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RESUMO 

 

A pandemia do SARS-CoV-2 trouxe consigo várias problemáticas relacionadas a 

internação de pacientes em hospitais, pois muitos pacientes são colonizados e desenvolvem 

coinfecções por bactérias gram-negativas, que podem ou não estar relacionadas a cepas clonais. 

Este estudo investigou a presença dos principais genes e enzimas de resistência aos antibióticos 

betalactâmicos, bem como a relação clonal entre os isolados clínicos da ordem 

Enterobacterales, obtidos de pacientes com e sem covid-19 em um hospital no nordeste 

brasileiro, entre 2021 e 2022. Foram analisados 45 isolados clínicos resistentes aos 

carbapenêmicos. O DNA dos isolados foi extraído e submetido a PCR e sequenciamento de 

amplicons (blaNDM). Dentre os isolados clínicos as espécies mais frequentemente isoladas 

foram Klebsiella pneumoniae, Serratia marcescens e Proteus mirabilis. Ocorreu a detecção de 

blaNDM (46,66%), blaKPC (35,55%) e a copresença de blaKPC e blaNDM (17.79%). A tipagem pela 

ERIC-PCR mostrou disseminação multiclonal e alta variabilidade genética nos isolados. O 

principal gene de resistência detectado foi o blaNDM, com presença de variantes dos blaNDM-5 e 

blaNDM-7, sendo o primeiro relato de blaNDM-5, em cepas de P. mirabilis e do complexo E. 

cloacae nas Américas e fora da Ásia respectivamente. Portanto, nesse estudo foram descritas 

várias espécies de Enterobacterales, resistentes aos carbapenêmicos, colonizando e como 

agentes de infecções em pacientes com ou sem covid-19, predominando a K. pneumoniae. 

Destaca-se que houve mais detecções de blaNDM em relação ao blaKPC, o que mostra um aumento 

da disseminação e de mutações do gene blaNDM em Enterobacterales em Recife-PE, Brasil, 

como também novas variantes desse gene, nunca detectadas no continente americano. 

Palavras-chaves: Células Clonais; covid-19; Hospital; Genes MDR; blaNDM. 



 

ABSTRACT 

 

The SARS-CoV-2 pandemic brought with it several problems related to the 

hospitalization of patients, as many patients are colonized and develop co-infections by gram- 

negative bacteria, which may or may not be related to clonal strains. This study investigated the 

presence of the main beta-lactam antibiotic resistance genes and enzymes, as well as the clonal 

relationship between clinical isolates of the Enterobacterales order, obtained from patients with 

and without covid-19 in a hospital in northeastern Brazil, between 2021 and 2022. 45 clinical 

isolates resistant to carbapenems were analyzed. The DNA of the isolates was extracted and 

subjected to PCR and amplicon sequencing (blaNDM). Among the clinical isolates, the most 

frequently isolated species were Klebsiella pneumoniae, Serratia marcescens and Proteus 

mirabilis. There was detection of blaNDM (46.66%), blaKPC (35.55%) and both (17.79%) 

(17.79%). Typing by ERIC-PCR showed multiclonal dissemination and high genetic variability 

in the isolates. The main resistance gene detected was blaNDM, with the presence of variants of 

blaNDM-5 and blaNDM-7, being the first report of blaNDM-5 in strains of P. mirabilis and the E. 

cloacae complex in the Americas and outside Asia respectively.Therefore, in this study, several 

species of Enterobacterales were described, resistant to carbapenems, colonizing and as agents 

of infections in patients with or without covid-19, predominantly K. pneumoniae. It is 

noteworthy that there were more detections of blaNDM compared to blaKPC, which shows an 

increase in the dissemination and mutations of the blaNDM gene in Enterobacterales in Recife- 

PE, Brazil, as well as new variants of this gene, which until now have never been detected on 

the American continent. 

Keywords: Clone Cells; covid-19; Hospital; Genes, MDR; blaNDM. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

As espécies da ordem Enterobacterales estão comumente associadas a surtos em 

pacientes internados em ambientes hospitalares, causando infecções pulmonares, 

sanguíneas, urinárias, de feridas ou ainda relacionadas a choques sépticos (YI e KIM, 2021; 

OMBELET et al., 2022). A pandemia de covid-19 resultou em colapso e superlotação de 

hospitais, o que possibilitou a transmissão de cepas multidrogarresistentes (MDR) e o 

agravo dos quadros nas redes de saúde pública e privada mundialmente, levando milhões 

de indivíduos a óbito (LAI et al., 2021; CANTÓN et al., 2020; MACEDO et al., 2022; 

COSTA et al., 2022). 

A resistência aos carbapenêmicos é uma das principais problemáticas enfrentadas no 

ambiente hospitalar, visto que estes são opções de última escolha. Tais antimicrobianos 

funcionam como uma reserva estratégica de fármacos para o tratamento de infecções por 

bactérias gram-negativas. No entanto, devido ao uso indiscriminado no mundo, surgiram 

uma ampla gama de enzimas de resistência carbapenemases, comumente encontradas nos 

gêneros: Klebsiella, Proteus, Providencia, Pseudomonas e Escherichia. Dentre as 

carbapenemases, destacam-se a Klebsiella pneumoniae Carbapenemase (KPC) e a New 

Delhi metallobetalactamase (NDM), que conferem resistência a todos os betalactâmicos, 

ressaltando que a NDM não degrada os monobactâmicos (HAJI et al., 2021; SILVEIRA et 

al., 2021; COSTA et al., 2022). 

A alta variabilidade genética da ordem Enterobacterales, gerada por mutação e 

recombinação, possibilita uma maior capacidade adaptativa. Mundialmente, foram 

observadas altas taxas de variabilidade em cepas associadas a presença de genes para 

carbapenemases, de diferentes sítios infecciosos (MAHMOUD et al., 2020; GHOSH et al., 

2022; KUNDU et al., 2022). Diversas técnicas são utilizadas para determinar essa 

variabilidade genética bacteriana. Dentre elas, a técnica de “enterobacterial repetitive 

intergenic consensus-PCR” (ERIC-PCR), que determina o perfil genético e a relação clonal 

dos isolados bacterianos (DUAN et al., 2009). No Brasil, alguns estudos identificaram uma 

alta variabilidade genética de diferentes espécies de Enterobacteriales, principalmente em 

Klebsiella pneumoniae, seguido de Proteus mirabilis (FIRMO et al., 2020; OLIVEIRA et 

al., 2020; BELTRÃO et al., 2022). 

Diante das altas taxas de cepas MDRs associadas a resistência aos carbapenêmicos, 

agravadas durante a pandemia de covid-19, esse trabalho teve como onjetivo investigar e 
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comparar a presença dos principais genes e enzimas de resistência aos carbapenêmicos, bem 

como a relação clonal entre os isolados clínicos da ordem Enterobacterales, provenientes 

de colonização e infecção em pacientes com e sem covid-19, de um hospital público no 

nordeste brasileiro entre 2021 e 2022. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 SARS-CoV-2 

O primeiro coronavírus descrito que teve características pandêmicas foi o SARS (severe 

acute respiratory syndrome) que causava a síndrome respiratória aguda grave descrito 

primeiramente em 2002 este vírus atingiu 29 países, revelando uma propensão para rápida 

disseminação. As autoridades de saúde demoraram um tempo até que medidas severas fossem 

tomadas para que seu espalhamento fosse contido, em 2012 foi isolado o MERS-CoV (Middle 

East respiratory syndrome coronavírus) proveniente de animais (BÁEZ-SANTOS; JOHN; 

MESECAR., 2015). 

Em dezembro de 2019 foi isolado em Wuhan na China continental, uma nova estirpe 

que recebeu o nome de SARS-CoV-2. Em janeiro do ano seguinte já se sabia a sequência do 

novo coronavírus, no final do mesmo mês diversos países, já haviam relatado o isolamento do 

SARS-CoV-2, quando a Organização Mundial de Saúde (OMS) declarou que a epidemia se 

tratava de uma emergência internacional (LANA et al., 2020). Declarando como pandemia em 

11 de março de 2020 (OMS, 2020). O SARS-CoV-2 é pertencente à família Coronaviridae, ao 

gênero Betacoronavirus e ao subgênero Sarbecovirus, corresponde ao sétimo coronavírus 

humano descrito (KHALIL; KHALIL, 2020). 

A ocorrência de infecções respiratórias em pacientes com covid-19, em um hospital 

universitário da Alemanha foi majoritariamente causada por Enterobacterales, com destaque 

para a Klebsiella spp. (ROTHE et al., 2021). Farfour et al. (2020), descreveram que a presença 

de cepas de Escherichia coli, em um hospital francês, portadoras dos genes blaNDM e blaCTX-M- 

15, em pacientes que estavam com covid-19 positivos por PCR, demonstrou as dificuldades 

adicionais no manejo dos pacientes coinfectados. Lai et al. (2021) em um estudo na China 

descreveram o acréscimo em todos os grupos de antibióticos utilizados de modo profilático ou 

de tratamento para pacientes com covid-19, observando ainda a presença de variadas 

carbapenemases. Na Itália em um estudo realizado por Grasselli et al. (2021), em que se avaliou 

a evolução de pacientes com pneumonia por SARS-CoV-2, foi relatado uma coinfecção 

decorrente de Enterobacterales em 238/389 pacientes, correlacionando níveis de resistência aos 

carbapenêmicos com a presença de carbapenemases. 

Em pacientes com covid-19, no Canadá, que necessitaram de ventilação mecânica ou 

Oxigenação por membrana extracorpórea, foi verificada a presença de bactérias gram-negativas 

causando infecções MDR (TAN et al., 2022). Na Guiana Francesa foi registrado o acréscimo 
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de cepas de Enterobacterales isoladas em Unidades de Terapia Intensiva (UTI) (NGOULA et 

al., 2022), na Espanha, foram descritas cepas portadoras dos genes blaVIM, blaKPC e blaOXA-48, 

de pacientes internados (PINTADO et al., 2021). No Brasil há relatos que demonstram a 

produção de carbapenemases por cepas oriundas de pacientes com diagnóstico de covid-19, 

além de apresentar um aumento substancial na quantidade de isolados portadores de blaNDM, 

após a pandemia (MONTEIRO et al., 2022), demonstrando a severidade e as novas 

complicações para o desfecho do tratamento clínico de pacientes com covid-19 e sem, visto que 

a de antibióticos de modo profilático, pode acabar por aumentar a pressão seletiva dentro dos 

ambientes hospitalares. 

2.2 ENTEROBACTERALES 

 

A ordem Enterobacterales é composta por um grupo grande e diversificado de 

bastonetes Gram-negativos, anaeróbios facultativos e não formadores de esporos, sendo 

constituída de sete clados: Enterobacter-Escherichia, Erwinia-Pantoea, Pectobacterium- 

Dickeya, Hafnia-Edwardsiella, Proteus-Xenorhabdus, Yersinia-Serratia, Budvicia (ADEOLU 

et al., 2016), que se subdividem em espécies, estas podem estar envolvidas em Infecções 

Relacionadas à Assistência à Saúde (IRAS), causando infecções nos mais variados sítios. As 

principais Enterobacterales envolvidas em IRAS são as espécies de Escherichia, Klebsiella, 

Proteus, Providencia, Serratia e Enterobacter, patógenos originários da microbiota intestinal, 

estando presentes também nas unidades hospitalares (PARAJULI et al., 2017, ZILBERBERG 

et al., 2017). 

Diante da atual taxa de resistência bacteriana aos antimicrobianos (GLAS, 2022; 

ANVISA, 2022), a infecção causada por estes microrganismos pode aumentar a morbidade em 

especial para pacientes com Síndrome da Respiração Aguda Grave (SRAG), levando a 

necessidade de fármacos cada vez mais específicos que eliminem os patógenos o mais 

brevemente possível (BARDI et al., 2021). Contudo se, por um lado se têm diversos antibióticos 

com variados mecanismos de ação, por outro as bactérias possuem diversos mecanismos de 

inibição dos princípios ativos, tais como: enzimas, bombas de efluxo, perca de porinas entre 

outros, podendo ocorrer a transmissão horizontal dos genes que carreiam. (NORDMANN; 

POIREL, 2020; LEPE; MARTINEZ, 2020). 

A transmissibilidade dos genes de resistência aos antimicrobianos pode se dar de três 

diferentes formas: pela transdução, conjugação e transformação todos esses mecanismos podem 
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ser utilizados para que diferentes espécies transmitam os diferentes genes envolvidos na 

resistência bacteriana (KONEMAN et al., 2017). 

Garcia-Vidal et al (2020) definiram coinfecções e superinfecções com relação ao 

momento de diagnóstico, onde aqueles que foram admitidos e nas primeiras 24h após a 

admissão por covid-19, e diagnosticados com infecções foram categorizados em coinfecções. 

Já aqueles que após 48h receberam diagnóstico, foram categorizados como superinfecções 

adquiridas no hospital, afirmam que as coinfecções aumentam substancialmente os níveis de 

morbi-mortalidade no ambiente hospitalar e que são quadros comuns em outras viroses 

respiratórias. Predominantemente os quadros de coinfecção bacteriana tem como principal 

agente da ordem Enterobacterales a K. pneumoniae, mas também são reportados isolados de 

Proteus spp., Enterobacter spp. e Citrobacter spp., já quanto a resistência a antimicrobianos os 

isolados de E. coli foram os que mais frequentemente eram MDR (MIRZAEI et al., 2020; 

HOQUE et al., 2021). 

A presença de espécies bacterianas da ordem Enterobacterales foi previamente descrita 

em pacientes com diagnóstico de covid-19 e Pneumonia Associada a Ventilação Mecânica 

(PAV) e/ou infecção da corrente sanguínea e/ou infecção da corrente sanguínea relacionada à 

cateter e/ou pneumonia adquirida no hospital a presença das espécies bacterianas da ordem 

Enterobacterales, sendo identificadas espécies de Klebsiella spp e Escherichia coli 

(GRASSELLI et al., 2021; TAN et al., 2022; NGOULA et al., 2022). Foram identificadas cepas 

bacterianas em pacientes com covid-19 que foram admitidos em UTIs. As cepas mais comuns 

foram K. pneumoniae, K. aerogenes, K. oxytoca, E. coli, Serratia marcescens, Hafnia alvei, 

Citrobacter freundii, C. farmeri C. braakii e Enterobacter cloacae (MARIN-CORRAL et al., 

2021; PINTADO et al., 2021; MONTEIRO et al., 2022). 

2.3 KLEBSIELLA SPP. 

O gênero Klebsiella foi descrito pela primeira vez no século 19 por Edwin Klebs, um 

microbiologista alemão, que o descreveu como bacilo de Friedlander, conhecido por causar 

uma grave pneumonia, por vezes fatais. As bactérias do gênero Klebsiella são conhecidas por 

serem patógenos oportunistas, que aderem facilmente a mucosa do trato respiratório e que 

acometem pacientes imunossuprimidos ou em internação hospitalar. Atualmente são 

conhecidas seis espécies: K. pneumoniae, K. oxytoca, K. granulomatis, K. variicola, K. 

quasipneumoniae e K. michiganensis. A espécie K. pneumoniae compreende as subespécies: 
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pneumoniae, ozaenae e rhinoscleromatis; enquanto K. quasipneumoniae compreende as 

subespécies: quasipneumoniae e similipneumoniae (KONEMAN et al., 2017; LPSN, 2019). 

A principal representante deste gênero é a K. pneumoniae, (Figura 1) tida como 

patógeno oportunista e segundo a Boletim número 25 da ANVISA sobre segurança do paciente 

e qualidade dos serviços de saúde (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2021) o principal patógeno da 

ordem Enterobacterales multirresistente é a K. pneumoniae, sendo ainda o principal patógeno 

isolado nas UTIs dos hospitais do Brasil chegando a índices de multirresistência de 60%. 

Figura 1: Klebsiella pneumoniae crescida em ágar Eosina Azul de Metileno (EMB). 
 

Fonte: Autor 

Dois diferentes isolados de Klebsiella pneuminiae pacientes distintos, os dois 

isolados são procedentes de secreção traqueal. 

 

 

Em humanos, K. pneumoniae normalmente coloniza as superfícies mucosas da 

orofaringe e do trato gastrointestinal, cerca de 38% dos indivíduos transportam essa bactéria 

nas fezes e de 1% a 6% na nasofaringe (KONEMAN et al., 2017), a prevalência de isolamento 

pode chegar a ocorrer em 20% dos pacientes hospitalizados. Nos pacientes com infecções 

decorrentes de K. pneumoniae 49% dos isolados são provenientes da própria microbiota 

(GORRIE et al., 2017). No ambiente hospitalar, estão envolvidas em casos de PAV ( 

CAVALCANTI et al., 2019; CABRAL et al., 2012), choque séptico (ZHANG et al., 2018), 

diarreia (SHAHUNJA et al., 2020), infecções de corrente sanguínea (PROTONOTARIOU et 

al., 2018; CAVALCANTI et al., 2019; IMAI et al., 2019 PICCIRILLI et al., 2020), sepse 

neonatal (DING et al., 2019; MUKHERJEE et al., 2021), infecções do trato urinário (ITU) 

(CABRAL et al., 2012; MAZZARIOL et al., 2017; KESHI 2019;) e infecções de pele, feridas 
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e tecidos moles (CABRAL et al., 2012; CAVALCANTI et al., 2019; BAVISKAR et al., 2019). 

Como patógeno oportunista, são um problema entre neonatos, idosos e indivíduos 

imunocomprometidos hospitalizados e que apresentam sérias doenças de base, como diabetes 

mellitus e doença pulmonar obstrutiva crônica (KONEMAN et al., 2017). 

As espécies de Klebsiella são constantemente associadas a IRAS e junto de tal fato 

constituem uma severa preocupação para a saúde pública, pois estão associadas a níveis 

elevados de morbimortalidade, em especial pneumonias e septicemias (KONEMAM et al., 

2017). Em um estudo realizado por Borer et al. (2015) foi descrita uma taxa atribuível de 

mortalidade para infecções causadas por K. pneumoniae em 50% dos pacientes acometidos. A 

elevada taxa de resistência e a dificuldade em controlar a disseminação no ambiente hospitalar 

é em parte devida à facilidade de transmissão de genes carreados em plasmídeos (TRABULSI 

et al., 2015; LIU et al., 2018). 

Os principais genes de resistência aos betalactâmicos isolados por Oliveira et al. (2019) 

em cepas de K. pneumoniae em um hospital em Recife-PE foram blaKPC (88,8%) e blaNDM 

(59,2%), porém outros trabalhos (SPYROPOULOU et al., 2015; FIRMO et al. 2020; FLORES 

et al., 2020) também descrevem outras enzimas envolvidas nos casos de infecção ou em 

colonização por Klebsiella como GES, VIM, IMP e OXA-48, chegando a delinear a 

coocorrência de duas ou mais enzimas identificadas em uma única cepa bacteriana, 

identificando duas cepas pandroga resistentes e a ocorrência de cepas clonais disseminadas no 

ambiente hospitalar. 

O gênero possui características bioquímicas bem descritas conforme apresentado no 

quadro 1 e as subespécies podem ser facilmente identificadas com base nestas características. 

No meio de cultura Ágar Sangue e Ágar MacConkey (Figura 2), comumente é descrita com 

característica mucoide e no Ágar MacConkey com colônias grandes e rosas ou roxas, 

característica essa que permite a conclusão de que a bactéria fermenta a lactose presente no 

meio de cultura e produz ácido, alterando a cor do meio de cultura. O aspecto mucoide é devido 

a cápsula de polissacarídeos que in vivo é um fator de virulência (TRABULSI et al., 2015; 

KONEMAN et al., 2017; OLIVEIRA, 2019). A K. aerogenes, anteriormente descrita como 

Enterobacter aerogenes, após reclassificação taxonômica, foi descrita como pertencente ao 

gênero Klebsiella (LIFEMAP, 2023). 
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Quadro 1: Características bioquímicas do gênero Klebsiella. 
 

