producao de B-
lactamases, conforme ja foi descrito em outras espécies desse género (Berinson et al, 2020;
Gonzélez Espinosa et al, 2023; Fournier et al, 2024). Isso demonstra uma relevancia clinica e
epidemiologicas dessas cepas de Kosakonia spp. Apesar dessas cepas de P. diazotrophicus nao

serem multirresistentes, estudos demonstram que outras cepas pertencentes a esta espécie
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possam se tornar resistentes a multiplos antibidticos quando circulam no meio hospitalar
(Pillonetto et al., 2018; Smits et al., 2022; Tumeo et al., 2026). Esses resultados destacam a
relevancia do monitoramento da resisténcia antimicrobiana, considerando o potencial dessas
bactérias em causar infecgdes graves, como sepse, além de ja ter sido descrito na literatura um
caso de surto associado a NP contaminada com uma bactéria multirresistente (Garza-Gonzalez
etal.,2021).

Por fim, o estudo reforca que a contaminacao de NP estd frequentemente associada a
enterobactérias ou micro-organismos fenotipicamente semelhantes, evidenciando a necessidade
de métodos robustos de identificagdo microbioldgica para garantir a seguranga do paciente e

aprimorar estratégias de vigilancia epidemiologica.
3 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados dos métodos utilizados na identificacdo dos contaminantes bacterianos de
NP deste estudo mostraram que: o VITEK®2 Compact e as provas bioquimicas convencionais
sdo métodos com limitagdes, podendo apresentar um resultado equivocado de identificagdo; o
VITEK® MS RUO, apesar de direcionar a identificacdo para a familia Enterobacteriaceae e
identificar outras cepas como Rhizobium radiobacter, teve sua andlise limitada pelo banco de
dados disponivel; o sequenciamento do gene rrs se mostrou eficaz para identificacao do género
das enterobactérias estudadas e espécie de Agrobacterium; e o MLSA possibilitou a
confirmacao da identificacao da espécie de Phytobacter e sugestdo de nova espécie pertencente
ao género Kosakonia. Diante disso, a melhoria dos protocolos de identificacdo de bactérias de
origem ambiental e de patdogenos emergentes € necessaria e deve ser implementada em
laboratdrios clinicos e de referéncia, visto que estas podem acometer pacientes através do uso
de medicamentos e provocar surtos de infec¢do. Dessa forma, o controle microbioldgico torna-

se um elemento fundamental para garantir a seguranca do paciente e a eficdcia da terapia.
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