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RESUMO 

 Enterobactérias do gênero Serratia têm sido associadas a uma série de infecções 

hospitalares, principalmente do trato urinário e respiratório. Cepas de Serratia sp. já foram 

identificadas carreando enzimas carbapenemases, principalmente do tipo Klebsiella 

pneumoniae carbapenemase (KPC), a qual confere resistência aos antibióticos 

carbapenêmicos.  Os genes codificadores de enzimas KPC estão localizados em estruturas 

genéticas móveis, o que permite a sua fácil disseminação entre bactérias da mesma e de outras 

espécies. Este trabalho teve como objetivo, identificar  cepas de Serratia marcescens 

produtoras de carbapenemase do tipo KPC, isoladas de pacientes internados em um Hospital 

de ensino em Dourados/MS. As cepas bacterianas foram coletadas durante outubro de 2011 a 

maio de 2012 e identificadas pelo sistema automatizado Vitek®2 (BioMérieux). Cepas 

resistentes a carbapenêmicos foram submetidas ao teste modificado de Hodge e o perfil de 

sensibilidade aos carbapenêmicos foi avaliado pela Concentração Inibitória Mínima (CIM). A 

presença do gene blaKPC-2  foi avaliada através da técnica de Reação em Cadeia da Polimerase 

(PCR). Neste estudo, foram identificadas 27 cepas de S. marcescens, provenientes de secreção 

traqueal, urocultura, hemocultura, swab retal, swab nasal, úlcera de decúbito e ponta de 

cateter. Destas, 96,29% apresentaram resultado positivo no teste modificado de Hodge, 

consideradas possivelmente produtoras de carbapenemases. Na determinação da CIM, 100% 

das cepas foram resistentes ao antibiótico ertapenem (>2 µg/mL) e imipenem (>4 µg/mL), 

92,6% foram resistentes ao meroponem (>4 µg/mL). Das 27 cepas, 24 cepas (88,88%) 

apresentaram resultado positivo na PCR para o gene blaKPC-2. Estes dados demonstram uma 

alta prevalência de cepas de  S. marcescens produtoras de KPC em um Hospital de Ensino em 

Dourados/MS. Acredita-se que estes resultados irão contribuir para ações preventivas no 

controle de infecções hospitalares provocadas por microrganismos multirresistentes de 

interesse clínico.  

 

Palavras-chave: Infecção hospitalar, blaKPC-2, Resistência bacteriana. 

 



 

 

 

 

ABSTRACT 

Enterobacteria of the genus Serratia have been associated with a number of nosocomial 

infections, mainly in urinary and respiratory tract. Strains of Serratia sp. were identified with 

enzymes of carbapenemases, especially Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC) type. 

This enzyme confers resistance to carbapenem antibiotics. KPC genes are located on mobile 

genetic structures, that allows its easy spreading among bacteria from the same and other 

species. This study aimed to identify strains of Serratia marcescens producing KPC 

carbapenemase type, that were isolated from patients admitted into a teaching hospital in 

Dourados/MS. The strains were collected during October 2011 to May 2012. They were 

identified by the automated system Vitek®2 (BioMérieux). The strains which were resistant 

to carbapenems, were subjected to the modified Hodge test. The sensitivity to carbapenems 

was evaluated by using minimum inhibitory concentration (MIC). The presence of blaKPC-2 

gene was measured by the technique of Polymerase Chain Reaction (PCR). In this study, it 

was identified 27 strains of S. marcescens, from tracheal aspirates, urine culture, blood 

culture, rectal swab, nasal swab, eschar and catheter. In these strains, 96.29% were positive in 

the modified Hodge test, being considered possibly producing carbapenemases. In the MIC 

determination, 100% of strains were resistant to imipenem (>2 µg/mL) and ertapenem (>4 

µg/mL) antibiotics and 92.6% were resistant to meroponem (>4 µg/mL). In the total of 27 

strains, 24 (88,88%) were positive by PCR for blaKPC-2 gene. These data demonstrate a high 

prevalence of strains of S. marcescens producing KPC in a teaching hospital in Dourados/MS. 

It is believed that these results will contribute to preventive actions in the control of 

nosocomial infections caused by multiresistant microorganisms of clinical interest. 

 

Keywords: Nosocomial infection, blaKPC-2, Bacterial resistance. 
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1. INTRODUÇÃO 

No Brasil, as infecções hospitalares são consideradas um grande desafio para os órgãos 

públicos, devido ao aumento das taxas de mortalidade e morbidade dos pacientes, tempos de 

internação prolongados e aumento de gastos para o sistema de saúde. A terapia 

antimicrobiana praticada, muitas vezes de forma indiscriminada, associada à falha nos 

protocolos de controle e prevenção de infecção hospitalar, resulta em um crescente número de 

microrganismos resistentes a diferentes classes de antibióticos. As infecções hospitalares são 

consideradas um problema, principalmente para pacientes imunocomprometidos e alojados 

em unidades de terapia intensiva, além de se tornar um desafio para o poder público na 

execução de ações de prevenção e controle de infecção nas instituições hospitalares 

(NORDMANN et al., 2012; OLIVEIRA & MARUYAMA, 2008). 

Bactérias da Família Enterobacteriaceae estão entre os patógenos mais comuns 

responsáveis por surtos ligados às infecções hospitalares, pois apresentam resistência à 

maioria dos antibióticos β-lactâmicos. Os carbapenêmicos foram por muito tempo 

considerados medicamentos de última escolha na terapia contra infecções causadas por 

microrganismos Gram-negativos devido a sua estabilidade. Porém, o aumento significativo do 

uso terapêutico dos carbapenêmicos associado à exposição a outros medicamentos e a 

ausência de medidas de controle e prevenção adequados, resultou em um crescente número de 

enterobactérias resistentes a esses compostos. (POIREL et al., 2007; NORDMANN et al., 

2011). 

Esta resistência aos carbapenêmicos pode ocorrer devido à produção de enzimas do 

tipo carbapenemases. Sendo este um dos principais mecanismos de resistência bacteriana. 