Provas Bioquímicas K. pneumoniae K. oxytoca K. ozaenae K. aerogenes 

Indol - + - - 

Ureia + + - - 

Lisina + + - + 

Arginina - - - - 

Ornitina - - - + 

DNase - - - - 

Gelatinase - - NA NA 

Glicose + + + + 

Lactose + + - + 

Citrato + + - + 

H2S - - - - 

Motilidade - - - + 

“+” Prova bioquímica positiva, “-“ Prova bioquímica negativa e “NA” Não se Aplica. Adaptada de 

KONEMAN et al. (2017). 

Figura 2: Klebsiella pneumoniae crescida em ágar MacConkey. 
 

Fonte: KONEMAN et al. (2017). 

Observar característica mucoide e coloração rosa, característica do gênero Klebsiella. 

 

 

2.4 ENTEROBACTER SPP. 

Durante anos a elevada produção de gás por variadas cepas do gênero Enterobacter fez 

com que as estirpes fossem conhecidas como Aerobacter aerogenes, tal designação do gênero 

mudou apenas nos anos de 1960, quando Hormaeche e Edwards (1960) identificaram diversas 

espécies e reclassificaram outras tantas. Segundo o List of Prokaryotic names with Standing in 
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Nomenclature (LPSN) atualmente existem 22 espécies de Enterobacter (MURRAY et al., 

2014; TRABULSI et al., 2015; KONEMAN et al., 2017). 

A espécie que predomina em infecções humanas é a E. cloacae (ZHANG et al., 2018; 

WANG et al., 2018; FERRY et al.,2020) atingindo vários órgãos e tendo uma elevada 

capacidade de adesão sobre equipamentos médicos e soluções parenterais. Essa espécie 

encontra-se bem distribuída no solo, na água, no esgoto e nos vegetais, fazendo parte da 

microbiota comensal intestinal sendo classificada como patógeno oportunista, envolvida em 

infecções do trato urinário, do trato respiratório e infecções cutâneas, podendo causar meningite 

e septicemia. (TRABULSI et al., 2015; OUCHENIR et al.,2017; KONEMAN et al., 2017; 

NORI et al., 2020; MARTINEZ-GUERRA et al., 2021). 

Segundo o documento Boletim número 25 da ANVISA sobre segurança do paciente e 

qualidade dos serviços de saúde (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2021) as espécies de 

Enterobacter corresponde ao segundo gênero de Enterobacterales mais isolado na UTI, assim 

como a segunda espécie em percentual de multirresistência. Em um trabalho realizado em 

Recife-PE Cabral et al. (2017) caracterizam cepas de E. cloacae sob a ótica da presença de 

clones e quais os genes de resistência estavam presentes, os pesquisadores identificaram a 

presença dos genes blaKPC, blaTEM e blaCTX-M em amostras de hemocultura, urina, secreção 

traqueal e culturas de vigilância, chegando a localizar cepas que simultaneamente foram 

positivas para dois genes ao mesmo tempo. Além disso foi observada a presença de clones 

bacterianos espalhados por todos os setores do hospital investigado, incluindo os isolados da 

UTI neonatal que foram caracterizados com o mesmo perfil genético. 

A caracterização genética em amostras de E. cloacae nos trabalhos de Wang et al. 

(2018) e Hu et al. (2020) demonstraram a presença de blaKPC-2, blaNDM-1, blaNDM-5, blaVIM-1, 

blaVIM-4, blaVIM-26 e blaIMP e blaIMP-4, sendo todos isolados MDR, onde também foi descrito a 

presença de clones bacterianos em amostras provenientes de um hospital terciário, de múltiplos 

sítios e variados setores. 

A PAV em pacientes com covid-19 foi registrada no estudo de Rouzé et al. (2021) onde 

foram isolados em 54 pacientes a bactéria Enterobacter spp. sendo o segundo mais prevalente 

em infecções respiratórias neste estudo. O perfil de multirresistência durante infecções 

secundarias da covid-19 foi descrito por Gomez-Simmonds et al. (2020) que acompanharam 

13 pacientes e identificaram em cepas de E. cloacae a presença do gene blaNDM e a da enzima 

NDM em amostras de secreção traqueal. De dois pacientes, um evoluiu para alta e outro a óbito, 
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o paciente que recebeu alta por melhora era do sexo masculino, 48 anos, a paciente que evoluiu 

a óbito era do sexo feminino e tinha 86 anos. Em outro estudo, Nori et al. (2020) em Nova 

York, observaram que isolados de E. cloacae que causaram infecções respiratórias, sanguíneas 

e ITU carreavam o gene blaNDM-1. Em estudo retrospectivo no Reino Unido foi encontrada uma 

cepa de E. cloacae em um paciente com PAV, além de duas outras cepas de pacientes com 

covid-19 (HUGHES et al.,2020). 

A identificação fenotípica pode ser realizada através de características bioquímicas, 

conforme descrito no quadro 2. Porém é importante observar que a identificação do gênero 

Enterobacter está em constante atualização e novos membros de importância clínica podem ser 

incluídos ou retirados, a partir de pesquisas taxonômicas que reclassificam e renomeiam tais 

espécies, como o caso da E. aerogenes, que atualmente se designa K. aerogenes (KONEMAN 

et al., 2017; DAVIN-REGLI et al., 2019; LIFEMAP, 2023). 

Quadro 2: Características bioquímicas do gênero Enterobacter. 
 

Provas Bioquímicas E. cloacae E. sakazakii E. gergoviae 

Indol - - - 

Ureia + - + 

Lisina - - + 

Arginina + + - 

Ornitina + + + 

Glicose + + + 

Lactose + + + 

Citrato + + + 

H2S - - - 

Motilidade + + + 

“+” Prova bioquímica positiva e “-“ Prova bioquímica negativa. Adaptada de KONEMAN et al. (2017). 

2.5 SERRATIA SPP. 

As espécies de Serratia não foram inicialmente descritas como patógenos, apenas em 

1951, quando o primeiro surto causado pela espécie S. marcescens foi registrado (WHEAT; 

ZUCKERMAN; RANTZ, 1951). A partir deste período este gênero passou a ser monitorado e 

vem sendo descrito em infecções em humanos sobretudo em meningite infantil, endocardites, 

pneumonias, sepse, ceratite, conjuntivite, infecções do trato urinário, da corrente sanguínea e 

de feridas cirúrgicas (GRINBERG; BISHBURG; NAGARAKANTI, 2020; VEVE et al., 2020; 

KIM et al., 2020; FERREIRA et al., 2022; BECHMANN et al., 2022). 
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As espécies do gênero Serratia pertencem à família Yersiniaceae juntamente com os 

gêneros Yersinia, Chania, Ewingella, Rahnella, Rouxiella e Samsonia (ADEOLU et al., 2016). 

Segundo o LPSN taxonomicamente, existem 23 espécies e outras subespécies reconhecidas, 

destas, S. marcescens é a mais comumente associada a infecções em humanos (CRISTINA et 

al., 2019). 

Embora apresente uma virulência relativamente baixa, também é um causa de IRAS em 

pacientes imunocomprometidos, submetidos a dispositivos médicos e em ambientes 

hospitalares como nas UTIs (CRISTINA et al., 2019; REDONDO-BRAVO et al., 2019). No 

panorama brasileiro segundo o Boletim Segurança do Paciente e Qualidade em Serviços de 

Saúde nº 25 (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2021) entre as Enterobacterales é o segundo patógeno 

mais resistente isolado de pacientes em UTIs e blocos cirúrgicos. Também foram descritos a 

disseminação clonal de S. marcescens coportadoras dos genes blaKPC e blaNDM em um hospital 

do Recife-PE (FIRMO et al., 2020). Em Palmas-TO foram descritos 54 isolados onde foram 

identificados a presença de blaOXA-1 (14,8%), blaCTX-M-1, blaKPC (100%) e blaTEM (100%), e 

todos os isolados foram MDR (FERREIRA et al., 2020). Em Recife-PE foi descrito fora do 

ambiente hospitalar a presença do gene blaKPC-2 e blaTEM-1 (MARGATE et al., 2015). 

Em pacientes com covid-19 foram isoladas cepas de S. marcescens em amostras de 

secreção traqueal onde foram descritos os genes de resistência blaVIM, blaOXA-48 e blaKPC 

(PINTADO et al., 2021). Outros autores (AMARSY et al.,2020) descreveram isolados de S. 

marcescens provenientes de UTI em amostras de secreção traqueal, sendo todos os isolados 

MDR. As espécies de Serratia advindas de pacientes com covid-19 foram correlacionadas com 

a gravidade da doença e com o desenvolvimento de PAV (MA et al., 2021). 

A identificação das principais espécies de Serratia podem ser realizadas mediante 

características bioquímicas (figura 3), conforme descrito no quadro 3. Este microrganismo é 

uma bactéria gram-negativa, móvel, positiva para catalase, citrato, ornitina descarboxilase e 

lisina. Não produz dissulfeto de hidrogênio nem indol. Além disso, S. marcescens é capaz de 

fermentar sacarose e D-sorbitol, mas não fermenta L-arabinose, rafinose nem lactose. É a única 

entre as Enterobacterales que produz três enzimas hidroliticas: lipase, gelatinase e DNase e é 

resistente a colistina e a cefalotina. São onipresentes no ambiente (MAHLEN, 2011; 

TRABULSI et al.,  2015; KONEMAN et al., 2017). 
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Quadro 3: Características bioquímicas do gênero Serratia. 
 

Provas Bioquímicas S. liquefaciens S. marcescens S. rubideae 

Indol - - - 

Ureia - - - 

Lisina + + + 

Arginina - - - 

Ornitina + + + 

Glicose + + - 

Lactose - - + 

Citrato + + + 

H2S - - - 

Motilidade + + + 

Gelatinase + + + 

Lipase + + + 

DNase + + + 

Pigmento Rosa/Vermelho/ Laranja - + + 

“+” Prova bioquímica positiva e “-“ Prova bioquímica negativa. Adaptada de KONEMAN et al. (2017). 

Figura 3: S. marcescens cultivada em meio de cultura ágar MacConkey e ágar BHI. 
 

Fonte: A: MAHLEN, 2011; B: FIRMO, 2020. 

Observar característica avermelhada na placa A, típica da espécie S. marcescens. Na placa B é possível 

visualizar o crescimento em meio BHI. 

2.6 PROTEUS SPP. 

A tribo ao que o gênero Proteus pertence é denominada Proteeae, compreendendo mais 

dois gêneros Morganella e Providencia (ADEOLU et al, 2016). Tendo como principal 

representante a espécie Proteus mirabilis, no que diz respeito a infecções do trato urinário por 

IRAS ou na comunidade. O gênero possui cinco espécies nomeadas P. vulgaris, P. mirabilis, 
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P. myxofaciens, P. penneri e P. hauseri. Suas espécies são encontradas no solo, na água e em 

materiais contaminados por fezes. Em culturas realizadas nos laboratórios são observadas 

características de motilidade em placas com meio não inibidor do véu (swarming) (Figura 4) 

(TRABULSI et al., 2015; KONEMAN et al., 2017). 

Figura 4: Proteus spp. crescido em ágar sangue. 
 

Fonte: KONEMAN et al. ( 2017). 

Observar característica do véu formado pelas colônias, muito comum entre as espécies crescidas em meios sem 

inibição. 

A identificação pode ser realizada com base nas características bioquímicas conforme 

descrito no quadro 4. 

Quadro 4: Características bioquímicas do gênero Proteus. 
 

Provas Bioquímicas P. vulgaris P. mirabilis P. penneri 

Indol + - - 

Ureia + + + 

Lisina - - - 

Arginina - - - 

Ornitina - + - 

Glicose + + - 

Lactose - - - 

Citrato - + - 

H2S + + - 

Motilidade + + + 
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Fenilalanina + + + 

“+” Prova bioquímica positiva e “-“ Prova bioquímica negativa. Adaptada de KONEMAN et al. (2017). 

As infecções decorrentes de P. vulgaris, são mais frequentemente observadas em 

pacientes com imunossupressão, do trato urinário ou de feridas, principalmente aqueles que 

receberam regimes de antibióticos  prolongados. O gênero Proteus possui diversas cepas 

resistentes ao imipenem, a espécie P. mirabilis é sensível a ampicilina e as cefalosporinas, 

porém o P. vulgaris é resistente (KONEMAN et al., 2017). Esta resistência é devida a sua 

capacidade de degradar ureia, a urina torna-se alcalina e tal fator pode contribuir para o 

desenvolvimento de litíase renal (BURALL et al., 2004). 

Em um artigo produzido por Firmo et al. (2020) foi relatado que o P. mirabilis foi o 

segundo microrganismo mais isolado de amostras provenientes de urina, e apresentou o perfil 

de multirresistência. Além da presença dos genes de resistência blaKPC e blaNDM, foram 

identificados também dois clones nos isolados. Bontron et al. (2019) investigaram a 

variabilidade nos níveis de resistência mediante a presença da blaVIM, onde correlacionaram a 

presença de copias dos genes ao nível de resistência (MIC) diante do imipenem. Em um estudo 

realizado em um hospital terciário que passava por um surto Protonotariou et al. (2020) 

descreveram isolados de P. mirabilis coprodutores de carbapenemase (VIM e TEM-2). Ao 

realizar a PCR foram encontrados os genes de resistência blaVIM blaTEM-2 em todos os vinte e 

sete isolados, e foi evidenciado que estes possuíam relação clonal. 

Isolados de P. mirabilis foram descritos carreando genes de virulência, principalmente 

em cepas que não eram portadoras dos genes de resistência pesquisados (blaKPC e blaNDM), para 

a surpresa dos pesquisadores (BELTRÃO et al., 2021). O acúmulo dos genes de virulência é 

esperado em cepas de que possuam genes de resistência, posto que os determinantes de 

virulência e resistência são convergentes (MELO et al., 2014; MORALES-LEÓN et al., 2021). 

Em três cepas de P. mirabilis oriundas de amostras de urina e ponta de cateter, ocorreu o 

primeiro registro de blaGES-1 no mundo (BELTRÃO; OLIVEIRA; LOPES, 2021), além do 

primeiro relato de blaOXA-10 no Brasil em amostras de secreção traqueal, urina e ponta de cateter 

(BELTRÃO et al., 2021) oriundas de diferentes setores do mesmo hospital. 

2.7 PROVIDENCIA SPP. 

 

Atualmente são descritas cinco espécies do gênero Providencia: P. alcalifaciens, P. 

stuartii, P. rettgeri, P. rustigianii e P. heimbachae, as que possuem maior relevância clínica 
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são P. alcalifaciens, P. stuartii, P. rettgeri, todas as espécies são capazes de desaminar a 

fenilalanina, porém só a P. rettgeri é capaz de degradar ureia. Normalmente são isoladas em 

Infecções do Trato Urinário (ITU) e não são corriqueiramente isoladas em hospitais 

(KONEMAN et al., 2017). 

Em isolados bacterianos os genes de resistência blaNDM-1, blaVIM-2, blaCTX-M-15, blaOXA- 

10, blaCMY-2 e blaTEM-1 foram descritos em duas cepas bacterianas, sendo ainda identificadas 

bombas de efluxo e alterações no alvo dos antibióticos (PIZA-BUITRAGO et al., 2020). Em 

um estudo de acompanhamento na Romênia, foram isoladas 77 cepas de P. stuartii de cinco 

hospitais terciários diferentes, das quais 66 eram MDR, e possuidoras do blaNDM. Neste estudo, 

foi observada a presença de clones bacterianos em diferentes hospitais (MOLNAR et al., 2019). 

Durante um surto de P. rettgeri em um hospital da Coreia do Sul as cepas isoladas 

possuíam concomitantemente dois genes de resistência blaNDM-1 e blaPER, sendo todas MDR, e 

procedentes unicamente de ITU em pacientes que faziam o uso de cateter vesical, onde a 

similaridade genética chegou a 90% (SHIN et al. 2018). 

Durante o processamento e análise de 8317 amostras foram descritas 400 cepas de 

Proteeae, dessas, 107 cepas em do gênero Providencia, provenientes de diferentes setores e 

origens, onde existia a presença dos genes blaNDM, blaVIM, blaCTX-M, blaOXA-48 e blaKPC, em 

alguns isolados essa presença foi relatada simultaneamente (RUS et al., 2020) 

Para a identificação das espécies do gênero Providencia são adotas as características 

bioquímicas descritas no quadro 5. 

Quadro 5: Características bioquímicas do gênero Providencia. 
 

Provas Bioquímicas P. alcalifaciens P. stuartii P. rettgeri 

Indol + + + 

Ureia - - + 

Lisina - - - 

Glicose + - - 

Lactose - - - 

Citrato + + + 

H2S - - - 

Motilidade + + + 

Fenilalanina + + + 
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“+” Prova bioquímica positiva e “-“ Prova bioquímica negativa. Adaptada de KONEMAN et al. (2017). 

2.8 MORGANELLA MORGANII 

As espécies de Morganella spp. são pertencentes a família Morganellaceae e entre as 

suas principais características bioquímicas destacam-se a oxidase negativa e a negatividade dos 

testes para a descarboxilação da arginina e para o teste Voges–Proskauer, além da anaerobiose 

facultativa (ADEOLU et al., 2016; ZARIC et al.,2021). Tais cepas são tidas como patógenos 

oportunistas, normalmente envolvidas em IRAS, principalmente em feridas pós-operatórias e 

infecções do trato urinário de pacientes imunocomprometidos, possuindo ainda um registro 

elevado de taxas de mortalidade no ambiente hospitalar (ZARIC et al., 2021; LIU et al., 2016). 

Em isolados clínicos de cepas de M. morganii são registrados a presença de genes de 

resistência aos carbapenêmicos, como os genes blaNDM, blaKPC, blaIMP, blaOXA-48 oriundos de 

pacientes internados ou em tratamento para doenças como câncer (GOU et al., 2019; SUGITA 

et al., 2021; XIANG et al., 2021). Em um estudo realizado em dois hospitais terciários da China, 

sendo os isolados oriundos em sua maioria de uroculturas, secreção de feridas e culturas de 

escarro, apresentaram resistência a diversas classes de antibióticos, como aminoglicosídeos, 

flouroquinolonas, sulfonamidas, betalactâmicos em especial os monobactâmicos (XIANG el 

al.,2021). 

Para a identificação da espécie M. morganii são adotas as características bioquímicas 

descritas no quadro 6. 

Quadro 6: Características bioquímicas da espécie M. morganii 
 

Provas Bioquímicas M. morganii 

Indol + 

Voges-Proskauer - 

Ureia + 

Glicose + 

Lactose - 

Citrato - 

H2S - 

Motilidade + 

Fenilalanina + 
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Lisina - 

 

“+” Prova bioquímica positiva e “-“ Prova bioquímica negativa. Adaptada de KONEMAN et al. (2017). 

2.9 ANTIMICROBIANOS BETALACTÂMICOS E BETALACTAMASES 

 
A classe de antibióticos betalactâmicos possuem uma estrutura química em comum, o anel 

betalactâmico, que confere a atividade bactericida. Esse anel é composto por três carbonos e 

um nitrogênio a diferenciação é dada através da cadeia lateral, que por sua vez define o espectro 

de ação e as propriedades farmacológicas, apresentando significativa eficácia terapêutica e 

baixa toxicidade (BERTRAM; ANTHONY, 2017). 

A resistência verificada aos antimicrobianos betalactâmicos pode ser conferida em geral 

por quatro mecanismos distintos: Modificação das proteínas ligadoras de penicilina (PBPs), 

penetração reduzida do fármaco, efluxo do antimicrobiano e inativação enzimática por uma 

betalactamase. A produção de betalactamases é o mecanismo mais comum de resistência. Estas 

enzimas degradam os anéis betalactâmicos dos fármacos inativando-os, pois a hidrólise, por 

uma betalactamase bacteriana produz o ácido peniciloico, que não possui atividade bactericida 

(BERTRAM; ANTHONY, 2017). 

A proposta de Ambler (1980) categorizou as diversas enzimas em quatro classes, A, B, 

C e D. de acordo com as estruturas primárias, segundo este modelo as classes A, C e D incluem 

enzimas que hidrolisam seus substratos formando uma enzima acil através de uma serina do 

sítio ativo, enquanto as betalactamases de classe B são metaloenzimas que utilizam pelo menos 

um íon zinco de sítio ativo para facilitar a hidrólise de betalactâmicos (BUSH e JACOBY, 

2010). Já proposta de classificação de Bush e Jacoby, (2010) leva em conta a capacidade 

hidrolítica, isto é a capacidade funcional e considera apenas os agrupamentos funcionais, 

visando um direcionamento para o clínico e para o microbiologista, uma vez que auxiliam a 

correlacionar as propriedades de uma enzima específica com o perfil de resistência aos 

antimicrobianos observado em um isolado clínico. 

A classificação atualizada de Bush e Jacoby (2010) subdivide as enzimas em quatro 

grupo (1 a 4) e seis subgrupos (“a” a “f”) essa classificação leva em conta as características 

bioquímicas e funcionais. No quadro 7 adaptado de Bush e Jacoby (2010) e Rocha (2017) é 

possível observar a classificação. 
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Quadro 7: Classificação das betalactamases, de acordo com Bush e Jacoby (2010) e Ambler (1980). 
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Grupos de 

Bush-Jacoby 

 

Classificação 

de Ambler 

 
Características hidrolíticas 

Inibição  
Principais enzimas Ácido 

clavulânico 

Tazobactam EDTA 

2a A Penicilinas Sim Sim Não PC1 

2b A Penicilinas, cefalodrina, cefazolina e cefalotina Sim Sim Não SHV-1, TEM-1,-2 e -90 

2be A Penicilinas, cefalosporinas e monobactâmicos Sim Sim Não PER-1, CTX-M-15 

2br A Penicilinas, cefalodrina, cefazolina e cefalotina Fraca SI Não TEM-30, SHV-10 e 26 

2ber A Penicilinas, cefalosporinas e monobactâmicos Fraca Fraca SI TEM-50, 68 e 89 

2c A Carbenicilina Sim SI Não CARB-3, PSE-1 

2e A Cefalosporinas Sim Sim Não CepA 

2f A Carbapenêmicos, cefalosporinas, penicilinas e 

cefamicinas 

Fraca Fraca Não IMI-1, KPC-2 e 3, GES- 2, SME-1 e BKC-1 

3a B Todos os β-lactâmicos Não Não Sim IMP-1, NDM-1, VIM-1 

3b B Carbapenêmicos Não Não Sim CphA, Sfh-1 

1 C Cefalosporinas e cefamicinas Não Não Não AmpC, CMY-2 

1e C Penicilinas, cefamicinas, cefalosporinas e 
 

monobactâmicos 

Não Não SI CMY-37, GC1 

2ce D Carbenicilina, cefepime e cefpiroma Sim Sim SI RTG-4 

2d D Cloxacilina ou oxacilina Variável SI Não OXA-1 e OXA-10 
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2de D Penicilinas e cefalosporinas Variável SI SI OXA-11 e OXA-15 

2df D Carbapenêmicos e cloxacilina ou oxacilina Variável SI SI OXA-23 e OXA-48 

ND ND Não sequenciadas. Não agrupáveis  

Fonte: Adaptado de Bush e Jacoby (2010) e Rocha (2017). 

ND Não determinado; SI Sem informação. 



33 
 

2.10 RESISTÊNCIA MEDIADA POR CARBAPENEMASES 

2.11.1 serino carbapenemases: kpc, ges e oxa. 

As serino carbapenemases correspondem a classe A de Ambler, por possuírem um grupo 

de enzimas que tem uma serina como seu principal resíduo catalítico, localizada no seu sítio 

ativo que podem degradar praticamente todos os antimicrobianos beta-lactâmicos, tornando-os 

inativos (ROCHA, 2017). Sendo a principal representante a enzima Klebsiella pneumoniae 

Carbapenemase (KPC), que foi descrita pela primeira vez por Yigit et al. (2001) em amostras 

de K. pneumoniae de um hospital da Carolina do Norte. O gene blaKPC é plasmidial, porém ao 

contrário de outras carbapenemases, possui rara integração com o cromossomo (CHEN et al., 

2015). 

A enzima KPC é a que possui maior importância clínica e epidemiológica e atualmente 

existem 153 variantes desta enzima, a mais comumente detectada no mundo e no Brasil é a 

KPC-2 (ANVISA, 2020; http://bldb.eu/BLDB.php?prot=A#KPC, 2023), a qual é endêmica e 

no Brasil, em Recife-PE foram descritas cepas portadoras de KPC-2 (FIRMO et al., 2020; 

BELTRÃO et al., 2021). A disseminação nas diversas espécies da ordem das Enterobacterales 

ou dos não fermentadores foi facilitada pois elemento genético móvel (plasmídeo) permite a 

disseminação em diferentes espécies. A elevação do padrão de resistência e dos níveis de 

morbimortalidade observada em serviços hospitalares onde existe a disseminação dessa 

carbapenemase é um dos desafios enfrentados na prática clínica. (OLIVEIRA., 2020; ROCHA, 

2017). 

Um outro gene também relacionado a produção de carbapenemase é o gene blaGES 

(betalactamase - Guiana Extended Spectrum). A família GES foi descrita pela primeira vez na 

França em 1998 em uma amostra de K. pneumoniae proveniente de swab retal de uma paciente 

previamente internada na Guiana Francesa, daí a origem do nome GES (POIREL et al., 2000). 

Sendo inicialmente classificadas como beta-lactamases de Espectro Estendido (ESBL), esta 

característica confere a capacidade de resistência desde as penicilinas às cefalosporinas de 

terceira geração. Em adicional, a enzima GES confere a capacidade de hidrolisar o imipenem 

(BELTRÃO; OLIVEIRA; LOPES 2021). Existem 57 variantes de GES que foram descritas até 

a data (Janeiro de 2023), classificadas em ordem de sequência numérica em blaGES-1 até blaGES- 

49 (NAAS et al., 2017) (http://bldb.eu/BLDB.php?prot=A#GES). O gene blaGES já foi descrito 

no Brasil em várias espécies de bactérias gram-negativas, incluindo K. pneumoniae e P. 

mirabilis (RIBEIRO, et al., 2014a; BELTRÃO; OLIVEIRA; LOPES, 2021), Kluyvera 

http://bldb.eu/BLDB.php?prot=A&KPC
http://bldb.eu/BLDB.php?prot=A&GES)
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intermedia (RIBEIRO et al., 2014b), Acinetobacter baumanii e Escherichia coli. Contudo, sua 

frequência é maior em Pseudomonas aeruginosa. 

As oxacilinases pertencem a classe D de Ambler, porém também são Serino 

Carbapenemases como observado nas betalactamases de classe A e C (BERT; BRANGER; 

LAMBERT-ZECHOVSKY, 2002). Contudo, devido à elevada capacidade de hidrolisar 

cloxacilina, oxacilina e meticilina, as beta-lactamases de classe D também são conhecidas como 

oxacilinases (OXAs). Essas enzimas caracterizam-se por serem relativamente menos eficazes 

contra as cefalosporinas de primeira geração e serem pouco inibidas pelos principais inibidores 

de beta-lactamase da classe A, como o ácido clavulânico e tazobactam. Além disso, apresentam 

baixa atividade hidrolítica contra os carbapenêmicos e sua atividade in vitro pode ser inibida 

por concentrações elevadas de NaCl (Cloreto de sódio) (PATEL; BONOMO, 2013; EVANS; 

AMYES, 2014). 

Mais de 1085 tipos de oxacilinases já foram relatados 

(http://bldb.eu/BLDB.php?prot=D#OXA). Essas enzimas são as principais causas de 

resistência aos carbapenêmicos entre isolados de A. baumannii (PITOUT et al., 2019). Elas são 

divididas filogeneticamente em dois grupos, o grupo I está presente principalmente em A. 

baumannii e inclui quatro subgrupos (Ia-Id) e o grupo II, que consiste nas variantes relacionadas 

ao OXA-48 (carbapenemases tipo OXA-48). Dados recentes mostram que 27% das 

Enterobacterales produtoras de carbapenemase foram positivos para carbapenemases do tipo 

OXA-48 (em comparação com 55% de KPCs e 26% NDMs). Essas carbapenemases são 

encontradas com mais frequência em certas áreas como no Oriente Médio, norte da África, 

Bélgica e Espanha (JONGE et al., 2016; KARLOWSKY et al., 2017; PITOUT et al., 2019). 

2.11.2 metalo-betalactamases 

 
 

As enzimas da classe B de Ambler correspondem às metalo-betalactamases (MBLs), 

que possuem zinco no local ativo, essas carbapenemases possuem uma enorme versatilidade e 

são capazes de hidrolisar carbapenêmicos e outros betalactâmicos, com exceção dos 

monobactâmicos, as MBLs não são inibidas por ácido clavulânico, sulbactam, tazobactam ou 

por avibactam (NXL-104). Sendo apenas inativados por quelantes como o Ácido 

Etilenodiamino Tetra-acético (EDTA) ou derivados de tiol (ROCHA, 2017, KONEMAN et al., 

2017). Sendo a New Deli Metallo•betalactamase (NDM) a principal representante entre 

Enterobacterales encontrada em hospitais de Recife-PE (BELTRÃO et al., 2022). 

http://bldb.eu/BLDB.php?prot=D&OXA)
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NDM possui 42 variantes (http://bldb.eu/BLDB.php?prot=B1#NDM, 2022), sendo 

detectada em 2008, em um paciente que retornava da Índia para a Suécia, em uma cepa de K. 

pneumoniae (YONG et al., 2009). No Brasil, o primeiro relato de NDM foi em 2013 em uma 

P. rettgeri na região sul do país (CARVALHO-ASSEF et al., 2013). Os genes codificadores 

destas enzimas estão localizadas dentro de uma variedade de estruturas, sendo comumente 

integrados aos cassetes. Estes integrons quando associados a plasmideos ou a transposons, têm 

a transferência através da conjugação facilitada (QUEENAN E BUSH, 2007; MOHAMED et 

al., 2019). 

As MBLs mais relatadas em isolados clínicos incluem seis subclasses Verona- 

Imipenemase (VIM) 83 variantes, Imipenamases (IMP) 98 variantes, German Imipenemase 

(GIM) três variantes, Seoul imipenemase (SIM) duas variantes e São Paulo metalo- 

betalactamase (SPM) uma variante (ANVISA, 2020; 

http://bldb.eu/BLDB.php?prot=B1#NDM, 2022). A primeira VIM descrita foi na Itália no ano 

de 1997 (LAURETTI et al., 1999; CORNAGLIA et al., 2000), até o momento, 76 variantes 

desta enzima foram relatadas em todos os continentes, tornando-se uma das mais prevalentes 

MBLs mediadas por plasmídeos. Embora originalmente identificado em Pseudomonas 

aeruginosa, as enzimas VIM tornaram-se endêmicas nas espécies de Enterobacterales, 

principalmente em K. pneumoniae, E. coli e Enterobacter spp. (PERILLI et al., 2013; 

MARTÍNEZ-MARTÍNEZ; GONZÁLEZ-LÓPEZ, 2014; MOHAMMED et al., 2016; 

BOCANEGRA-IBARIAS et al., 2017; MATSUMURA et al., 2017; PROTONOTARIOU et 

al., 2018). 

As IMPs foram descritas pela primeira vez em 1988, em um hospital no Japão 

(WATANABE et al., 1990). E em 1993 foi identificada em isolados de S. marcescens no 

mesmo país (ITO; ARAKAWA; OHSUKA, 1995). Desde então, o gene blaIMP propagou-se 

mundialmente e até o presente 90 variantes foram identificadas segundo o BLDB (Beta- 

Lactamase DataBase). Esse gene tem sido detectado principalmente em P. aeruginosa, 

Acinetobacter spp. e em vários Enterobacterales que já foram identificadas em diversos países 

do mundo causando surtos ou casos esporádicos, a maior prevalência foi encontrada no sudeste 

da Ásia, Japão e Taiwan (WALSH et al., 2005; ZHAO et al., 2011; MARTÍNEZ-MARTÍNEZ; 

GONZÁLEZ- LÓPEZ, 2014). No Brasil a presença de IMP-1 foi detectada em isolados de K. 

pneumoniae provenientes de diferentes hospitais em São Paulo (LINCOPAN et al., 2005; 

PENTEADO et al., 2009). Atualmente, as carbapenemases VIM e IMP são descritas em cinco 

continentes e são amplamente distribuídas nos serviços hospitalares (PEREIRA, 2015). Em 

http://bldb.eu/BLDB.php?prot=B1&NDM
http://bldb.eu/BLDB.php?prot=B1&NDM
http://bldb.eu/BLDB.php?prot=B1&NDM
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2008 ocorreu o primeiro relato de um novo tipo de MBL, foi o tipo Nova Delhi metallo- 

betalactamase (NDM) de uma paciente que retornava da Índia para a Suécia (YONG et al., 

2009). Sendo o primeiro relato de NDM no Brasil por meio da identificação em uma amostra 

de P. rettgeri em 2013 na região sul do país (CARVALHO-ASSEF et al., 2013). 

2.11.3 tipagem molecular e relação clonal 

 
 

Os surtos de doenças infecciosas são comumente resultantes da exposição a um agente 

etiológico de origem comum, cujos descendentes são geneticamente idênticos ou estritamente 

relacionados. Em termos epidemiológicos, os organismos envolvidos em surtos são 

relacionados clonalmente. Estes organismos são membros de uma mesma espécie e possuem 

fatores de virulência e características bioquímicas e genéticas semelhantes (PFALLER et al., 

2001; BAKHSHI; AFSHARI; FALLAH, 2018). No entanto, grandes variações genéticas não 

são distinguidas nos testes microbiológicos e bioquímicos tradicionais, desta forma, a aplicação 

de tecnologias modernas e avançadas, como ferramentas de diagnóstico molecular e impressões 

digitais moleculares, pode ser uma escolha apropriada em investigações epidemiológicas 

moleculares (MEACHAM et al., 2003; BEHZADI; BEHZADI 2007; MOMTAZ et al., 2013). 

Existem vários métodos para investigar a diversidade molecular de bactérias gram- 

negativas na comunidade e em hospitais: análise plasmidial (CHEN et al., 2009), Pulsed-Field 

Gel Electrophoresis (PFGE) (CHMELNITSKY et al., 2008), ribotipagem clássica (IVERSEN 

et al., 2007), Random-Amplified Polymorphic DNA (RAPD) (YE et al., 2010), polimorfismo 

de fragmento amplificado (AFLP) (IVERSEN et al., 2007), ribotipagem por PCR e tDNA-PCR 

(LOPES et al., 2007), PCR dos elementos repetitivos palindrômicos extragênicos (REP-PCR), 

Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus (ERIC-PCR) (XU et al., 2020) e MLST 

(Multilocus Sequence Tipping) (SALAZAR-OSPINA; VANEGAS; JIMÉNEZ, 2021). Dentre 

as várias ferramentas citadas acima a ERIC-PCR é uma tecnologia de genotipagem simples, 

precisa e econômica para discriminar diferentes impressões digitais de DNA nos diferentes 

tipos de cepas (RANJBAR et al., 2017), inclusive em K. pneumoniae provenientes de Recife- 

PE (SCAVUZZI et al. 2017; FIRMO et al., 2020; OLIVEIRA et al., 2020). 

A disseminação de clones resistentes e de genes no ambiente hospitalar pode ocorrer 

devido ao contato com os profissionais de saúde e devido à transferência de pacientes entre 

unidades hospitalares. Isto foi observado por Cassettari et al., (2006) uma vez que isolados 

apresentando padrões moleculares idênticos foram observados em diferentes enfermarias e 
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alguns isolados apresentaram padrões idênticos à cepa isolada das mãos de profissionais de 

saúde. Desta forma, além de ser importante no reconhecimento de surtos de infecções, na 

determinação da fonte de infecção, a tipagem molecular também auxilia na detecção de 

transmissão cruzada de patógenos (OLIVE; BEAN, 1999). Mundialmente são observadas altas 

taxas de variabilidade genética em cepas associadas a presença de genes de carbapenemases, 

que são de diferentes sítios infecciosos ou não, como amostras de urina provenientes de 

pacientes com câncer (MAHMOUD et al., 2020), com pielonefrite, cistite aguda ou crônica 

(GHOSH et al., 2021), ou ainda em amostras de sangue, secreção traqueal e cultura de secreções 

(KUNDU et al., 2022). Portanto, no presente estudo será importante definir se os isolados de 

Enterobacterales analisados apresentam heterogeneidade genética ou são clones de uma mesma 

cepa. 
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3 DEFINIÇÃO DOS OBJETIVOS 

3.1 Objetivo Geral 

 

 
Investigar a presença dos principais genes e enzimas de resistência aos antimicrobianos 

betalactâmicos, bem como a relação clonal, entre os isolados clínicos da ordem 

Enterobacterales derivados de colonização e infecção em pacientes com e sem covid-19 

provenientes de um hospital público de Recife entre os anos de 2021 e 2022. 

3.2 Objetivos Específicos 

 

• Analisar o   perfil   de   susceptibilidade   aos   antimicrobianos   dos   isolados   de 

Enterobacterales de colonização e infecção em pacientes com e sem covid-19. 

• Comparar a presença dos genes de resistência nos isolados provenientes de colonização 

e infecção em pacientes com e sem covid-19; 

• Investigar a presença dos genes de resistência blaKPC, blaGES, blaOXA-48, blaVIM, blaNDM 

e blaIMP em isolados de Enterobacterales de colonização e infecção em pacientes com 

e sem covid-19; 

• Comparar a presença dos genes de resistência blaKPC, blaGES, blaOXA-48, blaVIM, blaNDM 

e blaIMP entre as diferentes espécies de Enterobacterales; 

• Comparar os resultados do teste rápido CarbaNG com a PCR convencional para a 

identificação dos genes de resistência blaKPC, blaOXA-48, blaVIM, blaNDM e blaIMP nos 

isolados clínicos provenientes de infecção do estudo; 

• Determinar a relação clonal dentre os isolados de cada espécie de Enterobacterales do 

estudo. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 ISOLADOS BACTERIANOS 

Para o presente estudo foram analisados 45 isolados de Enterobacterales resistentes a 

um ou mais carbapenêmicos, provenientes de pacientes com ou sem covid-19, com resultado 

de PCR, respectivamente, positivo ou negativo para Sars-Cov-2, de um hospital público Recife- 

PE entre 2021 e 2022. A identificação bioquímica e o perfil de susceptibilidade a 

antimicrobianos foram inicialmente realizados nos hospitais, através do sistema automatizado 

BD Phoenix M50. Em seguida, no Laboratório de Biologia Molecular e Genética Bacteriana, 

da área de Medicina Tropical-CCM, UFPE, todos os isolados foram submetidos à identificação 

bioquímica convencional utilizando os meios de cultivo TSI – Tríplice açúcar-ferro; Ágar 

EMB, Ureia, Lisina. Os testes bioquímicos foram realizados após a análise do cultivo em Ágar 

EMB, tais cultivos permitiram a confirmação da espécie do isolado e a pureza da colônia. 