Essas enzimas foram divididas, segundo Ambler et al. (1991), em quatro classes de acordo 

com a similaridade entre as sequências dos aminoácidos, sendo identificadas como classe A, 

B, C e D. Na classe A estão incluídas as enzimas β-lactamases de espectro estendido (ESBL), 

penicinilases e carbapenemases do tipo serina, como a Klebsiella pneumoniae carbapenemase 

(KPC). Na classe B estão as metalo-β-lactamases, como as NDM-1, IMP, VIM. Na classe C, 

encontram-se as cefalosporinases (AmpC) e na classe D, as oxacilinases, como a OXA-48.  

A KPC é considerada a enzima mais frequente, sendo codificada pelo gene blaKPC 

(YIGIT et al., 2001), o qual está  inserido em uma estrutura genética móvel, o transposson 

Tn4401  (NAAS et al., 2008), que  pode carrear vários genes de resistência, contribuindo para 

sua fácil disseminação (CUZON et al., 2010). Embora o gene blaKPC tenha sido isolado 
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primeiramente em K. pneumoniae, o mesmo já foi encontrado em outros gêneros da Família 

Enterobacteriaceae, dentre eles bactérias do gênero Serratia spp (DIENSTMANN et al., 

2010). Com o surgimento de vários surtos da KPC, esta passou a compor um importante 

mecanismo de resistência no contexto de infecção hospitalar mundial e a sua pesquisa se 

tornou um fator relevante a fim de restringir sua disseminação. Assim, o conhecimento do 

perfil de sensibilidade dessas cepas e seu modo de disseminação são de suma importância 

para auxílio na escolha do procedimento terapêutico adequado e para o monitoramento da 

disseminação dos microrganismos resistentes em ambientes hospitalares (DIENSTMANN et 

al., 2010).  

O perfil de resistência dos microrganismos varia de acordo com a complexidade do 

hospital, características dos pacientes atendidos, doenças subjacentes e frequência do uso dos 

antimicrobianos nos ambientes hospitalares. Na região da grande Dourados observa-se a 

necessidade de realizar levantamentos sobre a ocorrência de cepas produtoras de 

carbapenemases, bem como intensificar as pesquisas com KPC na clínica médica, por ser uma 

região que atende pacientes de diversas cidades da região. 

O objetivo desse estudo foi realizar a caracterização de cepas de S. marcescens 

produtoras de carbapenemase do tipo KPC, isoladas de pacientes internados em um Hospital 

de Ensino em Dourados/MS, e contribuir para o monitoramento da ocorrência de cepas 

produtoras de KPC de interesse clínico. 
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2. REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 Infecções Hospitalares 

 

A infecção hospitalar é conceituada como qualquer infecção adquirida em ambientes 

hospitalares durante a internação ou após a alta do paciente, quando este esteve hospitalizado 

ou passou por procedimentos médicos (ANVISA, 2004). Ela contribui para maiores índices 

de morbidade e mortalidade, tempos de internação prolongados e alto custo. Quando causadas 

por bactérias multirresistentes representam um sério problema para o setor de saúde pública e 

ações de prevenção e controle de infecção nas instituições hospitalares devem ser tomadas, 

devido ao constante risco de propagação e resistência desses microrganismos (NORDMANN, 

2009; OLIVEIRA & MARUYAMA, 2008).  

Os pacientes considerados mais susceptíveis aos quadros de infecções hospitalares são 

aqueles que passaram por algum procedimento invasivo, como a utilização de cateteres 

venosos ou urinários, procedimentos cirúrgicos e exposições a antibióticos por longos 

períodos (SINGH, et al. 2006). Um relatório divulgado pelo Centers for Disease Control and 

Prevention (CDC, 2013) indicou que, nos Estados Unidos, as bactérias Gram-negativas são 

responsáveis por 36,3% das infecções hospitalares, onde as mesmas são as causadoras de 

infecções no trato urinário (59,3%), seguido da pneumonia associada à ventilação mecânica 

(47,2%) e infecções na corrente sanguínea (23,5%) (SIEVERT et al., 2013). Um relatório 

divulgado pelo Centro de Vigilância Epidemiológica (CVE, 2014) indicou que, no estado de 

São Paulo, as bactérias Gram-negativas estavam presentes em 47% dos microrganismos 

isolados em hemocultura. Nas unidades de terapia intensiva (UTIs) o número de infecções 

causadas por estes microrganismos é de aproximadamente 70% (PELEG, et al., 2010).  

Dentre as bactérias multirresistentes, se destacam as Enterobacteriaceae. Elas são 

consideradas um problema frequente para a saúde pública devida sua prevalência em 

infecções hospitalares e seu alto potencial de resistência (AGUILAR, M. A. P., 2009). Assim, 

as infecções hospitalares causadas por Enterobacteriaceae são consideradas, de acordo com 

CDC, 2012, um desafio crescente para a comunidade médica. 
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2.2 Enterobacteriaceae 

 

Os membros da Família Enterobacteriaceae são classificados como bastonetes Gram-

negativos anaeróbicos facultativos, onde na maioria das espécies a locomoção é realizada por 

flagelo peritríqueo. Trata-se de um importante grupo bacteriano também conhecido como 

entérico. A maioria desses microrganismos são fermentadores ativos da glicose e de outros 

carboidratos e oxidase-negativos. (SHANMUGAM, 2013). As enterobactérias possuem 

fímbrias que permitem a aderência a superfícies ou membranas mucosas. Os pili sexuais 

auxiliam na troca de informação genética entre células, que frequentemente inclui resistência 

a antibióticos. Enterobactérias também produzem proteínas chamadas bacteriocinas, que 

causam a lise de espécies de bactérias intimamente relacionadas podendo ajudar a manter o 

equilíbrio ecológico de vários microrganismos no intestino (TORTORA et al., 2012).  

É considerada a maior e mais heterogênea família de bacilos Gram-negativos 

relacionados a infecções hospitalares (KONEMAN et al., 2010). Sua principal característica é 

a resistência natural ou adquirida a antibióticos, podendo causar infecções urinárias, infecções 

do trato respiratório, gastrointestinal, bacteremias, septicemias, dentre outras (PITOUT, 

2010). Os principais gêneros relacionados à infecção hospitalares são: Escherichia spp., 

Citrobacter spp., Salmonella spp., Klebsiella spp, Serratia spp., Enterobacter spp., dentre 

outros (BRATU et al., 2005). 

Bactérias do gênero Serratia, estão presentes na água, solo, plantas, insetos e no 

intestino de homens e animais. As principais espécies são S. marcescens, S. plymuthica, S. 

liquefaciens, S. rubidaea e S.odifera. (KHANAFARI, et al. 2006). Bactérias deste gênero são 

consideradas emergentes em infecções hospitalares em todo o mundo (POLLETT et al., 2014; 

PENA et al., 2014). Por serem importantes patógenos dotados de propriedades invasoras e 

com tendência de resistência a muitos antibióticos de uso comum, o seu estudo é considerado 

fundamental para melhoria dos indicadores de saúde (VASCONCELOS et al., 2006). S. 

marcescens é a espécie considerada mais importante, estando associada a uma variedade de 

infecções humanas, sobretudo a pneumonia e septicemia em pacientes imunocomprometidos 

(KONEMAN et al., 2010). Estes microrganismos já foram isolados de cateteres, soluções 

salinas para irrigação e outras soluções supostamente estéreis (MAHLEN, 2011).  
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2.3 Antibióticos β-lactâmicos  

Os antibióticos β-lactâmicos, como penicilinas e cefalosporinas, carbapenêmicos e 

monobactâmicos, caracterizam-se pela presença de um anel β-lactâmico em sua estrutura 

(Figura 1), o que é fundamental para sua atividade antimicrobiana. O espectro de ação dos β-

lactâmicos inclui bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e espiroquetas. Não são ativos 

contra micoplasmas porque estes não apresentam parede celular. (BABIC, 2006). 

 Os β-lactâmicos atuam inibindo a síntese da parede celular das bactérias em 

crescimento, atuando na inibição da produção de peptidoglicano, que é um heteropolímero 

rígido e insolúvel na água, constituído por cadeias lineares de dois açúcares aminados: NAG 

(ácido n-acetilglucosamina) e NAM (ácido n-acetilmurâmico), ligados entre si por ligações 

glicosídicas. Os componentes do peptidoglicano são sintetizados no citoplasma e 

transportados através da membrana citoplasmática para o espaço que existe entre esta e a 

parede celular (espaço periplasmático). Neste nível existem proteínas com atividade 

enzimática (transpeptidases e carboxipeptidases), responsáveis pelo estabelecimento de pontes 

interpeptídicas entre cadeias vizinhas de peptidoglicano em crescimento, denominadas de 

Penicilin Binding Proteins (PBPs). Os antibióticos ligam-se às PBPs e impedem a síntese do 

peptidoglicano causando sua lise osmótica. Especificamente, bloqueiam a reação de 

transpeptidação que ocorre fora da membrana celular, impedindo a união de cadeias que 

formam o mucopeptídeo da parede celular (MARCH, 2013; BABIC, 2006; MARÍN & 

GUDIOL, 2003).  

 

 

 
Figura 1. – Estrutura dos antibióticos β-lactâmicos.* 
*Fonte: Adaptado de Bush e Fisher, 2011. 
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A emergência de enterobactérias resistentes a β-lactâmicos constitui um dos principais 

desafios enfrentados pelo sistema de saúde, devido ao alto índice de disseminação desses 

microrganismos. Torna assim necessário o estudo para a identificação de mecanismos de 

resistência bacteriana (NORDMANN, 2009; OLIVEIRA & MARUYAMA, 2008).  

 

 

2.4 Resistência bacteriana 

A resistência bacteriana refere-se a um fenômeno biológico natural de espécies a 

modificações no ambiente, no entanto, com a introdução e uso irregular de agentes 

antimicrobianos na prática médica, observou-se um aumento no índice de resistência 

antimicrobiana no mundo inteiro (WANNMACHER, 2004).  

A resistência bacteriana pode ser intrínseca ou adquirida. A resistência intrínseca é 

resultante da genética, estrutura e fisiologia normal do micro-organismo. Já na resistência 

adquirida ocorre uma modificação na informação genética do micro-organismo, devido ao 

recebimento de elemento móvel com algum gene de resistência, tornando-o assim resistente a 

algum antibiótico que anteriormente era eficaz (ALANIS, 2005). 

Os genes de resistência bacteriana aparecem muitas vezes associados a elementos 

genéticos móveis, como: plasmídeos (elementos extracromossomais circulares que se 

autorreplicam e podem ser transferidos para outra célula por conjugação); transposons 

(sequências de DNA que tem a capacidade de se mover dentro do genoma e também 

realizarem conjugação); integrons (elementos de DNA que adquirem e mobilizam genes 

contidos em cassetes) e os bacteriófagos (vírus que infectam células bacterianas). 

(CARATTOLI, 2009). 

A forma mais comum de adquirir resistência é através da aquisição de DNA exógeno, 

também conhecido como transferência horizontal de genes. Os mecanismos envolvidos são: 

transformação, onde a bactéria adquire DNA do meio-ambiente; transdução, processo 

mediado por bacteriófagos que ao recombinar o seu material genético com o DNA bacteriano, 

adquirem genes de resistência bacterianos, transportando-os no seu genoma e transferindo-os 

para outras bactérias quando as infectam e conjugação, transferência de plasmídeos ou outros 

elementos conjugativos entre células de cepas ou espécies bacterianas diferentes (FURUYA, 

2006). Esses mecanismos são exemplificados na Figura 2. 
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Figura 2. – Mecanismos de transferência horizontal de genes por células bacterianas.* 
*Fonte: Adaptado de Furuya & Lowy, 2006. 

Com a prática da terapia antimicrobiana os mecanismos de resistência a β-lactâmicos 

tornaram-se cada vez mais comuns, principalmente em ambientes hospitalares. Esses 

mecanismos incluem: perda ou expressão reduzida de porinas, que são proteínas localizadas 

na membrana externa responsáveis pelo transporte de substâncias para o interior da célula, 

que impede a entrada do antibiótico na célula. Hiper-expressão de bombas de efluxos, são 

sistemas que realizam a expulsão do antibiótico do interior da célula para o meio extracelular. 

Alteração do sítio alvo, uma mutação genética que altera o sítio alvo do antibiótico, não 

afetando o funcionamento da bactéria. Produção de proteínas β-lactamases com atividade 

enzimática e capacidade de inativar ligações químicas dos compostos β-lactâmicos. Nas 

bactérias Gram-negativas encontram-se no espaço periplasmático e inativam o antibiótico 

antes de atingir a membrana citoplasmática (COTRIM, et al., 2012; PELEG, et al., 2010). Na 

Figura 3 estão esquematizados alguns desses mecanismos. 