(KONEMAN et al., 2017). Os isolados bacterianos foram conservados em estoque congelado 

com glicerol 15% acrescido de Caldo BHI (Broth Heart Infusion) a -20 °C. Para reativação os 

isolados foram submetidos a um cultivo em caldo BHI, incubados a 35 ºC ±2 ºC por um período 

de 24h a 48h e um posterior semeio em Ágar EMB, para segmento das análises genéticas. 

 
4.2 TESTE DE SUSCEPTIBILIDADE A ANTIMICROBIANOS 

A Concentração Inibitória Mínima (CIM) para os antimicrobianos foi determinada 

através do sistema automatizado BD Phoenix M50. A interpretação dos resultados foi realizada 

de acordo com os critérios preconizados pelo BrCast 2021 e 2022. Foram testados os seguintes 

antimicrobianos: amicacina, ampicilina, ampicilina-sulbactam, cefazolina, cefepima, 

ceftazidima, ceftazidima-avibactam, ceftriaxona, ciprofloxacina, colistina, ertapenem, 

fosfomicina com G6P, gentamicina, imipenem, levofloxacina, linezolida, meropenem, 

piperacilina-tazobactam, polimixina-b e trimetroprim-sulfametoxazol. 

4.3 EXTRAÇÃO DO DNA TOTAL 

A extração de DNA total foi realizada através de kit comercial Wizard genomic DNA 

purification kit (Promega), e o procedimento foi realizado de acordo com as instruções do 

fabricante. O DNA extraído foi quantificado através do equipamento Nanodrop e estocado a - 

20 °C. Após a quantificação, o DNA extraído foi diluído para uma concentração de uso de 

20ng/µ para a técnica de PCR convencional e a 100ng/µL para a ERIC-PCR. 
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4.4 CONDIÇÕES DA PCR PARA IDENTIFICAÇÃO DOS GENES BLAKPC, BLAGES, 

BLAVIM, BLAIMP E BLANDM. 

Os genes de resistência blaKPC, blaGES, blaVIM, blaIMP e blaNDM foram investigados com 

os primers descritos na Quadro 8. As reações de amplificação foram preparadas em um volume 

total de 25 µL por tubo, compreendendo: 1µL de DNA genômico a 20ng/µL, 1,0U da enzima 

Taq DNA polimerase (Promega), 10 nM de dNTP (Promega), 25 nM de MgCl2 e 10 nM dos 

primers. 

As condições de amplificação para o gene blaKPC foram realizadas com ciclos de 

desnaturação inicial à 95 ºC por 5 minutos, seguido de 30 ciclos, consistindo em cada ciclo de 

1 minuto à 95 ºC para desnaturação, 1 minuto à 63 oC para anelamento do primer e 1 minuto à 

72 ºC para extensão e 10 min 72 °C para extensão final. Para a amplificação do gene blaGES 

foram utilizadas as seguintes condições: 3 min a 93 °C para desnaturação inicial; seguido de 40 

ciclos de 1 min à 93 °C, 1 min à 55 °C e 1 min à 72 °C, e 7 min à 72 °C para extensão final. As 

amplificações dos genes de MBL foram realizadas com ciclos de desnaturação inicial à 95 ºC 

por 5 minutos, seguido de 30 ciclos, consistindo em cada ciclo de 1 minuto à 95 ºC para 

desnaturação, para anelamento dos primers: 1 minuto à 60 oC para blaIMP 1 minuto à 62 oC para 

blaVIM e para extensão, 1 minuto à 68 ºC. Após estes ciclos foi realizada uma etapa de 

alongamento final de 5 minutos à 68 ºC. A amplificação do gene blaNDM foi realizada com ciclos 

de desnaturação inicial à 95 ºC por 5 minutos, seguido de 40 ciclos, consistindo em cada ciclo 

de 1 minuto à 95 ºC para desnaturação, 1 minuto à 62 oC para anelamento do primer e 1 minuto 

à 72 ºC para extensão e 10 min 72 °C para extensão final. As amplificações para o gene blaOXA- 

48 foram realizadas com ciclos de desnaturação inicial a 94 ºC por 5 minutos, seguido de 35 

ciclos, consistindo, cada ciclo de 1 minuto a 94 ºC para desnaturação, para anelamento dos 

primers: 1 minuto a 62 ºC e 1 minuto à 72 ºC para extensão. Após estes ciclos foi realizada uma 

etapa de extensão final de 10 minutos a 72 ºC. 

Em cada partida de amplificação foi incluído seu respectivo controle positivo e negativo 

para o gene blaKPC: isolado de K. pneumoniae K1P (CABRAL et al., 2012), para o gene as 

MBLs VIM e IMP: as cepas de referência de PS6-A (blaIMP) e PS4-A (blaVIM) (OLIVEIRA, et 

al., 2019), para o NDM a cepa de referencia PS4-A (blaNDM) (OLIVEIRA, et al., 2019). 
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Quadro 8. Primers utilizados na PCR e sequenciamento dos genes investigados. 
 

 

Primers 

 

Genes 

 

Sequência oligonucleotídica 

(5’-3’) 

 

Temp.* 

 

Tamanho do 

amplicon (pb) 

 

Referência 

 

KPC-1a 

KPC-1b 

 

blaKPC 

 

TGTCACTGTATCGCCGTC 

CTCAGTGCTCTACAGAAAACC 

 
 

63ºC 

 
 

798 

 
 

Yigit et al. 

(2001) 

 

NDM-Fm 

NDM-Rm 

 

blaNDM 

 

 
GGTTTGGCGATCTGGTTTT 

CGGAATGGCTCATCACGATC 

 
 

 
52 ºC 

 
 

 
621 

 
 
 

Nordmann et 

al. (2011) 

 

 
VIM- F 

VIM-R 

 

 
blaVIM 

 

CAGATTGCCGATGGTGTTTGG 

AGG TGGGCCATTCAGCCAGA 

 
 

 
62 ºC 

 
 

 
532 

 
 
 

Cabral et al. 

(2012) 

 
 

IMP-F 

IMP-R 

 
 
 

blaIMP 

 

GGAATAGAG TGG 

CTTAATTCTC 

GTGATGCGTCYCCAAYTTCAC 

T 

 
 
 

60 ºC 

 
 
 

232 

 
 
 

Cabral et al. 

(2012) 

OXA-48-F 
 

OXA-48-R 

 

blaOXA 

TTGGTGGCATCGATTATCGG 
 

GAGCACTTCTTTTGTGATGGC 

 

53 ºC 

 

743 
Poirel et al. 

(2004) 

GES-F 
 

GES-R 

 

blaGES 
GAAACCAAACGGGAGACGC 

CTTGACCGACAGAGGCAACT 

 

60 ºC 

 

207 
Nordmann et 

al. (2011) 

 
 

ERIC-1 

ERIC-2 

 
 
 

NA 

 

ATGTAAGCTCCTGGGGATTAA 

C 

AAGTAAGTGACTGGGGTGAG 

CG 

 
 
 

36 ºC 

 
 
 

NA 

 

 
Duan et al. 

(2009) 

 

Tabela de genes pesquisados e condições de temperatura e tamanho do fragmento. *Temperatura de anelamento; 

NA: Não aplicável. 



42 
 

4.5 ERIC-PCR 

Para o método da ERIC-PCR foram utilizados os primers descritos no Quadro 8. As 

reações de amplificação foram preparadas em um volume total de 25μL por tubo, 

compreendendo: 1μL de DNA genômico a 100ng/μl, 1,0U da enzima Taq DNA polimerase 

(Promega), 10nM de dNTP (Ludwig Biotec), 1,52mM de MgCl2 e 0,4μmol dos primers. Em 

cada partida de amplificação foi incluso um controle negativo. As amplificações foram 

realizadas com ciclos de desnaturação inicial à 95 ºC por 3 minutos, seguido de 40 ciclos, 

consistindo em cada ciclo de 1 minuto à 92 ºC para desnaturação, 1 minuto à 36 ºC para 

anelamento do primer e 8 minuto à 72 ºC para extensão. Após estes ciclos foi realizada uma 

etapa de alongamento final de 16 minutos à 72 ºC (CABRAL et al., 2012). Os produtos de 

amplificação foram submetidos à eletroforese em gel de agarose a 1,5% em tampão TBE e 

voltagem constante de 100V. A análise dos fragmentos amplificados pela ERIC-PCR e a 

construção do dendrograma foram realizadas com auxílio do software DARwin. 

4.6 ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE 

Cinco microlitros dos produtos de amplificação da PCR já acrescidos de 1µL do corante 

SYBR Safe (Invitrogen) para cada 10mL de gel de agarose a 1,0% em tampão TBE (Tris-Borato 

0,089M e EDTA 0,002M) em uma voltagem constante de 100v. Para análise foi utilizado um 

marcador de 100pb (Promega) como padrão de peso molecular. Os géis foram visualizados em 

transiluminador de luz ultravioleta e fotografados pelo sistema de Photocap da Vilber Lourmat. 

4.7 SEQUENCIAMENTO DE GENES DE RESISTÊNCIA 

Os produtos de PCR positivos para os genes de resistência foram purificados através de 

Kit comercializável SV Total DNA Isolation System (Promega) e sequenciados pelo método 

de terminação de cadeia de desoxirribonucleotídeo (SANGER, et al., 1977) utilizando-se os 

primers descritos no quadro 8. As sequências de nucleotídeos foram analisadas pelos 

programas BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e Clustal W do European Bioinformatics 

Institute (http://www.cbi.ac.uk/), e foram depositadas no GenBank. Sob a seguinte sequência 

OQ747773; OQ747774; OQ747775; OQ747776; OQ747777; OQ355358 e OQ421192. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)
http://www.cbi.ac.uk/
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5 RESULTADOS 

Ocorrência de blaNDM-1, blaNDM-5, blaNDM-7 e blaKPC-2 em isolados de clínicos de 

Enterobacterales com alta variabilidade genética, provenientes de colonização e infecção em 

pacientes com ou sem covid-19, provenientes de um hospital de Recife-PE, Brasil. 

Introdução 

 
As espécies da ordem Enterobacterales estão comumente associadas a surtos em 

pacientes internados em ambientes hospitalares, causando infecções pulmonares, sanguíneas, 

urinárias, de feridas ou ainda relacionadas a choques sépticos (YI e KIM, 2021; OMBELET et 
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al., 2022). A pandemia de covid-19 resultou em colapso e superlotação de hospitais, o que 

possibilitou a transmissão de cepas multidrogarresistentes (MDR) e o agravo dos quadros nas 

redes de saúde pública e privada mundialmente, levando milhões de indivíduos a óbito (LAI et 

al., 2021; COSTA et al., 2021; CANTÓN et al., 2020; MACEDO et al., 2022). 

A resistência aos carbapenêmicos é uma das principais problemáticas enfrentadas no 

ambiente hospitalar, visto que estes são opções de última escolha. Tais antimicrobianos 

funcionam como uma reserva estratégica de fármacos para o tratamento de infecções por 

bactérias gram-negativas. No entanto, devido ao uso indiscriminado no mundo, surgiram uma 

ampla gama de enzimas de resistência carbapenemases, comumente encontradas nos gêneros: 

Klebsiella, Proteus, Providencia, Pseudomonas e Escherichia. Dentre as carbapenemases, 

destacam-se a Klebsiella pneumoniae Carbapenemase (KPC) e a New Delhi 

metallobetalactamase (NDM), que conferem resistência a todos os betalactâmicos, ressaltando 

que a NDM não degrada os monobactâmicos (HAJI et al., 2021; SILVEIRA et al., 2021; 

COSTA et al., 2021). 

A alta variabilidade genética da ordem Enterobacterales, gerada por mutação e 

recombinação, possibilita uma maior capacidade adaptativa. Mundialmente, foram observadas 

altas taxas de variabilidade em cepas associadas a presença de genes para carbapenemases, de 

diferentes sítios infecciosos (MAHMOUD et al., 2020; GHOSH et al., 2022; KUNDU et al., 

2022). Diversas técnicas são utilizadas para determinar essa variabilidade genética bacteriana. 

Dentre elas, a técnica de “Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus-PCR” (ERIC-PCR), 

que determina o perfil genético e a relação clonal dos isolados bacterianos (DUAN et al., 2009). 

No Brasil, alguns estudos identificaram uma alta variabilidade genética de diferentes espécies 

de Enterobacterales, principalmente em Klebsiella pneumoniae, seguido de Proteus mirabilis 

(FIRMO et al., 2020; OLIVEIRA et al., 2020; BELTRÃO et al., 2022). 
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Diante das altas taxas de cepas MDRs associadas a resistência aos carbapenêmicos, 

agravadas durante a pandemia de covid-19, esse trabalho teve como objetivo investigar e 

comparar a presença dos principais genes e enzimas de resistência aos carbapenêmicos, bem 

como a relação clonal entre os isolados clínicos da ordem Enterobacterales, provenientes de 

colonização e infecção em pacientes com e sem covid-19, de um hospital público no nordeste 

brasileiro entre os anos de 2021 e 2022. 

Material e Métodos 

 
Isolados bacterianos 

 
Foram selecionados e analisados 45 isolados clínicos da ordem Enterobacterales, por 

serem resistentes a um ou mais carbapenêmicos. Esses isolados foram provenientes de 

diferentes pacientes com resultado de RT-PCR positivo ou negativo para SARS-CoV-2, de um 

hospital público de Recife-PE entre os anos de 2021 e 2022. Tais amostras foram de diferentes 

sítios de infecção ou de colonização (swab retal), obtidos por demanda espontânea do 

laboratório do hospital de estudo. A identificação bioquímica das espécies dos isolados foi 

realizada através do sistema automatizado BD PhoenixTM. Os isolados foram mantidos em 

estoque congelado a -70ºC com glicerol a 15% e Brain Heart Infusion (BHI). Paralelamente, na 

Comissão de Controle de Infecção Hospitalar (CCIH) recolheu-se dados sobre tempo de 

permanência no ambiente hospitalar, desfecho clinico. 

Susceptibilidade antimicrobiana 

 
A Concentração Inibitória Mínima (CIM) para os antimicrobianos: amicacina; 

amoxicilina-ácido clavulânico; ampicilina; ampicilina+sulbactam; cefazolina; cefepime; 

cefalotina; cefotaxima; cefoxitina; ceftazidima; ceftazidima-avibactam; ceftriaxona; 

cefuroxima; ciprofloxacina; colistina; ertapenem; fosfomicina com G6P; gentamicina; 

imipenem; levofloxacina; meropenem; piperacilina-tazobactam; polimixina B; trimetoprim- 
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sulfametoxazol, foi determinada através do equipamento automatizado BD PhoenixTM. E o 

perfil de susceptibilidade foi interpretado de acordo com o BRcast (2022). 

Extração de DNA, PCR para os genes de resistência e sequenciamento de 

amplicons 

O DNA genômico foi extraído através de kit comercial “Wizard genomic DNA 

purification” (Promega). Para realização da técnica de PCR, para detecção os genes de 

resistência blaKPC, blaGES, blaOXA-48-LIKE, blaNDM, blaVIM e blaIMP, utilizando os primers descritos 

na literatura (POIREL et al., 2004; DONG et al., (2008) CABRAL et al., 2012; MATASEJE et 

al., 2012; SCAVUZZI et al., 2019). As amplificações consistiram em uma temperatura inicial 

de 95 ºC por 5 minutos, 35 ciclos compostos de 1 minuto a 95 ºC, 1 minuto para anelamento 

com temperatura descrita por Beltrão et al. (2022), e 1 minuto a 72 ºC. Após os 35 ciclos, 

ocorreu uma extensão final de 10 minutos a 72 ºC. Os produtos de PCR foram submetidos a 

eletroforese em gel de agarose a 1,0% em tampão TBE (Tris-Borato 0,089M e EDTA 0,002M), 

adicionado de CyberSafe (Thermofisher, Reino Unido) e voltagem constante de 100v. Os géis 

foram visualizados em transiluminador de luz ultravioleta. 

Para o sequenciamento foram selecionados 10 isolados positivos para o gene blaNDM que 

não apresentavam relação clonal pela ERIC-PCR sendo também escolhido isolados de cada 

espécie em que o blaNDM foi detectado por PCR. Os amplicons foram purificados pelo kit SV 

Gel e PCR Clean-Up System (Promega, EUA) e sequenciados pelo método de terminação de 

cadeia de desoxirribonucleotídeo (SANGER et al., 1977). As sequências de nucleotídeos foram 

analisadas pelos programas Bioedit (HALL, 2017), BLAST e ClustalW, do Instituto Europeu 

de Bioinformática. As sequências de nucleotídeos foram depositadas no GenBank com os 

números de acesso: OQ421192, OQ355358, OQ747773, OQ747774, OQ747775, OQ747776 e 

OQ747777. 
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ERIC-PCR 

 
A tipagem molecular para determinar a variabilidade genética e relação clonal dos 

isolados foi realizada pela técnica de ERIC-PCR, com o par de primer descrito na literatura 

(DUAN et al., 2009). As condições de amplificação foram preparadas em um volume total de 

25 μL por tubo, compreendendo: DNA genômico a 100ng/μL, 1,0U da enzima Taq DNA 

polimerase (Promega, EUA), dNTP 2mM (Promega, EUA), MgCl2 25mM e 10 μmoL de 

primers. Um controle negativo foi incluído em cada partida de amplificação. A técnica consistiu 

em uma temperatura inicial de 95 ºC por 3 minutos e 35 ciclos, compostos de 1 minuto à 92 ºC, 

1 minuto para anelamento com temperatura de 36 ºC, e 8 minutos à 72 ºC, após os 35 ciclos, 

foi realizado um ciclo de extensão final de 16 minutos à 72 ºC. Os produtos de amplificação 

foram submetidos à eletroforese em gel de agarose 1,5% em tampão Tris, Ácido Bórico e EDTA 

(TBE). A análise dos fragmentos amplificados por ERIC-PCR e a construção do dendrograma 

foram realizadas nos softwares GelAnalyzer (LAZAR; HORVATH-LAZAR, 2010) e DARwin 

6.0 (PERRIER; JACQUEMOUD-COLLET, 2006). (Material suplementar, Tabela 1) 

 
Resultados 

 
Origem dos isolados 

 

Dentre os 45 isolados analisados no presente estudo, K. pneumoniae foi a espécie mais 

frequentemente isolada (n=18/45), seguida por S. marcescens (n=8/45) e P. mirabilis (n=7/45). 

Esses isolados clínicos foram oriundos de infecção (n=33/45) tendo como origem swab retal 

(n=12/45), ponta de cateter (n=8/45), hemocultura (n=6/45), urocultura (n=5/45) e outros 

(n=14) (Tabelas 2 e 3) e colonização (n=12/45) (Tabela 3). 

Todos os isolados clínicos provenientes de colonização (swab retal) apresentaram 

resistência aos carbapenêmicos (Ertapenem, Imipenem e Meropenem). Já os obtidos de 

infecções (n=32), apresentaram resistência ao meropenem e aos demais carbapenêmicos 

testados, com exceção de uma cepa de S. marcescens (S6A2) (Tabelas 1, 2 e 3). 

Genes de resistência detectados 



48 
 

Dentre os seis genes de resistência das carbapenemases neste estudo, foram detectados 

os genes blaKPC e blaNDM. O blaNDM foi detectado com maior frequência (n=21; 46,66%). 