Carbapenêmicos pertencem ao grupo dos β-lactâmicos de agentes antimicrobianos, 

que causam a lise celular das bactérias através da inibição da síntese da parede celular 

bacteriana (SHANMUGAM, 2013). Por conta disso, os carbapenêmicos foram por muito 

tempo considerados medicamentos de escolha na terapia contra infecções causadas por 

microrganismos Gram-negativos devido a sua estabilidade frente a essas enzimas β-

lactamases de expectro estentido (ESBL) (QUEENAN & BUSH, 2007). No entanto, o 

aumento significativo do uso terapêutico dos antibióticos carbapenêmicos, associado à 
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exposição a outros medicamentos e a ausência de protocolos de controle e prevenção de 

infecção hospitalar, permitiu a emergência de enterobactérias resistentes a este grupo de 

antibióticos (POIREL et al., 2007; NORDMANN et al. 2011).  

 

 

 
 

Figura 3. – Mecanismos de resistência em bactérias Gram-negativas e os antibióticos afetados.* 
*Fonte: Adaptado de: Peleg, et al. 2010. 

 

 
 

 2.5 Produção de β-lactmases 

 

A hidrólise de antimicrobianos pelas β-lactamases é o principal mecanismo de 

resistência aos β-lactâmicos em bactérias Gram-negativas. 

As enzimas β-lactamases foram divididas em quatro classes de acordo com a 

similaridade entre as sequências dos aminoácidos, sendo identificadas como classes A, B, C e 

D. Na classe A, estão incluídas as enzimas β-lactamases de espectro estendido (ESBL), 

penicinilases e carbapenemases do tipo serina, como a Klebsiella pneumoniae carbapenemase 

(KPC). Na classe B, as metalo-β-lactamases, como as NDM-1, IMP, VIM. Na classe C, 

encontra-se as cefalosporinases (AmpC) e na classe D, as oxacilinases, como a OXA-48 

(AMBLER et al., 1991). 

A outra classificação vigente se baseia na atividade enzimática, sendo as β-

lactamases divididas em três grupos: O grupo 1, pertence às cefalosporinases, classificadas na 

classe molecular C; O grupo 2, é formado pelas enzimas pertencentes ao grupo A e D de 



P á g i n a  | 9 

 

 

 

Ambler e; O grupo 3, é constituído pelas enzimas metalo-β-lactamases (MBLs) (BUSH & 

JACOBY, 2010). 

As β-lactamases de espectro estendido (ESBL) são enzimas que conferem resistência 

a várias classes de antibióticos, como cefalosporinas e penicilinas (NORDMANN e POIREL, 

2002; POIREL et al., 2007). As ESBLs destroem o anel β-lactâmico do antibiótico, 

inativando-o e conferindo assim a resistência (MARCH, 2013). O mecanismo responsável 

pela resistência à classe de antibióticos carbapenêmicos é a produção de carbapenemases, 

como metalo--lactamases (MBLs) e KPC. Os genes que codificam as enzimas β-lactamases 

encontram-se em constante mutação, em resposta à pressão seletiva exercida pelos 

antibióticos utilizados no controle de microrganismos produtores de diferentes β-lactamases. 

Contribuindo assim para uma fácil disseminação de cepas multirresistentes no ambiente 

nosocomial (NOYAL et al., 2009). Desta forma, a sua contenção é um grande desafio para os 

serviços de controle de infecção hospitalar, além de tudo, o uso indiscriminado de antibióticos 

de amplo espectro associado à transmissão horizontal entre os pacientes, aumentam as taxas 

de resistência bacteriana, o que acaba limitando a escolha das opções terapêuticas disponíveis 

(COTRIM, et al., 2012).  

 

2.5.1 Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC) 

A KPC tem a capacidade de inibir a ação de todos os antibióticos β-lactâmicos 

incluindo penicilinas, cefalosporinas, monobactâmicos e carbapenêmicos (imipenem, 

meropenem e ertapenem) (MAMMINA et al, 2012; SHANMUGAM, 2013). Ela é 

considerada a enzima clinicamente mais encontrada desse grupo, sendo codificada pelo gene 

blaKPC (NORDMANN et al, 2011) e foi isolada primeiramente em K. pneumoniae (YIGIT et 

al., 2001) na região da Carolina do Norte em 1996 (KITCHEL, 2009). Devido à grande 

capacidade de mobilidade deste gene codificador de carbapenemases, em virtude dos 

elementos transferíveis que codificam essa enzima, há uma maior disseminação da KPC, 

constituindo a sua contenção um grande desafio para os serviços de controle de infecção 

hospitalar (NORDMANN et al., 2009; RASMUSSEN, 2007). 

Embora o gene blaKPC tenha sido isolado primeiramente em K. pneumoniae (YIGIT et 

al., 2001) o mesmo já foi relatado em outros gêneros da família Enterobacteriaceae, como 

Escherichia coli, Serratia spp, Enterobacter spp, Citrobacter freundii, Salmonella spp, 

Pseudomonas aeruginosa, Proteus Mirabili e Raoultella spp. (WENDT et al, 2010; CHEN et 

al, 2011; SHANMUGAM et al, 2013).  
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Dezesseis variantes do gene KPC já foram descritos e classificados em ordem 

numérica sequencial de blaKPC2 a blaKPC17 (WANG et. al., 2014,), sendo KPC-2 e KPC-3 as 

mais  frequentes e têm sido relatadas e associadas com surtos epidêmicos em várias regiões 

pelo mundo, inclusive no Brasil (CUZON, et al., 2010; NAAS, et al., 2009; MONTEIRO et 

al., 2009; NORDMANN et. al. 2009).   

No Brasil, o primeiro relato de cepas de K. pneumoniae produtoras da KPC-2 foi em 

2006, isoladas de quatro pacientes hospitalizados em uma UTI de Recife (MONTEIRO et al., 

2009). Um mês depois, foi publicado outro relato da KPC-2 encontrada em seis isolados de K. 

pneumoniae em dois hospitais do Rio de Janeiro (PEIRANO et al., 2009). Desde então, vários 

relatos da KPC surgiram nos estados brasileiros. No estado do Mato Grosso do Sul o primeiro 

relato de K. pneumoniae produtoras da KPC, foi em 2010 (CHANG et al., 2013). 

Os genes relacionados à KPC estão frequentemente inseridos em uma estrutura 

genética móvel, o transposon Tn4401, o qual pode carrear vários genes relacionados à 

resistência, entre eles os que codificam para as enzimas da classe A (NMC, IMI, SME, GES e 

KPC) (NAAS et al., 2008), Classe B (NDM-1, VIM, IMP, GIM, e SIM) (YONG et al., 2009) 

e Classe D (OXA) (QUEENAN , 2007).    

O transposon Tn4401 pertence à família Tn3 e serve como suporte genético para o 

gene blaKPC. Ele têm 10kb em tamanho e apresenta, além do gene blaKPC, duas sequências de 

repetição invertidas (IRR e IRL), o gene da transposase, proteína que catalisa o movimento da 

estrutura para outra região no genoma. O gene da resolvase, que é o repressor da transposase. 

Duas sequências invertidas, ISKpn6 e ISKpn7, com uma deleção de 100 a 200 bp que 

determina as variantes do transposon Tn4401(NAAS, 2008). A figura 4 representa o 

transposon Tn4401 e a origem da mobilização do gene blaKPC.  
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Figura 4. – Estrutura do transposon Tn4401* 
*Fonte: Adaptado de Naas, et al. 2008. 
 

Devido ao aparecimento de vários surtos relacionados à KPC, esta enzima tornou-se 

um mecanismo de resistência muito importante em relação às infecções hospitalares 

mundialmente. Devido à facilidade que o gene blaKPC pode ser transmitido por elementos 

transferíveis entre várias espécies da Família Enterobacteriaceae, torna imprescindível a 

pesquisa e identificação da KPC para a compreensão do curso de resistência aos 

carbapenêmicos em bactérias Gram-negativas, a fim de restringir sua disseminação e o uso de 

antibióticos β-lactâmicos em ambientes hospitalares (NORDMANN et al., 2011), 

contribuindo para a redução dos índices de morbidade e mortalidade dos pacientes infectados 

(DIENSTMANN, et al., 2010). 

Vários estudos já foram realizados relatando surtos de bactérias do gênero Serratia 

spp. produtoras de carbapenemase ao redor do mundo (MAHLEN, 2011; POLLETT et al., 

2014; PENA et al., 2014; LIN et al., 2016). Em um levantamento de vigilância realizado pelo 

European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC, 2014), espécies de S. 

marcescens eram responsáveis por 3,5% das pneumonias e 2,7% das infecções da corrente 

sanguínea adquiridas em UTI. No Brasil, relatos de S. marcescens multirresistentes ainda são 

escassos (RIBEIRO et al., 2013; GUIMARÃES et al., 2013; MARGARETE et al., 2015). E 

recentemente, no estado do Mato Grosso do Sul, foi descrito um surto de S. marcenses 

(SILVA et al., 2015). 
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           3. OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo Geral 

Realizar a caracterização fenotípica e molecular de cepas de S. marcescens produtoras 

de carbapenemase do tipo KPC isoladas de pacientes internados em um Hospital de Ensino 

em Dourados/MS, buscando contribuir para o monitoramento da ocorrência de cepas 

produtoras de KPC de interesse clínico. 

 

            3.2 Objetivos Específicos  

 

 Isolar cepas de S. marcescens produtoras de carbapenemase do tipo KPC em 

amostras clinicas; 

  Identificar cepas de S. marcescens produtoras de carbapenemase através do 

Teste modificado de Hodge; 

 Determinar o perfil de susceptibilidade aos antibióticos carbapenêmicos pelo 

teste de Concentração Inibitória Mínima (CIM); 

 Identificar a presença do gene blaKPC-2 através da técnica de Reação em 

Cadeia da Polimerase (PCR); 

 Determinar a eficiência da detecção de carbapenemases pelo Teste 

Modificado de Hodge, utilizando-se da detecção do gene blaKPC-2 pela PCR 

como comparativo. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

    4.1 Aprovação pelo Comitê de Ética em Pesquisa com Seres Humanos (CEP-

UFGD) 

Este estudo foi submetido e aprovado junto ao Comitê de Ética e Pesquisa em 

Humanos da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD), com o número do parecer 

130.754/2012 (Anexo A). 

 

4.2 Coleta e isolamento das cepas bacterianas 

As cepas bacterianas foram coletadas de outubro de 2011 a maio de 2012 e foram 

isoladas de pacientes internados em um Hospital de Ensino em Dourados/MS. 

Dados sobre a identificação bacteriana, coleta das amostras, ala de isolamento, 

amostra clínica e faixa etária dos pacientes foram coletados utilizando os registros do 

Laboratório de Análises Clínicas do hospital. 

 

4.3 Identificação das enterobactérias produtoras de carbapenemases 

 A identificação e o perfil de sensibilidade das cepas bacterianas foram determinados 

pelo sistema automatizado Vitek
®
2 (bioMérieux, Hazelwood, MO). As cepas que 

apresentaram resistência aos antibióticos carbapenêmicos, segundo recomendações do 

Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2015), foram incluídas no estudo e 

submetidas aos demais testes. 

 

4.4 Teste modificado de Hodge  

Todas as cepas de S. marcescens que apresentaram resistência aos carbapenêmicos 

foram submetidas ao teste modificado de Hodge, utilizando o antibiótico ertapenem 

(sensibilidade e especificidade de 90%). O teste modificado de Hodge foi realizado da 

seguinte forma: preparou-se uma suspensão de 0,5 da escala de McFarland de Eschericichia 

coli ATCC 25922 em solução salina 0,9% a qual foi inoculada em uma placa contendo ágar 

Mueller Hinton, com auxílio de um swab estéril. Foi colocado um disco de ertapenem (10 

ug/mL) no centro da placa.  Com o auxílio de uma alça de platina, estrias foram feitas em 

linha reta em direção do disco para as extremidades da placa, utilizando quatro cepas 

bacterianas para cada placa. As placas foram incubadas por 24 horas à temperatura de 36 °C, 

e então foram avaliadas as distorções nos halos de inibição. Foram utilizadas como cepas 
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padrão para o teste K. pneumoniae ATCC®BAA-1706 (como controle negativo) e K. 

pneumoniae ATCC®BAA-1705 (como controle positivo).  