Enquanto o gene blaKPC (35,55%). Oito cepas (17,77%) foram coportadoras de blaKPC e blaNDM. 

O gene blaNDM foi encontrado com maior frequência em isolados de K. pneumoniae, 

seguido de P. mirabilis e P. rettgeri. E o gene blaKPC foi mais frequentemente detectado em 

isolados de S. marcescens e K. pneumoniae. Adicionalmente, 17,77% dos isolados estudados 

coalbergavam os genes blaKPC e blaNDM, principalmente em P. stuartii e P. mirabilis (Material 

suplementar figura 1). 

A incidência dos genes por espécie demonstra, que a K. pneumoniae (n=18) foi o 

principal isolado portador do gene blaNDM (n=14, 77,77%), nessa espécie também foram 

registrados o gene blaKPC (n=3, 16,66%) e a co-presença de blaKPC e blaNDM (n=1, 5,55%). Nos 

isolados de P. mirabilis (n=7) foram registrados os genes blaKPC e blaNDM, a incidência foi de 

respectivamente 28,57% (n=2) e 42,86% (n=3), a co-presença de blaKPC e blaNDM foi 28,57% 

(n=2). A P. stuartii (n=5) deteve os genes blaNDM (n=1; 20%) e a co-presença de blaKPC e blaNDM 

(n=4; 80%). Os isolados de E. cloacae (n=2), detiveram os genes blaKPC e blaNDM, de modo 

concomitante (n=1) e o gene blaNDM isoladamente (n=1). Todos os isolados de S. marcescens 

(n=8), detinham o gene blaKPC. E os isolados de P. rettgeri (n=3), K. aerogenes (n=1) e 

Morganella morganii (n=1), detiveram o gene detinham o gene blaNDM. (Material 

suplementar figura 1) 

Sequenciamento dos amplicons do gene blaNDM 

 
Para o sequenciamento foram selecionados 10 isolados positivos para o gene blaNDM que 

não apresentavam relação clonal pela ERIC-PCR sendo também escolhido isolados de cada 

espécie em que o blaNDM foi detectado por PCR. Foram identificados quatro isolados carreando 

o gene blaNDM-1, cinco carreando a variante blaNDM-5 e um carreando o blaNDM-7. Dos cinco 

isolados que carreavam o gene blaNDM-5, dois foram da espécie K. pneumoniae (K40-A5 e K42- 

A5), dois de P. mirabilis (P1-A4 e P5-A4) e um de E. cloacae (EC1A1). A variante blaNDM-7 

foi detectada em um isolado de K. pneumoniae (K61-A5) (Tabela 2). 

Teste Rápido Carba-NG comparação técnica de PCR 

 
Os resultados de especificidade e sensibilidade dos testes rápidos, quando comparados 

ao teste molecular (PCR) para o gene blaKPC, foi respectivamente 92,30% e 91,66%. E para o 

gene blaNDM foi de 91,66% e 92,30%. Em se tratando da detecção da positividade simultânea 
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para mais de uma carbapenemase os valores de especificidade e sensibilidade são 

respectivamente 96,15% e 14,29%, revelando uma discrepância entre a detecção das enzimas e 

a presença de mais de uma carbapenemase, que é seguida pelos testes utilizando os ácidos 

Fenilborônico e ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) (Material suplementar tabela 2 e 

tabela 3). 
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Tabela 1: Origem das amostras de pacientes com covid-19, perfil de resistência e ERIC-PCR de isolados clínicos de Enterobacterales provenientes de diferentes sítios de 

infecção em um hospital público de Recife-PE, Brasil. 

 

Isolado/ 

Paciente 

Data da 

Coleta 

 

Setor 
Origem da 

amostra 

Genes de 

resistência 

detectados 

 

*Perfil de Resistência (CIM) 
1Perfil de ERIC- 

PCR 

 

K1-A5/P1 

 

25/05/2021 

 

UTI SRAG 

 

Sangue 

 

blaKPC 

AMP (>16) / AMP+SUL (>16/8) / CEF (>16) / CET (>16) / CTX (>4) / CIP 

(>2) / ERT (>1) / GEN (>8) / IMP (>8) / LVX (>4) / MER (>32) / PPT 

(>64/4) / SUT (>2/38). 

 

KP-E3 

 

K3-A5/P3 

 

29/05/2021 
 

UTI SRAG 
 

Sangue 
 

blaNDM 

AMP (>16) / AMP+SUL (>16/8) / CEF (>16) / CET (>16) / CTX (>4) / CIP 

(>2) / ERT (>1) / GEN (>8) / IMP (>8) / LVX (>4) / MER (>32) / PPT 
(>64/4). 

 

KP-E1 

K4-A5/P3 02/06/2021 UTI SRAG P. Cateter blaNDM 
AMP (>16) / AMP+SUL (>16/8) / CEF (>16) / CET (>16) / CTX (>4) / CIP 

(>2) / ERT (>1) / GEN (>8) / IMP (>8) / LVX (4) / MER (32) / PPT (>64/4). 
KP-E1 

 

K39-A5/P11 

 

29/09/2021 

 

UTI SRAG 

 

P. Cateter 

 

blaNDM 

AMI (>32) / AMP (>16) / AMP+SUL (>16/8) / CFZ (>8) / CEF (>16) / CET 

(>16) / CAV (R) / CTX (>4) / CIP (>2) / ERT (>1) / GEN (>8) / IMP (>8) / 

LVX (>4) / MER (>32) / PPT (>64/4) / POLB (8) / SUT (>2/38). 

 

KP-E11 

 

K41-A5/P13 

 

05/10/2021 

 

UTI 

 

Sec. de Ferida 

 

blaNDM 

AMI (>32) / AMP (>16) / AMP+SUL (>16/8) / CFZ (>8) / CEF (>16) / CET 
(>16) / CTX (>4) / CIP (>2) / ERT (>1) / GEN (>8) / IMP (>8) / LVX (>4) / 

MER (>32) / PPT (>64/4) / SUT (>2/38). 

 

KP-E2 

 

K56-A5/P15 

 

09/12/2021 
Clínica 

Vascular 

 

Tecido 

 

blaNDM 

AMI (>32) / AMP (>16) / AMP+SUL (>16/8) / CEF (>16) / CET (>16) / 

CAV (R) / CTX (>4) / CIP (>2) / ERT (>1) / GEN (>8) / IMP (>8) / LVX 

(>4) / MER (>32) / PPT (>64/4) / SUT (>2/38). 

 

KP-E13 

 

P1-A4/P19 

 

17/05/2021 

 

UTI SRAG 

 

Sangue 
blaKPC e 
blaNDM 

AMI (>32) / AMP (>16) / AMP+SUL (>16/8) / CEF (>16) / CET (>16) / 

CTX (>4) / CIP (>2) / ERT (>1) / FG6 (64) / IMP (>8) / LVX (>4) / MER / 

PPT (>64/4) / SUT (>2/38). 

 

PM-E5 

 

P3-A4/P21 

 

13/06/2021 

 

UTI SRAG 

 

P. Cateter 
blaKPC e 
blaNDM 

AMI (>32) / AMP (>16) / AMP+SUL (>16/8) / CEF (16) / CET (>16) / CAV 
(R) / CTX (>4) / CIP (>2) / ERT (>1) / FG6 (64) / GEN (>8) / IMP (>8) / 

LVX (>4) / PPT (>64/4) / SUT (>2/38). 

 

PM-E2 

 

P4-A4/P22 

 

02/07/2021 
Enfermaria 

covid 

 

Urina 

 

blaNDM 

AMI (>32) / AMP (>16) / AMP+SUL (>16/8) / CEF (8) / CET (>16) / CTX 

(>4) / CIP (>2) / ERT (>1) / FG6 (>64) / GEN (>8) / IMP (>8) / LVX (>4) / 

PPT (>64/4) / SUT (>2/38). 

 

PM-E4 

 

P5-A4/P23 

 

14/07/2021 

 

UTI SRAG 

 

Urina 

 

blaNDM 

AMI (>32) / AMP (>16) / AMP+SUL (>16/8) / CEF (8) / CET (>16) / CTX 

(>4) / CIP (>2) / ERT (>1) / FG6 (>64) / GEN (>8) / IMP (>8) / LVX (>4) / 

PPT (>64/4) / SUT (>2/38). 

 

PM-E7 
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S2-A2/P26 09/06/2021 UTI SRAG Frag. Ósseo blaKPC 
AMP (>16) / AMP+SUL (>16/8) / CEF (8) / CET (>16) / CTX (>4) / CIP 

(>2) / ERT (>1) / GEN (>8) / IMP (>8) / LVX (2) / MER (>32) PPT (>64/4). 
SM-E1 

 

S4-A2/P28 

 

20/08/2021 
Clínica 

Geral 

 

P. Cateter 

 

blaKPC 

AMI (>32) / AMP (>16) / AMP+SUL (>16/8) / CEF (>16) / CET (>16) / 

CTX (>4) / CIP (>2) / ERT (>1) / FG6 (64) / IMP (>8) / LVX (>4) / MER 

(>32) / PPT (>64/4). 

 

SM-E2 

 

S7-A2/P31 

 

20/11/2021 
Cirurgia 

Vascular 

 

Tecido 

 

blaKPC 

AMI (>32) / AMP (>16) / AMP+SUL (>16/8) / CEF (>16) / CET (>16) / 

CTX (>4) / CIP (>2) / ERT (>1) / FG6 (64) / IMP (>8) / LVX (>4) / MER 

(>32) / PPT (>64/4). 

 

SM-E1 

 

PS1-A2/P19 

 

18/05/2021 

 

UTI SRAG 

 

P. Cateter 

 

blaKPC 

AMP (>16) / AMP+SUL (>16/8) / CEF (>16) / CET (>16) / CTX (>4) / CIP 
(>2) / ERT (>1) / GEN (8) / IMP (>8) / LVX (>4) / MER (32) / PPT (>64/4) / 

SUT (2/38). 

 

PS1-E5 

 

PS3-A2/P35 

 

30/08/2021 

 

Cardio 

 

Prótese (MI) 
blaKPC e 
blaNDM 

AMI (>32) / AMP (>16) / AMP+SUL (>16/8) / CEF (>16) / CET (>16) / 

CTX (>4) / CIP (>2) / ERT (>1) / GEN (8) / IMP (>8) / LVX (>4) / MER (32) 
/ PPT (>64/4) / SUT (2/38). 

 

PS3-E4 

 

PR1-A2/P38 

 

30/08/2021 
Clínica 

Vascular 

 

Frag. Ósseo 

 

blaNDM 

AMI (>32) / AMP (>16) / AMP+SUL (>16/8) / CEF (>16) / CET (>16) / 

CTX (>4) / CIP (>2) / ERT (>1) / FG6 (64) / GEN (8) / IMP (>8) / LVX (>4) 
/ MER (32) / PPT (>64/4) / SUT (2/38). 

 

PR1-E1 

 

PR2-A2/P39 

 

04/10/2021 

 

UTI 

 

P. Cateter 

 

blaNDM 

AMP (>16) / AMP+SUL (>16/8) / CEF (>16) / CET (>16) / CTX (>4) / CIP 

(>2) / ERT (>1) / FG6 (64) / GEN (8) / IMP (>8) / LVX (>4) / MER (32) / 
PPT (>64/4) / SUT (2/38). 

 

PR2-E2 

 

PR3-A2/P38 

 

13/10/2021 

 

UTI 

 

Sec. de Ferida 

 

blaNDM 

AMI (>32) / AMP (>16) / AMP+SUL (>16/8) / CET (>16) / CTX (>4) / CIP 

(>2) / ERT (>1) / GEN (8) / IMP (>8) / LVX (>4) / MER (>32) / PPT (>64/4) 
/ SUT (2/38). 

 

PR3-E3 

EC1-A1/P40 29/06/2021 UTI SRAG Urina blaKPC 
AMP+SUL (>16/8) / CEF (8) / CET (>16) / CTX (>4) / CIP (>2) / ERT (>1) / 

IMI (4) / LVX (>4) / PPT (>64/4) / SUT (2/38). 
EC1-E1 

K1-A5; K3-A5; K4-A5; K39-A5; K41-A5 e K56-A5 – Klebsiella pneumoniae; P1-A4; P3-A4; P4-A4 e P5-A4 – Proteus mirabilis; S2-A2; S4-A2 e S7-A2 – Serratia 

marcescens; PS1-A2 e PS3-A5 – Providencia stuartii; PR1-A2 e PR3-A2 – Providencia rettgeri; EC1-A1 Enterobacter cloacae. *Antimicrobianos que as bactérias foram 

resistentes: (AMI) Amicacina; (AMP) Ampicilina; (AMP+SUB) Ampicilina+Sulbactam; (CFZ) Cefazolina; (CEF) Cefepima; (CET) Ceftazidima; (CAV) Ceftazidima- 

Avibactam; (CTX) Ceftriaxona; (CIP) Ciprofloxacina; (COL) Colistina; (ERT) Ertapenem; (FG6) Fosfomicina com G6P; (GEN) Gentamicina; (IMP) Imipenem; (LVX) 

Levofloxacina; (MER) Meropenem; (PPT) Piperacilina+Tazobactam; (POLB) Polimixina B; (SUT) Trimetroprim+Sulfametoxazol. 1ERIC-PCR: KP = Klebsiella pneumoniae; 

PM = Proteus mirabilis; SM = Serratia marcescens; PS = Providencia stuartii; PR = Providencia rettgeri; EC = Enterobacter cloacae. 
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Tabela 2: Origem das amostras de pacientes sem covid-19, perfil de resistência e ERIC-PCR de isolados clínicos de Enterobacterales provenientes de diferentes sítios de infecção 

de pacientes em um hospital público de Recife-PE, Brasil 

 

Isolado/ 

Paciente 

Data da 

Coleta 

 

Setor 
Origem da 

amostra 

PCR para 

genes de 

Resistência 

 

*Perfil de Resistência CIM 
1 Perfil de 

ERIC-PCR 

 

K25-A5/P8 

 

06/07/2021 
Emergência 

Cardio 

 

Urina 

 

blaNDM 

AMP (>16) / AMP+SUL (>16/8) / CEF (>16) / CET (>16) / CAV (R) / CTX 

(>4) / CIP (>2) / ERT (>1) / IMP (>8) / LVX (>4) / MER (>32) / PPT (>64/4) 
/ SUT (>2/38). 

 

KA-E1 

 

K59-A5/P16 

 

22/12/2021 

 

UCO 2 

 

Urina 

 

blaNDM 

AMP (>16) / AMP+SUL (>16/8) / CFZ (>8) / CEF (>16) / CET (>16) / CTX 

(>4) / CIP (>2) / ERT (>1) / IMP (>8) / LVX (>4) / MER (>32) / PPT (>64/4) 
/ SUT (>2/38). 

 

KP-E15 

K61-A5/P18 09/12/2021 
Clínica 

Vascular 
Frag. Ósseo blaNDM 

AMP (>16) / AMP+SUL (>16/8) / CEF (>16) / CET (>16) / CAV (R) / CTX 

(>4) / CIP (>2) / ERT (>1) / IMP (>8) / LVX (>4) / MER (>32) / PPT (>64/4). 
KP-E16 

 

P6-A4/P24 

 

06/07/2021 

 

UTI 

 

Sec. Traqueal 

 

blaKPC 

AMI (>32) / AMP (>16) / AMP+SUL (>16/8) / CEF (>16) / CET (>16) / CTX 

(>4) / CIP (>2) / ERT (>1) / GEN (>8) / IMP (>8) / LVX (>4) / MER (>32) / 

PPT (>64/4) / SUT (>2/38). 

 

PM-E6 

 

P7-A4/P12 

 

16/07/2021 

 

UTI 

 

P. de Cateter 

 

blaKPC 

AMI (>32) / AMP (>16) / AMP+SUL (>16/8) / CEF (>16) / CET (>16) / CTX 

(>4) / CIP (>2) / ERT (>1) / GEN (>8) / IMP (>8) / LVX (>4) / MER (>32) / 
PPT (>64/4) / SUT (>2/38). 

 

PM-E1 

S1-A2/P25 09/06/2021 UTI SRAG Sangue blaKPC 
AMI (>32) / AMP (>16) / AMP+SUL (>16/8) / CEF (>16) / CET (>16) / CTX 

(>4) / CIP (>2) / ERT (>1) / IMP (>8) / LVX (>4) / MER (>32) / PPT (>64/4). 
SM-E2 

 

S5-A2/P29 

 

04/10/2021 

 

UTI 

 

Sec. Traqueal 

 

blaKPC 

AMI (>32) / AMP (>16) / AMP+SUL (>16/8) / CEF (>16) / CET (>16) / CTX 

(>4) / CIP (>2) / ERT (>1) / FG6 (>64) / IMP (>8) / LVX (>4) / MER (>32) / 

PPT (>64/4). 

 

SM-E4 

S6-A2/P30 10/10/2021 UTI L. Cavitário blaKPC 
AMI (>32) / AMP (>16) / AMP+SUL (>16/8) / CEF (>16) / CET (>16) / CTX 

(>4) / CIP (>2) / ERT (>1) / GEN (>8) / IMP (>8) / LVX (2) / PPT (>64/4). 
SM-E3 

S8-A2/P32 25/11/2021 UTI Sangue blaKPC 
AMI (>32) / AMP (>16) / AMP+SUL (>16/8) / CEF (>16) / CET (>16) / CTX 

(>4) / CIP (>2) / ERT (>1) / FG6 (>64) / LVX (2) / MER (>32) / PPT (>64/4). 
SM-E5 

 

MM1-A1/P33 

 

20/09/2021 

 

UTI SRAG 

 

Sec. Traqueal 

 

blaKPC 

AMP (>16) / AMP+SUL (>16/8) / CEF (>16) / CTX (>4) / CIP (>2) / ERT 

(>1) / FG6 (>64) / GEN (>8) / IMP (>8) / LVX (2) / MER (>32) / PPT (>64/4) 
/ SUT (>2/38). 

 

MM-E1 

 

PS2-A2/P12 

 

09/08/2021 

 

UTI 

 

P. Cateter 
blaKPC e 
blaNDM 

AMP (>16) / AMP+SUL (>16/8) / CEF (>16) / CTX (>4) / CIP (>2) / ERT 

(>1) / FG6 (>64) / GEN (>8) / IMP (>8) / LVX (2) / MER (32) / PPT (>64/4) / 

SUT (>2/38). 

 

PS-E2 

 

PS4-A2/P36 

 

17/11/2021 

 

UTI 

 

Tecido 
blaKPC e 
blaNDM 

AMP (>16) / AMP+SUL (>16/8) / CEF (>16) / CTX (>4) / CIP (>2) / ERT 

(>1) / FG6 (>64) / GEN (>8) / IMP (>8) / LVX (2) / MER (32) / PPT (>64/4) / 
SUT (>2/38). 

 

PS-E1 
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PS5-A2/P37 

 

18/01/2022 

 

CARDIO 

 

Tecido 
blaKPC e 
blaNDM 

AMI (16) / AMP (>16) / AMP+SUL (>16/8) / CEF (>16) / CTX (>4) / CIP 
(>2) / ERT (>1) / FG6 (>64) / GEN (>8) / IMP (>8) / LVX (2) / MER (32) / 

PPT (>64/4) / SUT (>2/38). 

 

PS-E3 

 

EC2-A1/P41 

 

20/12/2021 
Clínica 

Cardio covid 

 

Sangue 
blaNDM e 
blaKPC 

AMI (16) / AMP (>16) / AMP+SUL (>16/8) / CEF (>16) / CTX (>4) / CIP 

(>2) / ERT (>1) / GEN (>8) / IMP (4) / LVX (2) / MER (32) / PPT (>64/4) / 

SUT (>2/38). 

 

EC-E2 

K25-A5; K59-A5 e K61-A5 – Klebsiella pneumoniae; P6-A4 e P7-A4 – Proteus mirabilis; S1-A2; S5-A2; S6-A2 e S8-A2 – Serratia marcescens; MM1-A1 – Morganella 

morganii; PS2-A2; PS4-A5 e PS5-A5 – Providencia stuartii; EC2-A1 Enterobacter cloacae. *Antimicrobianos que as bactérias foram resistentes: (AMI) Amicacina; (AMP) 

Ampicilina; (AMP+SUB) Ampicilina+Sulbactam; (CFZ) Cefazolina; (CEF) Cefepima; (CET) Ceftazidima; (CAV) Ceftazidima-Avibactam; (CTX) Ceftriaxona; (CIP) 

Ciprofloxacina; (COL) Colistina; (ERT) Ertapenem; (FG6) Fosfomicina com G6P; (GEN) Gentamicina; (IMP) Imipenem; (LVX) Levofloxacina; (MER) Meropenem; (PPT) 

Piperacilina+Tazobactam; (POLB) Polimixina B; (SUT) Trimetroprim+Sulfametoxazol. 1ERIC-PCR: KA = Klebsiella aerogenes; KP = Klebsiella pneumoniae; PM = Proteus 

mirabilis; SM = Serratia marcescens; MM = Morganella morganii; PS = Providencia stuartii; EC = Enterobacter cloacae. 
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Tabela 3: Colonização (swab retal) em pacientes com e sem covid-19, origem das amostras, testes fenotípicos de resistência, genes de resistência, motivo de alta dos pacientes, 

perfil de resistência e ERIC-PCR. 

 

Isolado/ 

Paciente 

Data de 

Coleta 

Origens das 

amostras 

¹Fenótipo de 

Resistência 

²Genes de 

resistência 

RT-PCR 

para Sars- 

CoV-2 

Motivo de 

Alta 

³Perfil de resistência CIM 4ERIC- 

PCR 

 

K2-A5/P2 

 

18/05/2021 

 

UTI SRAG 2 

 

MBL 

 

blaNDM 

 

POS 

 

MELHORA 

AMP (>16) / AMP+SUL (>16/8) / CEF (>16) / CET (>16) / CTX 
(>4) / CIP (>2) / ERT (>1) / GEN (>8) / IMP (>8) / LVX (>4) / 

MER (>32) / PPT (>64/4) / SUT (>2/38). 

 

KP-E4 

 

K5-A5/P4 

 

02/06/2021 

 

UTI SRAG 2 

 

KPC 

 

blaKPC 

 

POS 

 

MELHORA 

AMP (>16) / AMP+SUL (>16/8) / CEF (>16) / CET (>16) / CTX 

(>4) / CIP (>2) / ERT (>1) / FG6 (64) / GEN (>8) / IMP (>8) / LVX 

(>4) / MER (>32) / PPT (>64/4) / SUT (>2/38). 

 

KP-E5 

 

K17-A5/P5 

 

22/06/2021 

 

UTI SRAG 2 

 

MBL 

 

blaNDM 

 

POS 

 

ÓBITO 

AMP (>16) / AMP+SUL (>16/8) / CEF (>16) / CET (>16) / CTX 

(>4) / CIP (>2) / ERT (>1) / FG6 (64) / GEN (>8) / IMP (>8) / LVX 

(>4) / MER (>32) / PPT (>64/4) / SUT (>2/38). 

 

KP-E6 

 

K18-A5/P6 

 

22/06/2021 

 

UTI SRAG 2 

 

MBL 

 

blaNDM 

 

POS 

 

MELHORA 

AMP (>16) / AMP+SUL (>16/8) / CEF (>16) / CET (>16) / CTX 
(>4) / CIP (>2) / ERT (>1) / GEN (>8) / IMP (>8) / LVX (>4) / 

MER (>32) / PPT (>64/4) / SUT (>2/38). 

 

KP-E7 

K24-A5/P7 09/07/2021 UTI SRAG 2 MBL blaNDM NEG MELHORA IMP (>8) / MER (>32). KP-E8 

 

K26-A5/P9 

 

05/08/2021 

 

UTI 

 

MBL 

 

blaNDM 

 

POS 

 

ÓBITO 

AMP (>16) / AMP+SUL (>16/8) / CFZ (>8) / CEF (>16) / CET 

(>16) / CTX (>4) / CIP (>2) / ERT (>1) / GEN (>8) / IMP (>8) / 

MER (>32) / PPT (>64/4). 

 

KP-E9 

 

K27-A5/P14 

 

07/07/2021 

 

UTI 

 

MBL 

 

blaNDM 

 

NEG 

 

ÓBITO 

AMP (>16) / AMP+SUL (>16/8) / CEF (>16) / CET (>16) / CTX 

(>4) / CIP (>2) / ERT (>1) / GEN (>8) / IMP (>8) / LVX (>4) / 

MER (>32) / PPT (>64/4) / SUT (>2/38). 

 

KP-E10 

 

K40-A5/P12 

 

15/07/2021 

 

UTI 

 

MBL 
blaKPC; 

blaNDM; 

 

NEG 

 

ÓBITO 
AMI (>32) / AMP (>16) / AMP+SUL (>16/8) / CEF (>16) / CET 

(>16) / CIP (>2) / ERT (>1) / GEN (>8) / IMP (>8) / LVX (>4) / 
MER (>32) / PPT (>64/4). 

 

KP-E2 

 

K42-A5/P14 

 

07/10/2021 

 

UTI 

 

MBL 

 

blaNDM 

 

NEG 

 

MELHORA 

AMI (>32) / AMP (>16) / AMP+SUL (>16/8) / CFZ (>8) / CEF 

(>16) / CET (>16) / CTX (>4) / CIP (>2) / ERT (>1) / GEN (>8) / 
IMP (>8) / LVX (>4) / MER (>32) / PPT (>64/4) / SUT (>2/38). 

 

KP-E14 

 

K60-A5/P17 

 

16/12/2021 

 

Cardio 

 

KPC 

 

blaKPC 

 

NEG 

 

MELHORA 

AMP (>16) / AMP+SUL (>16/8) / CFZ (>8) / CEF (>16) / CET 

(>16) / CAV (R) / CTX (>4) / CIP (>2) / ERT (>1) / GEN (>8) / 

IMP (>8) / LVX (>4) / MER (>32) / PPT (>64/4) / SUT (>2/38). 

 

KP-E15 

 

P2-A4/P20 

 

02/06/2021 

 

UTI SRAG 

 

MBL 

 

blaNDM 

 

POS 

 

MELHORA 

AMI (>32) / AMP (>16) / AMP+SUL (>16/8) / CEF (>16) / CET 

(>16) / CTX (>4) / CIP (>2) / ERT (>1) / GEN (>8) / IMP (>8) / 
MER (>32) / PPT (>64/4) / SUT (>2/38). 

 

PM-E3 



55 
 

 

 
 

S3-A2/P27 

 

15/06/2021 

 

UTI SRAG 

 

Negativo 

 

blaKPC 

 

POS 

 

MELHORA 

AMI (>32) / AMP (>16) / AMP+SUL (>16/8) / CEF (>16) / CET 
(>16) / CTX (>4) / CIP (>2) / ERT (>1) / FG6 (64) / GEN (>8) / 

IMP (>8) / LVX (>4) / MER (>32) / PPT (>64/4). 

 

SM-E2 

K2-A5; K5-A5; K17-A5; K18-A5; K24-A5; K26-A5; K27-A5; K40-A5; K42-A5 e K60-A5 – Klebsiella pneumoniae; P2-A4 – Proteus mirabilis; S3-A2 – Serratia marcescens; 

¹Fenótipo de Resistência: Foram utilizados o ácido fenilborônico (AFB) e o ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), para a identificação fenotípica das enzimas KPC e 

MBL respectivamente. ²Genes de resistência: foram detectados através da técnica de PCR. ³Antimicrobianos que as bactérias foram resistentes: (AMI) Amicacina; (AMP) 

Ampicilina; (AMP+SUB) Ampicilina+Sulbactam; (CFZ) Cefazolina; (CEF) Cefepima; (CET) Ceftazidima; (CAV) Ceftazidima-Avibactam; (CTX) Ceftriaxona; (CIP) 

Ciprofloxacina; (COL) Colistina; (ERT) Ertapenem; (FG6) Fosfomicina com G6P; (GEN) Gentamicina; (IMP) Imipenem; (LVX) Levofloxacina; (MER) Meropenem; (PPT) 

Piperacilina+Tazobactam; (POLB) Polimixina B; (SUT) Trimetroprim+Sulfametoxazol. . 4ERIC-PCR:KP = Klebsiella pneumoniae; PM = Proteus mirabilis; SM = Serratia 

marcescens. 
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Comparação entre pacientes com e sem covid-19 oriundos de infecção e 

colonização. 

Dados dos pacientes com infecção bacteriana, com ou sem covid-19, demonstram que 

percentualmente o gene o blaKPC foi mais frequentemente detectado em pacientes sem covid- 

19, enquanto o gene blaNDM foi mais detectado em pacientes com covid-19. Com relação a 

colonização ocorreu semelhança do percentual entre os isolados provenientes de pacientes com 

e sem covid-19 (Tabela 4). Demonstrando a ampla disseminação do gene blaNDM, em relação 

ao gene blaKPC, em todos os agrupamentos. 

Tabela 4: Comparação entre pacientes com e sem covid-19 oriundos de infecção e colonização por 

isolados clínicos de Enterobacterales. 

 
 

Infecção e covid-19 “+” Infecção e covid-19 “-” 

blaKPC 31,58% blaKPC 50% 

blaNDM 52,63% blaNDM 21,43% 

blaKPC / blaNDM 15,80% blaKPC / blaNDM 28,57% 

Colonização e covid-19 “+” Colonização e covid-19 “-” 

blaKPC 28,57% blaKPC 20% 

blaNDM 71,42% blaNDM 60% 

blaKPC / blaNDM -- blaKPC / blaNDM 20% 

 

 
Tipagem molecular dos isolados clínicos por ERIC-PCR e relação com dados dos 

pacientes. 

Foram identificados diferentes perfis genéticos por ERIC-PCR nos isolados clínicos de 

Enterobacterales. Analisando os isolados de K. pneumoniae (n=18), foram identificados 16 

perfis genéticos, denominados KP-E1 até KP-E16. Ao analisar a relação clonal, observou-se 

que no perfil KP-E1, os isolados K3-A5 e K4-A5, provenientes de infecção, apresentaram 100% 

de similaridade. Ambos os isolados de K. pneumoniae (K3-A5 e K4-A5) foram obtidos de um 

mesmo paciente, colhidos a partir de amostras e datas distintas (Tabela 2). O perfil KP-E2 foi 

composto por dois isolados (K40-A5 e K41-A5) com similaridade de 100% entre eles. Um 

terceiro perfil KP-E11 (K39-A5), apresentou mais de 80% de similaridade. Esses três isolados 

(K40-A5, colonização, K41-A5 e K39-A5 ambas de infecção) foram obtidos a partir de 

pacientes distintos (P11, P12 e P13), internados nos setores UTI (P12 e P13) e UTI SRAG 

(P11). A paciente P12 foi internada no dia 01/07/2021 e em 15/07/2021 o isolado K40-A5 foi 

identificado do swab retal. Essa paciente evoluiu a óbito no dia 28/08/2021. Outra paciente, 

P13, foi admitida no hospital no dia 28/07/2021 e em 05/10/2021 foi isolado o K41-A5 de uma 
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cultura de ponta de cateter. A paciente evoluiu a óbito no dia 19/10/2021. Um terceiro paciente 

(P11), que deu entrada no hospital no dia 27/08/2021, apresentou em 29/09/2021 o isolado K39- 

A5 identificado a partir de uma cultura de ponta de cateter. O paciente evoluiu a óbito no dia 

15/11/2021 (Figura 2a). 

Nas oito cepas de S. marcescens do estudo, foram identificados cinco perfis genéticos 

diferentes SM-E1, SM-E2, SM-E3, SM-E4 e SM-E5. Dois desses perfis foram compostos por 

isolados com relação clonal: o perfil SM-E1 composto pelos isolados S2-A2 e S7-A2 e o perfil 

SM-E2 composto pelos isolados S1-A2, S3-A2 e S4-A2 (Figura 2b). O perfil SM-E1 é 

composto por isolados que foram recuperados de dois pacientes (P26 e P31). Um paciente foi 

internado na UTI SRAG e o outro no setor de cirurgia vascular, respectivamente. O paciente 

P26 deu entrada no dia 15/05/2021, com recuperação do isolado de S. marcescens S2-A2 em 

um fragmento ósseo no dia 09/06/2021. No entanto, o paciente evoluiu a óbito no dia 

19/06/2021. O paciente P31, deu entrada no dia 14/06/2021 e o isolado S7-A2 foi obtido de 

uma cultura de tecido. No dia 25/11/2021, o paciente evoluiu com melhora e recebeu alta. 

Ambos os isolados foram positivos para o gene blaKPC. 

Os isolados de S. marcescens S1-A2, S3-A2 e S4-A2 foram oriundos dos pacientes P25, 

P27 e P28 respectivamente, formando o perfil SM-E2. O paciente P25 deu entrada no dia 

08/05/2021 na UTI SRAG. Em 15/06/2021, houve recuperação do isolado S1-A2 de uma 

hemocultura. O paciente foi transferido no dia 17/05/2021. Por outro lado, o isolado S3-A2 da 

paciente P27 que deu entrada no dia 05/06/2021, teve origem em uma cultura de vigilância 

(Swab retal) realizada no dia 15/06/2021, na UTI SRAG. A paciente evoluiu com alta no dia 

24/06/2021. O paciente P28, foi internado no Setor de Clínica Geral no dia 14/06/2021. Em 

20/08/2021, obteve-se o isolado S4-A2 de uma ponta de cateter, com alta por melhora no dia 

25/11/2021. Todas as cepas possuíam o gene blaKPC. 

Com relação as sete cepas de P. mirabilis e cinco cepas de P. stuartii todas apresentaram perfis 

genéticos distintos pela ERIC-PCR, o que demonstra um perfil multiclonal. Mesmo 

apresentando algum nível de similaridade genética (Figura 1c e Figura 1d), não foi verificada 

a presença de relação clonal entre os isolados. 
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b 

a 

Figura 1. Dendrograma gerado a partir dos resultados obtidos por ERIC-PCR utilizando o software Darwin 6.0. 

a. Relação entre os perfis dos isolados clínicos de K. pneumoniae resistentes aos carbapenêmicos provenientes de 

um hospital público de Recife-PE, Brasil. b. Relação entre os perfis dos isolados clínicos de S. marcescens 

resistentes aos carbapenêmicos provenientes de um hospital público de Recife-PE, Brasil. c. Relação entre os perfis 

dos isolados de P. mirabilis resistentes aos carbapenêmicos provenientes de Recife-PE, Brasil. d. Relação entre os 

perfis dos isolados de P. stuartii resistentes aos carbapenêmicos provenientes de Recife-PE, Brasil 
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Discussão 

 
Infecções causadas por cepas de Enterobacterales estão situadas entre as principais 

problemáticas enfrentadas no ambiente hospitalar. No entanto, os níveis de resistência 

aumentam ao longo dos anos (GLASS, 2021; ANVISA, 2022). As cepas de K. pneumoniae, 

quando comparadas a outros estudos que foram realizados no período de pandemia de covid- 

19, estão no topo dos patógenos mais isolados de Infecções Relacionadas à Assistência à saúde 

(IRAS) (GOMEZ-SIMMONDS et al., 2021; GRASSELLI et al., 2021; PINTADO et al., 2022). 

No presente estudo, a espécie que apresentou maior número de amostras resistentes aos 

carbapenêmicos foi a K. pneumoniae. Em recente levantamento de dados sobre os principais 

genes isolados de Enterobacterales na América do Sul, o principal isolado foi K. pneumoniae e 

o gene para carbapenemases mais frequentemente detectado foi o blaKPC. Adicionalmente, as 

cepas de S. marcescens, P. mirabilis e P. stuartii foram relatadas com uma baixíssima 

frequência em comparação a K. pneumoniae (REYES et al., 2020). Em estudo realizado na 

cidade de Recife-PE, Brasil, anteriormente ao período pandêmico da covid-19, foi observada 

grande semelhança entre as proporções das espécies de Enterobacterales isoladas, sendo K. 

pneumoniae a principal, seguida de S. marcescens e P. mirabilis (FIRMO et al., 2020). Estes 

estudos demonstram que, no mundo, essas espécies se destacam como importantes causadores 

de IRAS. 

As espécies de Enterobacterales isoladas, associadas aos genes de carbapenemases, 

descritas no presente estudo, demonstraram uma maior proporção de blaNDM quando comparado 

ao gene blaKPC nos isolados de K. pneumoniae, esses números são maiores do que os descritos 

na literatura (ZHANG et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2020; FIRMO et al., 2020; DUAN et al., 

2022). Essa tendência de aumento dos isolados positivos para blaNDM em relação a blaKPC, 

permaneceu na maioria das espécies do estudo, com exceção de M. morganii, E. cloacae e S. 

marcescens que apresentaram mais KPC. Os dados do presente estudo referentes aos isolados 

de S. marcescens encontram-se em concordância com outros trabalhos que também observaram 

a detecção do gene blaKPC em maior quantidade que o blaNDM nessa espécie (FIRMO et al., 

2020; PRADO et al., 2022). 

No presente estudo ao analisar as cepas de P. mirabilis com relação a ocorrência dos 

genes blaKPC e blaNDM, observou-se divergência quando comparadas aos dados da literatura 

(FIRMO et al., 2020; BELTRÃO et al., 2022), uma vez que o principal gene detectado no 

presente trabalho foi o blaNDM, e nos outros estudos citados foi o blaKPC. Em outros trabalhos 
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relacionados aos genes blaKPC e blaNDM em P. mirabilis, não foi possível estabelecer uma 

comparação (MANOHAR et al., 2017; JOHNNING et al., 2018; TSHITSHI et al., 2020 

CHINNAM et al., 2021; LI et al., 2022), visto que apresentaram um número limitado de 

amostras e, por vezes, não reportaram a presença de blaKPC ou blaNDM. 

Em relação às espécies de P. rettgeri e P. stuartii, os trabalhos na literatura ainda são 

limitados. Alguns dos estudos publicados são relatos de caso que não descrevem a presença de 

blaKPC ou blaNDM, enquanto outros são artigos de origem veterinária, tratando-se ainda das 

caracterizações de genomas de dois isolados (SAH et al., 2019; PIZA-BUITRAGO et al., 2020; 

CHEN et al., 2022). No presente estudo, as cepas do complexo E. cloacae apresentaram o 

blaKPC em um dos isolados, bem como foi identificada a presença concomitante de blaKPC e 

blaNDM em outro isolado. No que diz respeito aos genes, os dados da literatura demonstram que 

o gene blaNDM é mais comumente detectado nessas espécies (JIN et al., 2018; ZHANG et al., 

2018; GOMEZ-SIMMONDS et al., 2020;). Além disso, em poucos estudos é descrito a 

presença do blaNDM (JIN et al., 2018; ZHANG et al., 2018 GOMEZ-SIMMONDS et al., 2020). 

Adicionalmente, a substituição de blaKPC por blaNDM é relatada nesse estudo após o período 

pandêmico, onde a utilização exacerbada de antibióticos foi reportada e, possivelmente, 

contribuiu para o aumento da pressão seletiva de isolados que acumularam determinantes de 

resistência. 