 

4.5 Concentração Inibitória Mínima (CIM) 

A avaliação do perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos foi realizada através do 

teste de Concentração Inibitória Mínima (CIM), pela técnica de microdiluição em caldo 

Mueller-Hinton, seguindo as padronizações estabelecidas pelo CLSI (2015). As CIMs de 

antibióticos carbapenêmicos (imipenem, meropenem e ertapenem) foram testadas em 

diferentes faixas de concentração, variando entre 128 a 0,25 μg/mL. As cepas foram 

inoculadas em microplacas de 96 poços e incubadas a 36 °C por 24 horas. Após este período a 

CIM foi registrada como sendo a menor concentração em que o agente antimicrobiano inibiu 

completamente o crescimento do micro-organismo. 

 

          4.6 Detecção do gene blaKPC-2  

Para a etapa de caracterização molecular foram desenhados primers para a 

amplificação do gene blaKPC-2 com o auxílio do proGrama Vector NTI®11 (Invitrogen). Os 

isolados de S. marcescens foram semeados em ágar MacConkey e submetidos à extração de 

DNA utilizando QIAamp DNA minikit® (Qiagen) seguindo o protocolo do fabricante, sendo 

armazenado a -20 ºC.  

A avaliação da presença do gene blaKPC-2 foi realizada através da técnica de Reação 

em Cadeia da Polimerase (PCR), conforme descrito por Monteiro et al. (2009), com algumas 

modificações. As reações de PCR foram realizadas para o volume final de 50 μL, contendo 2 

U de DNA Taq polimerase, 50 pmol de cada primer, 200 μM de cada DNTP, 1 x tampão de 

reação, 1,5 mM MgCl2 e 10-50 ng de DNA. As reações de amplificação foram conduzidas em 

um termociclador (MyCicler Bio RAD) nas seguintes condições de ciclagem: desnaturação 

inicial a 94 °C por 5’, seguida de 35 ciclos com desnaturação a 95 °C por 45’’, anelamento a 

55 °C por 40’’, extensão a 72 °C por 40’’ e extensão final a 72 °C por 7’. 

Posteriormente, os produtos de PCR foram analisados em gel de agarose 1% corado 

com GelRed (Uniscience). O resultado foi observado sob luz ultravioleta, fotografado e o 

padrão de bandas observado. A Tabela 1 demonstra a sequência de primers utilizados para 

amplificar o gene blaKPC-2. 

A presença do gene blaKPC-2 foi confirmada pelo sequenciamento, utilizando primers 

específicos (SILVA et al., 2015). 
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Em três cepas isoladas de S. marcescens foi realizada a PCR para a detecção de 

outros dois genes (blaSHV e blaTEM). 

 

Tabela 1. Sequência de primers utilizados para amplificação do gene blaKPC-2. 

Primer Sequência 

blaKPC-2 Forward 5’ TCTGGACCGCTGGGAGCTGG 3´ 

blaKPC-2 Reverse 5’ TGCCCGTTGACGCCCAATCC 3´ 
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5. RESULTADOS 

 

5.1 Identificação bacteriana 

No período de outubro de 2011 a maio de 2012, 139 cepas de enterobactérias com 

perfil resistente ou intermediário a cefalosporinas de terceira geração foram isoladas de 

pacientes internados em um Hospital de Ensino em Dourados/MS. Dentre os isolados, 27 

(20%) foram identificadas como S. marcescens, sendo provenientes de diferentes amostras 

clínicas. As fontes de infecções que obtiveram maior número de cepas isoladas foram 

secreção traqueal (37%), seguido de urocultura (25,92%), hemocultura (11,11%), amostras de 

swab retal, swab nasal e úlcera de decúbito (7,40%) e ponta de cateter (3,70%). Dos 27 

isolados 19 (70,3%) foram considerados patógenos de infecção e 8 (29,7%) foram 

considerados colonizações. Esse resultado pode ser observado na Tabela 2. 

 

Tabela 2. – Amostras clínicas das quais as cepas de Serratia marcescens foram isoladas. 

Amostras Clínicas Número de Isolados (%) Infecção Colonização 

Secreção traqueal 10 (37 %) 9 1 

Urocultura 7 (25,92 %) 7 - 

Hemocultura 3 (11,11 %) 3 - 

Swab retal 2 (7,40 %) - 2 

Swab nasal 2 (7,40 %) - 2 

Úlcera de decúbito 2 (7,40 %) - 2 

Ponta de cateter 1 (3,70 %) - 1 

Total 27 (100 %) 19 (70,3%) 8 (29,7%) 

 

As cepas foram recuperadas de 19 pacientes, onde 13 (68,42%) pacientes eram do 

sexo masculino e 6 (31,58%) do sexo feminino. A prevalência de S. marcescens foi maior em 

pacientes com faixa etária acima dos 60 anos (47,36%) e na faixa etária entre 0-15 anos (21%) 

conforme pode ser observado na Figura 5. Todos os pacientes estavam hospitalizados em 

diferentes Unidades de Terapia Intensiva (UTIs) incluindo 15 (79%) internados em UTI 

adulta, 2 (10,5%) na UTI neonatal e 2 (10,5%) em UTI pediátrica.  
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Figura 5. – Número de pacientes com cepas de S. marcescens produtoras de carbapenemase 

distribuídas por grupos segundo faixas etárias de pacientes internados em um Hospital de Ensino em 

Dourados/MS. 

5.2 Teste modificado de Hodge 

No teste modificado de Hodge, das 27 cepas de S. marcescens, 26 (96%) obtiveram 

resultado positivo, indicando que as cepas são possivelmente produtoras de carbapenemases. 

A Figura 5 apresenta o resultado do teste modificado de Hodge de quatro cepas de S. 

marcescens, sendo que uma delas apresentou resultado negativo. 
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Figura 6. – Teste modificado de Hodge utilizando o antibiótico ertapenem (10 µg/ml). Testes 

positivos (S3, S6 e S7), teste negativo (S2). 

 

5.3 Concentração Inibitória Mínima 

A avaliação do perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos foi realizada, seguindo 

as padronizações estabelecidas pela CLSI (2015), conforme a tabela 3.  

 

Tabela 3. Critérios utilizados para interpretação da CIM (µg/mL) como sensível, intermediário ou 

resistente, respectivamente, recomendados pelo CLSI (2015).   

Agentes Carbapenêmicos Interpretação da CIM (µg/mL) 

Sensível                  Intermediário                 Resistente 

Ertapenem (ERT) <0,5 1 ≥2 

Imipenem (IPM) <1 2 ≥4 

Meropenem (MER) <1 2 ≥4 

 

Os três agentes microbianos testados demonstraram diferente efetividade entre si. A 

tabela 4 apresenta a variação na efetividade destes carbapenêmicos obtida a partir dos 

resultados da CIM. 
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Tabela 4. Variação da efetividade dos carbapenêmicos no teste de Concentração Inibitória 

Mínima (CIM) e resultados obtidos no Teste Modificado de Hodge e na Avaliação da presença do 

gene blaKPC-2. 

 

Paciente 

Paciente 

Cepa 

Cepa 

nº 

MIC (µg/ml) do carbapenem  

TMH 

 

 

blaKPC-2 

 nº 

 

IPM MEM ETP 

1 3365 64 128 64 + + 

2 4063 64 64 64 + + 

2 4093 64 64 64 + + 

3 5474 8 8 16 + + 

4 7804 32 32 32 + + 

5 137 16 8 16 + + 

5 2918 16 16 16 + + 

5 3011 4 8 16 + + 

6 2459 8 8 16 + + 

6 3927 16 16 6 + + 

7 2865 16 32 16 + – 

8 4168 4 8 32 + + 

9 4930 32 32 32 + – 

10 5049 2 4 32 + + 

11 2170 8 32 32 + + 

12 2685 8 16 32 + + 

13 2983 16 64 64 + – 

13 5230 16 8 32 + + 

13 7426 32 128 64 + + 

14 3081 16 64 64 –  + 

14 44 16 64 16 + + 

15 4093 32 64 64 + + 

15 1517 4 64 32 + + 

16 933 2 8 4 + + 

17 2886 4 4 64 + + 

18 3258 32 128 32 + + 

19 3567 16 64 16 + + 

      IPM, imipenem; MEM, meropenem; ETP, ertapenem. 

                                 TMH, teste modificado de Hodge. 

       

No teste da CIM, a maioria das cepas de S. marcescens foram resistentes frente aos 

antibióticos ertapenem, imipenem e meropenem com 100%, 92,6% e 100% de resistência, 

respectivamente, conforme pode ser avaliado na Tabela 5. 
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Tabela 5. Resultado do perfil de susceptibilidade das amostras de S. marcescens produtoras de carbapenemase 

frente aos antibióticos ertapenem, meropenem e imipenem. 

Sensibilidade das amostras 

n (%) 

 

Agentes Carbapenêmicos 

Ertapenem            Imipenem              Meropenem 

     

           

 

Resistentes 

 

27 (100%) 

 

25 (92,6%) 

 

27 (100%) 

Intermediários - 2 (7,4%) - 

Sensíveis - - - 

Total 27 27 27 

 

5.4 Avaliação da presença do gene blaKPC-2 

Dentre os 27 isolados de S. marcescens, que foram submetidos a técnica da PCR, 24 

cepas (88,88%) apresentaram resultado positivo para a presença do gene blaKPC-2 e 3 (11,12%) 

apresentaram resultado negativo. Estes resultados indicam que 11,12% das cepas de S. 

marcescens, apresentam perfil de resistência a carbapenêmicos no teste modificado de Hodge 

e CIM, no entanto, não eram produtores da KPC, indicando a presença de outro possível 

mecanismo de resistência. Com estas três cepas negativas foi realizada a PCR para a detecção 

de outros dois genes (blaSHV e blaTEM), onde 2 apresentaram resultado positivo para o gene 

blaSHV e 1 isolado apresentou resultado positivo para a presença do gene blaTEM. A Figura 6, 

demonstra o resultado do PCR de 5 cepas de S. marcescens avaliadas neste estudo.  

 

Figura 7. – Eletroforese em gel de agarose 1% corado com GelRed (Uniscience) do resultado da amplificação 

por PCR do gene blaKPC-2 em cepas de S. marcescens Colunas 1, 2, 3, 5 cepas de S. marcescens com resultado 

positivo; Coluna 4, cepa de S. marcescens com resultado negativo. Coluna M, marcador de peso molecular 

Ladder 100 pb (sigma); coluna CP, controle positivo da reação; coluna CN, controle negativo da reação. A seta 

indica o produto amplificado de 399 pb referente ao gene blaKPC-2. 

399 pb 



P á g i n a  | 21 

 

 

 

6. DISCUSSÃO 

 

As infecções hospitalares causadas por bactérias multirresistentes são um grande 

desafio para a saúde pública, devido ao aumento das taxas de mortalidade e morbidade dos 

pacientes, tempos de internação prolongados e aumento de gastos para o sistema de saúde 

(NORDMANN et al., 2012). Dentre esses microrganismos destaca-se a S. marcescens, sendo 

esta considerada emergente em infecções hospitalares em todo o mundo (POLLETT et al., 

2014; PENA et al., 2014), devido suas propriedades invasoras e sua capacidade de apresentar 

resistência intrínseca a diversos antibióticos. Assim, a identificação de mecanismos de 

resistência em S. marcescens é considerado fundamental (VASCONCELOS et al., 2006). 

Diante disso, neste estudo propôs-se a avaliação de cepas de S. marcescens produtoras de 

carbapenamase do tipo Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC) isoladas de pacientes 

internados em um Hospital de Ensino em Dourados/MS. Durante o período de 8 meses foram 

identificadas 27 cepas de S. marcescens, sendo que 24 destas cepas (88,88%) foram 

identificadas como produtoras de KPC.  