No presente estudo, além da blaNDM-1, também foram detectadas as variantes blaNDM-5 e 

blaNDM-7. Que no caso da blaNDM-5 é o primeiro relato em P. mirabilis nas américas, no complexo 

E. cloacae é o primeiro relato fora do continente asiático. Estas duas últimas variantes possuem 

espectro hidrolítico aumentado aos carbapenêmicos, quando comparados com o blaNDM-1 

(NORDMANN; POIREL, 2014). Em estudo comparativo, foi levantada a hipótese de que a 

substituição dos aminoácidos é um dos responsáveis pelo aumento da hidrólise (RAHMAN et 

al., 2014). Além disso, foi demonstrado que o acúmulo de outros genes de resistência pode 

influenciar juntamente com as variantes (RAHMAN et al., 2014). No entanto, em dois estudos 

conduzidos na Índia, acerca da cinética da enzima NDM-5 e NDM-7, foi verificado que a troca 

realizada na posição E152A (Glutamato por Alanina) afetou negativamente a atividade de 

hidrólise da NDM-5 e NDM-7 contra betalactâmicos, inferindo que são resíduos chave para a 

atividade da carbapenemase (KUMAR et al., 2017; KUMAR et al., 2019). 

Na Espanha, no Brasil e na China foram descritos isolados de K. pneumoniae e E. coli 

portadores de blaNDM-7 associados ao blaKPC-2 (ESPINAL et al., 2018; JOHNNING et al., 2018; 
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PÉREZ-VÁZQUEZ et al., 2019; RODRIGUES et al., 2021; WANG et al., 2022). O gene 

blaNDM-5 foi detectado em isolados de E. coli, K. aerogenes, K. pneumoniae, em três hospitais 

da China: dois terciários e uma UTI neonatal (WANG et al., 2019; KONG et al., 2019). 

Adicionalmente, foi evidenciada a presença do blaNDM-5 em cepas hipervirulentas em outros 

dois serviços terciários (LI et al., 2020; YUAN et al., 2019). No Japão, foi descrita a emergência 

de cepas de K. aerogenes portadoras de blaNDM-5 (KAYAMA et al., 2022). Esses dados 

demonstram que as variantes do gene blaNDM encontram-se distribuídas mundialmente. 

A literatura descreve a presença de blaNDM-5 em várias espécies bacterianas distribuídas 

por diversos países do mundo. Entretanto, a presença desse gene em cepas de P. mirabilis e 

cepas do complexo E. cloacae, não foi descrita nas américas e fora do continente asiático, 

respectivamente. Estas informações se referem às pesquisas em bancos de dados mundiais 

(Pubmed/NCBI, Scielo, Google acadêmico e sequências de nucleotídeos depositadas na 

plataforma Nucleotide/NCBI) para manuscritos que relataram a presença dos isolados 

carreando blaNDM-5 Surpreendentemente, os manuscritos identificaram o P. mirabilis com o 

gene blaNDM-5 fora do continente americano, com publicações na Europa e na Ásia. Além disso, 

as cepas do complexo E. cloacae foram relatadas apenas na Ásia. Este é o primeiro relato de P. 

mirabilis com o gene blaNDM-5 nas Américas e do complexo E. cloacae fora da Ásia. (JIN et al., 

2018; VALETIN et al., 2018; SUN, XU e HE, 2019; CHEN et al., 2021; LOUCIF et al., 2022). 

A busca por diagnósticos mais rápidos e precisos, principalmente no que diz respeito à 

presença de enzimas de resistência, leva os laboratórios de microbiologia a utilizarem testes 

rápidos como o Teste Rápido Carba-NG-5, que detecta as principais carbapenemases) KPC, 

NDM, VIM, OXA, IMP). Estudos direcionados em investigar a especificidade e sensibilidade 

do Carba-NG-5 para as carbapenemases, demonstram índices de 84.6% e 100%, 

respectivamente, quando comparados a técnica de PCR convencional em tempo real (XU et al, 

2022; ZHU et al., 2021; KANAHASHI et al., 2021; HUANG et al., 2021; LIU et al., 2021), 

em concordância com os achados no presente estudo. No entanto, em se tratando da co- 

positividade, foi observado em um estudo na Itália 100% de similaridade entre a técnica de 

PCR convencional e o teste Carba-NG-5, entretanto os testes foram realizados pelos próprios 

pesquisadores em condições ideais, de crescimento sem interferentes como tempo e fatores 

interpretativos (VASILAKOPOULOU et al., 2021). 

No presente estudo, os dados acerca da ERIC-PCR, demonstram uma grande 

variabilidade do perfil genético de K. pneumoniae, P. mirabilis e S. marcescens, corroborando 
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com outros estudos realizados no Brasil (BELTRÃO et al., 2022; FIRMO et al., 2020; 

OLIVEIRA et al., 2020). A alta variabilidade reportada e uma relação clonal mínima, podem 

ocasionar uma maior dificuldade terapêutica, uma vez que não houve circulação dominante de 

um mesmo perfil genético e fenotípico de resistência. Essas cepas possuem origens distintas, 

com diferentes variantes dos genes de resistência e, algumas vezes, tais variantes blaNDM-5 e 

blaNDM-7, segundo Nordmann e Poirel (2014), possuem atividade enzimática aumentada contra 

os carbapenêmicos se comparadas a blaNDM-1. Essa alta variabilidade genética pode favorecer a 

transferência de diferentes variantes dos genes de resistência que tenham atividade enzimática 

mais efetiva. Além disso, ocorreu a presença de três isolados com perfil de similaridade genética 

superior a 80% em três pacientes distintos. Este achado sugere que houve disseminação clonal 

entre pacientes internados em dois setores distintos. 

Portanto, nesse estudo foram descritas várias espécies de Enterobacterales, resistentes 

aos carbapenêmicos, colonizando e como agentes de infecções em pacientes com covid-19 ou 

sem covid-19, predominando a K. pneumoniae. Destaca-se que houve mais detecções de blaNDM 

em relação ao blaKPC, e identificação de novas variantes no continente americano, blaNDM-5 e 

blaNDM-7 o que mostra um aumento da disseminação e de mutações do gene blaNDM em 

Enterobacterales em Recife-PE, Brasil. A ocorrência da alta heterogeneidade genética dos 

isolados clínicos do presente estudo pode indicar diversas origens nas fontes de contaminação 

no ambiente hospitalar, principalmente quanto a K. pneumoniae. 
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6 CONCLUSÕES 

• A presença dos genes de resistência blaNDM e blaKPC, observada nos isolados clínicos de 

Enterobacterales provenientes de colonização e infecção, em pacientes com e sem covid- 

19, foi verificada com maior frequência em cepas de K. pneumoniae e S. marcescens, 

respectivamente. O perfil de resistência tanto para cepas oriundas de pacientes colonizados 

e com infecção foi bastante semelhante, tanto em relação à resistência fenotípica, quanto a 

presença de genes de resistência. 

• As cepas oriundas de pacientes com covid-19, de infecção ou colonização, carrearam o gene 

blaNDM em maior frequência. 

• Todos os isolados do presente estudo possuíram a presença de uma ou mais carbapenemases 

advindas de pacientes com ou sem covid-19. O sequenciamento demonstrou que este é o 

primeiro estudo que identificou a presença de blaNDM-5 em P. mirabilis e E. cloacae, 

respectivamente, nas Américas e fora da Ásia. 

• A comparação entre a PCR e o teste rápido Carba-5-NG demonstrou elevada sensibilidade 

e especificidade do teste para as cepas que possuíam uma única carbapenemase. Na 

presença de mais de uma, ocorreu uma queda significativa da sensibilidade, fato este que 

pode dificultar o diagnóstico correto. 

• A alta variabilidade genética por ERIC-PCR descrita no presente estudo é forte indicativo 

de variadas fontes de contaminação, uma vez que todas as espécies de Enterobacterales 

foram MDR e contaram com a presença de um ou mais genes de resistência. 
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Abstract: 

 
Introduction: The SARS-CoV-2 pandemic brought with it several problems related to 

the hospitalization of patients, as many patients are colonized and develop co-infections by 

gram-negative bacteria, which may or may not be related to clonal strains. This study 

investigated the presence of the main beta-lactam antibiotic resistance genes and enzymes, as 

well as the clonal relationship between clinical isolates of the Enterobacterales order, obtained 

from patients with and without covid-19 in a hospital in northeastern Brazil, between 2021 and 

2022. Methods: 45 clinical isolates resistant to carbapenems were analyzed. The DNA of the 
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isolates was extracted and subjected to PCR and amplicon sequencing (blaNDM). Results: 

Among the clinical isolates, the most frequently isolated species were Klebsiella pneumoniae, 

Serratia marcescens and Proteus mirabilis. There was detection of blaNDM (46.66%), blaKPC 

(35.55%) and both (17.79%) (17.79%). Typing by ERIC-PCR showed multiclonal 

dissemination and high genetic variability in the isolates. The main resistance gene detected 

was blaNDM, with the presence of variants of blaNDM-5 and blaNDM-7, being the first report of 

blaNDM-5 in strains of P. mirabilis and the E. cloacae complex in the Americas and outside Asia 

respectively. Conclusions: Therefore, in this study, several species of Enterobacterales were 

described, resistant to carbapenems, colonizing and as agents of infections in patients with or 

without covid-19, predominantly K. pneumoniae. It is noteworthy that there were more 

detections of blaNDM compared to blaKPC, which shows an increase in the dissemination and 

mutations of the blaNDM gene in Enterobacterales in Recife-PE, Brazil, as well as new variants 

of this gene, which until now have never been detected on the American continent. 

Keywords: blaNDM; covid-19; Hospital. 

 
Occurrence of blaNDM-1, blaNDM-5, blaNDM-7 and blaKPC-2 in clinical isolates of 

Enterobacterales with high genetic variability, from colonization and infection in patients with 

or without covid-19, from a hospital in Recife-PE, Brazil. 

Introduction 

 
Species of the Enterobacterales order are commonly associated with outbreaks in 

hospitalized patients, causing pulmonary, blood, urinary, wound infections or can even be 

related to septic shock1-2. The covid-19 pandemic resulted in the collapse and overcrowding of 

hospitals, which allowed the transmission of multidrug-resistant strains (MDR) and the 

worsening of conditions in public and private health networks worldwide, resulting in the deaths 

of millions of individuals3-6. 
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Resistance to carbapenems is one of the main problems faced in the hospital 

environment since these are last choice options. Such antimicrobials function as a strategic 

reserve of drugs for the treatment of infections caused by gram-negative bacteria. However, 

due to indiscriminate use in the world, a wide range of carbapenem-resistant enzymes have 

emerged, commonly found in the genera: Klebsiella, Proteus, Providencia, Pseudomonas and 

Escherichia. Among the carbapenemases, Klebsiella pneumoniae Carbapenemase (KPC) and 

New Delhi metallobetalactamase (NDM) stand out, which confer resistance to all beta-lactams, 

emphasizing that NDM does not degrade monobactams6-8. 

The high genetic variability of the Enterobacterales order, generated by mutation and 

recombination, enables a greater adaptive capacity. Worldwide, high rates of variability were 

observed in strains associated with the presence of genes for carbapenemases, from different 

sites of infection9-11. Several techniques are used to determine this bacterial genetic variability. 

Among them, the enterobacterial repetitive intergenic consensus-PCR (ERIC-PCR) technique, 

which determines the genetic profile and clonal relationship of bacterial isolates12. In Brazil, 

some studies have identified a high genetic variability of different species of Enterobacteriales, 

mainly in Klebsiella pneumoniae, followed by Proteus mirabilis13-15. 

In view of the high rates of MDR strains associated with resistance to carbapenems, 

during the covid-19 pandemic, this study aimed to investigate and compare the presence of the 

main genes and enzymes of carbapenem resistance, as well as the clonal relationship between 

the clinical isolates of the order Enterobacterales, from colonization and infection in patients 

with and without covid-19, of a public hospital in Recife-PE, northeastern Brazil, between 2021 

and 2022. 

Material and methods 

 
Bacterial isolates 
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Forty-five clinical isolates from the Enterobacterales order were selected and analyzed 

due to their being resistant to one or more carbapenems. These isolates were from different 

patients with positive or negative RT-PCR results for SARS-CoV-2, from a public hospital in 

Recife-PE, between 2021 and 2022. Such samples were from different sites of infection or 

colonization (rectal swab, surveillance culture), obtained by spontaneous demand from the 

hospital laboratory. The biochemical identification of the species of the isolates was performed 

using the automated BD PhoenixTM system. The isolates were kept in frozen stock at -70 ºC 

with 15% glycerol and Brain Heart Infusion (BHI). 

Antimicrobial susceptibility 

 

The minimum inhibitory concentration (MIC) for the antimicrobials: amikacin; 

amoxicillin-clavulanic acid; ampicillin; ampicillin/sulbactam; cefazolin; cefepime; 

cephalothin; cefotaxime; cefoxitin; ceftazidime; ceftazidime-avibactam; ceftriaxone; 

cefuroxime; ciprofloxacin; colistin; ertapenem; fosfomycin with G6P; gentamicin; imipenem; 

levofloxacin; meropenem; piperacillin-tazobactam; polymyxin B and trimethoprim- 

sulfamethoxazole was determined using the BD PhoenixTM automated equipment. And the 

susceptibility profile was interpreted according to the BRcast16. 

 

DNA extraction, PCR for resistance genes and amplicon sequencing 

 

Genomic DNA was extracted using a commercial kit “Wizard genomic DNA 

purification” (Promega). The PCR technique was conducted to detect the blaKPC, blaGES, blaOXA- 

48-LIKE, blaNDM, blaVIM and blaIMP resistance genes, using primers previously described17-20. The 

amplifications consisted of an initial temperature of 95 ºC for 5 minutes, 35 cycles comprising 

1 minute at 95 ºC, 1 minute for annealing at the temperature15, and 1 minute at 72 ºC. After the 

35 cycles, there was a final extension of 10 minutes at 72 °C. The PCR products were subjected 

to electrophoresis on a 1.0% agarose gel in TBE buffer (Tris-Borate 0.089M and EDTA 
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0.002M), added CyberSafe (Thermofisher, United Kingdom) and a constant voltage of 100v. 

The gels were visualized by using an ultraviolet light transilluminator. 

For DNA sequencing were selected 10 positive isolates for the blaNDM gene that did not 

show clonal relationship by ERIC-PCR and isolates from each species in which blaNDM was 

detected by PCR were also chosen. The amplicons were purified by the SV Gel and PCR Clean- 

Up System kit (Promega, USA) and sequenced by the deoxyribonucleotide chain termination 

method21. Nucleotide sequences were analyzed by Bioedit22, BLAST and ClustalW programs 

from the European Institute of Bioinformatics. Nucleotide sequences were deposited in 

GenBank with accession numbers: OQ421192, OQ355358, OQ747773, OQ747774, 

OQ747775, OQ747776 e OQ747777. 

ERIC-PCR 

 
Molecular typing to determine the genetic variability and clonal relationship of the 

isolates was performed using the ERIC-PCR technique, with primers previously described12. 

The amplification conditions were prepared in a total volume of 25 μl per tube, comprising: 

genomic DNA at 100ng/μl, 1.0U of Taq DNA polymerase enzyme (Promega, USA), 2mM 

dNTP (Promega, USA), 25mM MgCl2 and 10 µmol of primers. A negative control was 

included in each amplification run. The technique consisted of an initial temperature of 95 ºC 

for 3 minutes and 35 cycles, consisting of 1 minute at 92 ºC, 1 minute at 36 ºC, and 8 minutes 

at 72 ºC, after the 35 cycles, a cycle of final extension of 16 minutes at 72 °C. The amplification 

products were subjected to electrophoresis on a 1.5% agarose gel in Tris, Boric Acid and EDTA 

(TBE) buffer. The analysis of the fragments amplified by ERIC-PCR and the construction of 

the dendrogram were performed using the software GelAnalyzer23 and DARwin 6.0. 

(Supplementary material, Table 1). 

Results 
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Origin of the isolates 

 
Among the 45 isolates analyzed in the present study, K. pneumoniae was the most frequently 

isolated species (n=18/45), followed by Serratia marcescens (n=8/45) and P. mirabilis 

(n=7/45). These clinical isolates originated from infection (n=33/45) with sources including 

rectal swab (n=12/45), catheter tip (n=8/45), blood culture (n=6/45), urine culture (n=5/45) and 

others (n=14) (Tables 1 and 2) and colonization (n=12/45) (Table 3). 

All the clinical isolates from colonization (rectal swab) showed resistance to carbapenems 

(Ertapenem, Imipenem and Meropenem). The ones obtained from infections showed resistance 

to meropenem and the other carbapenems tested, except for one strain of S. marcescens (S6A2) 

(Tables 1, 2, and 3). 

Resistance genes detected 

 
Among the six carbapenemase resistance genes analyzed in this study, the blaKPC and blaNDM 

genes were detected. The blaNDM gene was detected more frequently (n=21; 46.66%) compared 

to the blaKPC gene (35.55%). Eight strains (17.77%) were co-carriers of both blaKPC and blaNDM. 

The blaNDM gene was found more frequently in K. pneumoniae isolates, followed by P. 

mirabilis and P. rettgeri. And the blaKPC gene was most commonly detected in S. marcescens 

and K. pneumoniae isolates. Additionally, 17.77% of the isolates studied carried both blaKPC 

and blaNDM genes, mainly in P. stuartii and P. mirabilis (Supplementary material, figure 1). 

The incidence of the genes by species showed that K. pneumoniae (n=18) was the main 

isolate carrying the blaNDM gene (n=14, 77.77%). This species also had the blaKPC gene (n=3, 

16.66%) and the co-presence of blaKPC and blaNDM (n=1, 5.55%). In P. mirabilis isolates (n=7), 

the blaKPC and blaNDM genes were detected at a rate of 28.57% (n=2) and 42.86% (n=3), 

respectively, with a co-presence of blaKPC and blaNDM at 28.57% (n=2). P. stuartii (n=5) carried 
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the blaNDM gene (n=1, 20%) and the co-presence of blaKPC and blaNDM (n=4, 80%). The isolates 

of E. cloacae (n=2) carried the genes blaKPC and blaNDM, concomitantly in one isolate and only 

the blaNDM gene in the other. All isolates of S. marcescens (n=8) carried the blaKPC gene, while 

isolates of P. rettgeri (n=3), K. aerogenes (n=1), and Morganella morganii (n=1) carried the 

blaNDM gene. (Supplementary material graphic 1). 

Sequencing of the blaNDM gene amplicons 

 
For DNA sequencing, 10 positive isolates for the blaNDM gene that did not show clonal 

relationship by ERIC-PCR were selected and isolates from each species in which blaNDM was 

detected by PCR were also chosen. Four isolates carrying the blaNDM-1 gene, five carrying the 

blaNDM-5 variant and one carrying the blaNDM-7 gene were identified. Of the five isolates that carried 

the blaNDM-5 gene, two were from K. pneumoniae (K40-A5 and K42-A5), two from P. mirabilis 

(P1-A4 and P5-A4) and one from E. cloacae (EC2-A1). The blaNDM-7 variant was detected in a 

K. pneumoniae isolate (K61-A5) (Table 2). 

 
Carba-NG Rapid Test and PCR technical comparison 

 

The results of specificity and sensitivity of rapid tests, when compared to the molecular test 

(PCR) for the blaKPC gene, were 92.30% and 91.66%, respectively. And for the blaNDM gene, it 

was 91.66% and 92.30%. Regarding the detection of simultaneous positivity for more than one 

carbapenemase, the values of specificity and sensitivity are 96.15% and 14.29%, respectively, 

revealing a discrepancy between the detection of enzymes and the presence of more than one 

carbapenemase, which is followed by tests using phenylboronic acid and 

ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) (Supplementary material Table 2 and Table 3) 
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Comparison between patients with and without covid-19 resulting from infection and 

colonization. 