A prevalência de S. marcescens foi maior em indivíduos com faixa etária acima dos 

60 anos (47,36%), em um estudo realizado por Alves et al. (2013), foi observado que 50% dos 

pacientes se encontravam na faixa etária de 51 a 71 anos. Já no estudo de Kim et al. (2015) 

47% dos pacientes apresentava faixa etária acima dos 65 anos. Provavelmente o índice foi 

maior em pacientes idosos devido à deficiência imunológica e a presença de outras 

enfermidades apresentadas por estes pacientes (NIELSSON, et al., 2014)  

Foi observado que as amostras clínicas com mais isolados de S. marcescens foram a 

secreção traqueal (37%) seguido da urocultura (25,92%), esta última causada provavelmente 

pelo uso de cateteres urinários (PELEG, et al., 2010). Estes resultados concordam com um 

estudo anterior realizado por Kim et al. (2015), o qual relatou que as principais portas de 

infecções causadas por S. marcescens foram pelo trato respiratório inferior (50%), seguido 

pelo trato urinário (20.4%). Dentre os 27 isolados, 19 (70,3%) foram considerados patógenos 

de infecção e 8 (29,7%) foram considerados colonizações, esse alto índice de infecção está 

relacionado a alta virulência e poder de invação do microrganismo estudado (MAHLEN, 

2011).  

Para analisar os mecanismos de resistência antimicrobiana, testes fenotípicos e 

moleculares foram realizados. Neste trabalho, o teste modificado de Hodge foi utilizado para 

avaliar se a sensibilidade reduzida aos carbapenêmicos detectada pelo teste de triagem era 
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causada pela produção de carbapenemases. É importante salientar que o teste modificado de 

Hodge é um teste fenotípico com sensibilidade e especificidade de 90% e detecta 

carbapenemases em geral, não sendo específico para KPC (NORDMANN et al, 2012; 

BARTH & RIBEIRO, 2012).O teste modificado de Hodge (TMH) apresenta uma fácil 

execução, porém o resultado demanda de 24 a 48 horas. Enterobactérias produtoras de ß-

lactamases do tipo ESBL associados à perda ou expressão reduzida de porina ou hiper-

expressão de bombas de efluxo podem apresentar resultados falso-positivos no TMH e 

também a detecção de carbapenamases do tipo NDM é considerada fraca por este método 

(PELEG, et al., 2010; NORDMANN et al, 2012). Neste estudo, dos 27 isolados de S. 

marcescens, 26 (96%) obtiveram resultado positivo, indicando assim a possível produção de 

carbapenemases. No único isolado que não foi considerado possível produtor de 

carbapenemase foi identificada a presença do gene blaKPC-2, indicando que o gene codificador 

para KPC não estava sendo expresso durante a realização do TMH. Mesmo com um resultado 

positivo no TMH, torna-se necessário a realização de técnicas moleculares para confirmar a 

presença do gene de resistência. Desta forma, o TMH pode ser utilizado apenas na triagem da 

detecção da atividade de carbapenamases, sendo útil como uma das etapas iniciais de controle 

de surtos causados por microrganismos produtores de carbapenemases (NORDMANN et al, 

2012).  

Todas as cepas avaliadas foram resistentes ao ertapenem e ao meropenem, e 92,6% 

das cepas foram resistentes para o imipenem. Esses resultados foram semelhantes aos 

apresentados por Zhou et al. (2013), que descreveram 95,2% de resistência ao ertapenem e 

90,4% imipenem, diferindo apenas no meropenem, com 66,7% de resistência.  

Para a determinação da presença do gene de resistência blaKPC-2, foi utilizado a 

técnica da PCR que é considerada padrão ouro para a identificação e diferenciação de 

carbapenemases, devido a sua excelente sensibilidade e especificidade, tendo como principal 

desvantagem o alto custo e a necessidade de profissionais treinados para sua realização. 

(NORDMANN, et al. 2012).   

Através da PCR foi possível identificar que, 88,88% das cepas avaliadas foram 

positivas para a presença do gene blaKPC-2, evidenciando a alta prevalência de S. marcescens 

produtoras da KPC em um Hospital de Ensino de Dourados/MS. Ao todo, 3 (11,12%) cepas 

de S. marcescens apresentaram perfil de resistência aos carbapenêmicos no TMH e CIM, mas 

obtiveram resultados negativo para o gene blaKPC-2. Este dado indica que outros fatores de 

resistência a carbapenêmicos podem estar presentes nestas cepas, considerando que bactérias 
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da Família Enterobacteriaceae podem apresentar diferentes mecanismos de resistência, como 

perda ou expressão reduzida de porinas e hiper-expressão de bombas de efluxos, bem como a 

presença de outras enzimas β-lactamases nessas cepas como, IMP, VIM, NDM, GES, SME, 

TEM, OXA, ESBL e AmpC (COTRIM, et al., 2012; PELEG, et al., 2010). Assim, outros 

estudos poderão ser conduzidos nessas cepas para a identificação de outras β-lactamases e a 

identificação de outros mecanismos de resistência. 

Já foram descritos vários estudos reportando a presença da KPC em enterobactérias no 

Brasil (BIBERG et al. 2015; AREND et al. 2015; FREIRE et al. 2015; MELO et al. 2014; 

TAVARES et al. 2015; ANDRADE et al. 2011; SILVA et al., 2016). No entanto, relatos de S. 

marcescens multirresistentes no Brasil ainda são escassos (RIBEIRO, et al., 2013; 

GUIMARÃES et al., 2013; MARGARETE et al., 2015). Recentemente um estudo realizado 

no Brasil descreveu um surto de S. marcenses co-produtoras de IMP-10 e KPC (SILVA et al., 

2015).  Considerando o número crescente de cepas multirresistentes relacionadas a infecções 

hospitalares sendo relatado em todo o país, nosso estudo mostra-se relevante, pois indica a 

emergência de cepas S. marcescens resistentes produtoras de carbapenemase em um Hospital 

de Ensino em Dourados/MS, indicando a importância da criação de medidas de controle e 

prevenção da disseminação das mesmas no ambiente hospitalar.  
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7. CONCLUSÃO 

 

Os resultados evidenciam a presença de cepas de S. marcescens produtoras da KPC 

em um Hospital de Ensino em Dourados/MS, indicando que medidas de controle e prevenção 

da disseminação de cepas multirresistente no ambiente nosocomial devem ser aprimoradas, 

uma vez que ha poucas opções terapêuticas disponíveis para esta espécie bacteriana, o que 

culmina com altas taxas de mortalidade dos pacientes infectados. Os resultados obtidos com 

esta pesquisa darão subsídio para ações de vigilância em saúde, além de informações úteis 

para a melhoria dos serviços de controle de infecção hospitalar. 
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9. ANEXOS 

Anexo 1 - Parecer do Comitê de Ética e Pesquisa 
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