Data from patients with bacterial infection, with or without covid-19, showed that the blaKPC 

gene was more frequently detected in patients without covid-19, while the blaNDM gene was 

more frequently detected in patients with covid-19. Regarding colonization, there was a 

similarity in the percentage of isolates from patients with and without covid-19 (Table 4). This 

demonstrates the widespread dissemination of the blaNDM gene compared to the blaKPC gene in 

all groups. 

Molecular typing of clinical isolates by ERIC-PCR and relationship with patients’ data 

 

Different genetic profiles were identified by ERIC-PCR in the clinical isolates of 

Enterobacterales. On analyzing the K. pneumoniae isolates (n=18), 16 genetic profiles were 

identified, named KP-E1 to KP-E16. When analyzing the clonal relationship, it was observed 

that in the KP-E1 profile, the K3-A5 and K4-A5 isolates showed 100% similarity. Both K. 

pneumoniae isolates (K3-A5 and K4-A5) were obtained from the same patient, collected from 

different samples and dates (Table 1). The KP-E2 profile consisted of two isolates (K40-A5 

and K41-A5) with 100% similarity between them. A third profile KP-E11 (K39-A5), showed 

more than 80% similarity. These three isolates (K40-A5, colonization, K41-A5 and K39-A5, 

both from infection) were obtained from different patients (P11, P12 and P13), admitted to the 

ICU sectors (P12 and P13) and SARS ICU (P11) sectors. Patient P12 was admitted on 

07/01/2021 and on 07/15/2021 the K40-A5 isolate was identified from the rectal swab. This 

patient died on 08/28/2021. Another patient, P13, was admitted to the hospital on 07/28/2021 

and on 10/05/2021 K41-A5 was isolated from a catheter tip culture. The patient died on 

10/19/2021. A third patient (P11), who was admitted to the hospital on 08/27/2021, presented 

on 09/29/2021 the K39-A5 isolate identified from a catheter tip culture. The patient died on 

11/15/2021 (Figure 1a). 
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In the eight strains of S. marcescens in the study, five different genetic profiles were 

identified SM-E1, SM-E2, SM-E3, SM-E4 and SM-E5. Two of these profiles consisted of 

isolates with clonal relationship: the SM-E1 profile comprised isolates S2-A2 and S7-A2 and 

the SM-E2 profile comprised isolates S1-A2, S3-A2 and S4-A2 (Figure 1b). The SM-E1 

profile consists of isolates that were recovered from two patients (P26 and P31). One patient 

was admitted to the SARS ICU and the other to the vascular surgery sector, respectively. Patient 

P26 was admitted on 05/15/2021, with recovery of the S. marcescens S2-A2 isolate in a bone 

fragment on 06/09/2021. However, the patient died on 06/19/2021. Patient P31 was admitted 

on 06/14/2021 and isolate S7-A2 was obtained from tissue culture. On 11/25/2021, the patient 

evolved with improvement and was discharged. Both isolates were positive for the blaKPC gene. 

The S. marcescens isolates S1-A2, S3-A2 and S4-A2 came from patients P25, P27 and 

P28 respectively, forming the SM-E2 profile. Patient P25 was admitted to the SRAG ICU on 

05/08/2021. On 06/15/2021, there was recovery of isolate S1-A2 from a blood culture. The 

patient was transferred on 05/17/2021. On the other hand, the S3-A2 isolate from patient P27 

who was admitted on 06/05/2021, originated from a surveillance culture (rectal swab) 

performed on 06/15/2021, in the SARS ICU. The patient was discharged on 06/24/2021. Patient 

P28 was admitted to the General Practice Sector on 06/14/2021. On 08/20/2021, isolate S4-A2 

was obtained from a catheter tip, with discharge due to improvement on 11/25/2021. All strains 

possessed the blaNDM gene. 

Regarding the seven strains of P. mirabilis and five strains of P. stuartii, all showed 

different genetic profiles by ERIC-PCR, which demonstrates a multiclonal profile. Even 

showing some level of genetic similarity (Figure 1c and Figure 1d), the presence of clonal 

relationship between the isolates was not verified. 

Discussion 
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Infections caused by Enterobacterales strains are among the main problems faced in the 

hospital environment. However, levels of resistance have increased over the years25,26. K. 

pneumoniae strains, when compared to other studies that were carried out during the covid-19 

pandemic, are at the top of the most isolated pathogens of Health-Care Associated Infections 

(HAIs)27-29. In the present study, the species that presented the highest number of samples 

resistant to carbapenems was K. pneumoniae. In a recent survey of data on the main genes 

isolated from Enterobacterales in South America, the main isolate was K. pneumoniae and the 

most frequently detected gene for carbapenemases was blaKPC. Additionally, strains of S. 

marcescens, P. mirabilis and P. stuartii have been reported at a very low frequency compared 

to K. pneumoniae30. In a study carried out in the city of Recife-PE, Brazil, prior to the pandemic 

period of covid-19, great similarity was observed between the proportions of the isolates of 

Enterobacterales species, with K. pneumoniae being the main one, followed by S. marcescens 

and P. mirabilis13. These studies demonstrate that, worldwide, these species stand out as 

important causes of HAIs. 

The isolates of Enterobacterales species, associated with carbapenemase genes, 

described in the present study, demonstrated a higher proportion of blaNDM when compared to 

the blaKPC gene in K. pneumoniae isolates, these numbers are higher than those given in the 

literature13,14,31,32. This tendency towards an increase in the number of positive isolates for 

blaNDM in relation to blaKPC remained in most of the species studied, with the exception of M. 

morganii, E. cloacae and S. marcescens, which presented more KPC. The data from the present 

study referring to the S. marcescens isolates agree with other studies that also observed the 

detection of the blaKPC gene in greater quantities than blaNDM in this species13, 33. 

In the present study, when analyzing the strains of P. mirabilis in relation to the 
 

occurrence of the blaKPC and blaNDM genes, divergence was observed when compared to data 

in the literature13; 34, since the main gene detected in the present study was blaNDM, and, in the 
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other studies cited, it was blaKPC. In other papers related to the blaKPC and blaNDM genes in P. 

mirabilis, it was not possible to establish a comparison9; 35-37, since they presented a limited 

number of samples and sometimes did not report the presence of blaKPC or blaNDM. 

Regarding the species of P. rettgeri and P. stuartii, studies published in the literature 

are still limited. Some of the published studies are case reports that do not describe the presence 

of blaKPC or blaNDM, while others are articles of veterinary origin, dealing with the 

characterization of the genomes of two isolates38-40. In the present study, the strains of the E. 

cloacae complex presented blaKPC in one of the isolates, as well as the concomitant presence of 

blaKPC and blaNDM in another isolate. With regard to genes, data from the literature demonstrate 

that the blaNDM gene is more commonly detected in these species28,42. In addition, few studies 

describe the presence of blaNDM
28,41,42. Additionally, the replacement of blaKPC by blaNDM is 

 

reported in this study after the pandemic period, where the exacerbated use of antibiotics was 

reported and this, possibly, contributed to the increase in the selective pressure of isolates that 

accumulated determinants of resistance. 

In the present study, in addition to the blaNDM-1 variant, the blaNDM-5 and blaNDM-7 

variants were also detected. Whereas in the case of blaNDM-5, this is the first report on P. 

mirabilis in the Americas, while this is the first report outside the Asian continent on the E. 

cloacae complex. These last two variants have an increased hydrolytic spectrum to 

carbapenems, when compared to blaNDM-1
43. 

In a comparative study, the hypothesis was raised that the replacement of amino acids 

is one of those responsible for the increase in hydrolysis44. Furthermore, it has been 

demonstrated that the accumulation of other resistance genes can have an influence along with 

the variants44. However, in two studies conducted in India, concerning the kinetics of the NDM- 

5 and NDM-7 enzymes, it was verified that the exchange performed at position E152A 
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(Glutamate for Alanine) negatively affected the hydrolysis activity of NDM-5 and NDM-7 

against beta-lactams, inferring that they are key residues for carbapenemase activity45,46. 

In Spain, Brazil, and China, isolates of K. pneumoniae and E. coli carrying blaNDM-7 

associated with blaNKPC-2 have been described47-50. The blaNDM-5 gene was detected in isolates 

of E. coli, K. aerogenes, K. pneumoniae, in three hospitals in China: two tertiary hospitals and 

one neonatal ICU 51,52. Additionally, the presence of blaNDM-5 was evidenced in hypervirulent 

strains in two others tertiary services53,54. In Japan, the emergence of K. aerogenes strains 

carrying blaNDM-5 has been described55. These data demonstrate that blaNDM-1 gene variants are 

distributed worldwide. 

The search for faster and more accurate diagnoses, especially with regard to the presence 

of resistance enzymes, leads microbiology laboratories to use rapid tests such as the Carba-NG- 

5 Rapid Test, which detects the main carbapenemases) KPC, NDM, VIM, OXA, IMP). Studies 

aimed at investigating the specificity and sensitivity of Carba-NG-5 for carbapenemases, show 

rates of 84.6% and 100%, respectively, when compared to the conventional real-time PCR 

technique56-60, this is in agreement with the findings in the present study. However, in the case 

of co-positivity, a study in Italy observed 100% similarity between the conventional PCR 

technique and the Carba-NG-5 test. However, the tests were performed by the researchers 

themselves under ideal conditions, with no growth interferents such as time and interpretative 

factors61. 

In the present study, the data about the ERIC-PCR, demonstrate a great variability of 

the genetic profile of K. pneumoniae, P. mirabilis and S. marcescens, corroborating with other 

studies conducted in Brazil13,14,34. The high variability reported, and a minimal clonal 

relationship may cause greater therapeutic difficulty, since there was no dominant circulation 

of the same genetic and phenotypic resistance profile. These strains have different origins, with 

different variants of the resistance genes and, sometimes, variants such as blaNDM-5 and blaNDM- 
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7
43, have increased enzymatic activity against carbapenems compared to blaNDM-1. This high 

genetic variability may favor the transfer of different variants of the resistance genes that may 

have a more effective enzymatic activity. In addition, there was the presence of three isolates 

with a genetic similarity profile of over 80% in three distinct patients. This finding suggests 

that clonal dissemination occurred among patients hospitalized in two distinct sectors. 

Therefore, in this study, a description has been given of several species of Enterobacterales, 

resistant to carbapenems, predominantly K. pneumoniae, which are colonizing and act as agents 

of infections in patients with or without covid-19. The occurrence of the high genetic 

heterogeneity of the clinical isolates in the present study may indicate different origins in the 

sources of contamination in the hospital environment, mainly regarding K. pneumoniae. 

Additionally, it is noteworthy that there were more detections of blaNDM in relation to blaKPC, 

and that new variants in the American continent, blaNDM-5 and blaNDM-7, have been identified. 

This shows there has been an increase in the dissemination and mutations of the blaNDM gene 

in Enterobacterales in Recife-PE, Brazil, during covid-19 pandemic, probably due to the 

selective pressure generated by the increased use of antimicrobials during this period, altering 

the genetic resistance profile of these bacterial isolates. 
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APÊNDICE B – TABELAS E FIGURA – ARTIGO 1 

 
 

Table 1: Origin of the samples, resistance profile and ERIC-PCR of clinical isolates of Enterobacterales from different infection sites of patients with covid-19 in a public hospital 
in Recife-PE, Brazil. 

 

Isolate/ 
Patient 

Collection 
date 

Hospital 
sector 

Source 
samples 

Resistance 
genes 

detected 

 

*Resistance profile (CIM) 
1ERIC-PCR 

profile 

 

K1-A5/P1 
 

25/05/2021 
 

ICU SARS 
 

Blood 
 

blaKPC 

AMP (>16) / AMP+SUL (>16/8) / CEF (>16) / CET (>16) / CTX (>4) / CIP (>2) / 
ERT (>1) / GEN (>8) / IMP (>8) / LVX (>4) / MER (>32) / PPT (>64/4) / SUT 
(>2/38). 

 

KP-E3 

K3-A5/P3 29/05/2021 ICU SARS Blood blaNDM 
AMP (>16) / AMP+SUL (>16/8) / CEF (>16) / CET (>16) / CTX (>4) / CIP (>2) / 
ERT (>1) / GEN (>8) / IMP (>8) / LVX (>4) / MER (>32) / PPT (>64/4). 

KP-E1 

K4-A5/P3 02/06/2021 ICU SARS Catherter tip blaNDM 
AMP (>16) / AMP+SUL (>16/8) / CEF (>16) / CET (>16) / CTX (>4) / CIP (>2) / 
ERT (>1) / GEN (>8) / IMP (>8) / LVX (4) / MER (32) / PPT (>64/4). 

KP-E1 

 

K39-A5/P11 
 

29/09/2021 
 

ICU SARS 
 

Catherter tip 
 

blaNDM 

AMI (>32) / AMP (>16) / AMP+SUL (>16/8) / CFZ (>8) / CEF (>16) / CET (>16) 
/ CAV (R) / CTX (>4) / CIP (>2) / ERT (>1) / GEN (>8) / IMP (>8) / LVX (>4) / 
MER (>32) / PPT (>64/4) / POLB (8) / SUT (>2/38). 

 

KP-E11 

 

K41-A5/P13 
 

05/10/2021 
 

ICU 
Wound 

secretion 

 

blaNDM 

AMI (>32) / AMP (>16) / AMP+SUL (>16/8) / CFZ (>8) / CEF (>16) / CET (>16) 
/ CTX (>4) / CIP (>2) / ERT (>1) / GEN (>8) / IMP (>8) / LVX (>4) / MER (>32) / 
PPT (>64/4) / SUT (>2/38). 

 

KP-E2 

 

K56-A5/P15 
 

09/12/2021 
Vascular 

Clinic 

 

Tissue 
 

blaNDM 

AMI (>32) / AMP (>16) / AMP+SUL (>16/8) / CEF (>16) / CET (>16) / CAV (R) 
/ CTX (>4) / CIP (>2) / ERT (>1) / GEN (>8) / IMP (>8) / LVX (>4) / MER (>32) / 
PPT (>64/4) / SUT (>2/38). 

 

KP-E13 

 

P1-A4/P19 
 

17/05/2021 
 

ICU SARS 
 

Blood 
blaKPC e 
blaNDM 

AMI (>32) / AMP (>16) / AMP+SUL (>16/8) / CEF (>16) / CET (>16) / CTX (>4) 
/ CIP (>2) / ERT (>1) / FG6 (64) / IMP (>8) / LVX (>4) / MER / PPT (>64/4) / 
SUT (>2/38). 

 

PM-E5 

 
P3-A4/P21 

 
13/06/2021 

 
ICU SARS 

 
Catherter tip 

blaKPC e 
blaNDM 

AMI (>32) / AMP (>16) / AMP+SUL (>16/8) / CEF (16) / CET (>16) / CAV (R) / 
CTX (>4) / CIP (>2) / ERT (>1) / FG6 (64) / GEN (>8) / IMP (>8) / LVX (>4) / 
PPT (>64/4) / SUT (>2/38). 

 
PM-E2 

 
P4-A4/P22 

 
02/07/2021 

covid 
ward 

 
Urine 

 
blaNDM 

AMI (>32) / AMP (>16) / AMP+SUL (>16/8) / CEF (8) / CET (>16) / CTX (>4) / 
CIP (>2) / ERT (>1) / FG6 (>64) / GEN (>8) / IMP (>8) / LVX (>4) / PPT (>64/4) 
/ SUT (>2/38). 

 
PM-E4 

 
P5-A4/P23 

 
14/07/2021 

 
ICU SARS 

 
Urine 

 
blaNDM 

AMI (>32) / AMP (>16) / AMP+SUL (>16/8) / CEF (8) / CET (>16) / CTX (>4) / 
CIP (>2) / ERT (>1) / FG6 (>64) / GEN (>8) / IMP (>8) / LVX (>4) / PPT (>64/4) 
/ SUT (>2/38). 

 
PM-E7 

S2-A2/P26 09/06/2021 ICU SARS Bone fragment blaKPC 
AMP (>16) / AMP+SUL (>16/8) / CEF (8) / CET (>16) / CTX (>4) / CIP (>2) / 
ERT (>1) / GEN (>8) / IMP (>8) / LVX (2) / MER (>32) PPT (>64/4). 

SM-E1 
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S4-A2/P28 
 

20/08/2021 
General 

clinic 

 

Catherter tip 
 

blaKPC 

AMI (>32) / AMP (>16) / AMP+SUL (>16/8) / CEF (>16) / CET (>16) / CTX (>4) 
/ CIP (>2) / ERT (>1) / FG6 (64) / IMP (>8) / LVX (>4) / MER (>32) / PPT 
(>64/4). 

 

SM-E2 

 
S7-A2/P31 

 
20/11/2021 

Vascular 
surgery 

 
Tissue 

 
blaKPC 

AMI (>32) / AMP (>16) / AMP+SUL (>16/8) / CEF (>16) / CET (>16) / CTX (>4) 
/ CIP (>2) / ERT (>1) / FG6 (64) / IMP (>8) / LVX (>4) / MER (>32) / PPT 
(>64/4). 

 
SM-E1 

 
PS1-A2/P19 

 
18/05/2021 

 
ICU SARS 

 
Catherter tip 

 
blaKPC 

AMP (>16) / AMP+SUL (>16/8) / CEF (>16) / CET (>16) / CTX (>4) / CIP (>2) / 
ERT (>1) / GEN (8) / IMP (>8) / LVX (>4) / MER (32) / PPT (>64/4) / SUT 
(2/38). 

 
PS1-E5 

 
PS3-A2/P35 

 
30/08/2021 

 
Cardiology 

 
Prótese (MI) 

blaKPC e 
blaNDM 

AMI (>32) / AMP (>16) / AMP+SUL (>16/8) / CEF (>16) / CET (>16) / CTX (>4) 
/ CIP (>2) / ERT (>1) / GEN (8) / IMP (>8) / LVX (>4) / MER (32) / PPT (>64/4) 
/ SUT (2/38). 

 
PS3-E4 

 
PR1-A2/P38 

 
30/08/2021 

Vascular 
Clinic 

 
Bone fragment 

 
blaNDM 

AMI (>32) / AMP (>16) / AMP+SUL (>16/8) / CEF (>16) / CET (>16) / CTX (>4) 
/ CIP (>2) / ERT (>1) / FG6 (64) / GEN (8) / IMP (>8) / LVX (>4) / MER (32) / 
PPT (>64/4) / SUT (2/38). 

 
PR1-E1 

 

PR2-A2/P39 
 

04/10/2021 
 

ICU 
 

Catherter tip 
 

blaNDM 

AMP (>16) / AMP+SUL (>16/8) / CEF (>16) / CET (>16) / CTX (>4) / CIP (>2) / 
ERT (>1) / FG6 (64) / GEN (8) / IMP (>8) / LVX (>4) / MER (32) / PPT (>64/4) / 
SUT (2/38). 

 

PR2-E2 

 

PR3-A2/P38 
 

13/10/2021 
 

ICU 
Wound 

secretion 

 

blaNDM 

AMI (>32) / AMP (>16) / AMP+SUL (>16/8) / CET (>16) / CTX (>4) / CIP (>2) / 
ERT (>1) / GEN (8) / IMP (>8) / LVX (>4) / MER (>32) / PPT (>64/4) / SUT 
(2/38). 

 

PR3-E3 

EC1-A1/P40 29/06/2021 ICU SARS Urine blaKPC 
AMP+SUL (>16/8) / CEF (8) / CET (>16) / CTX (>4) / CIP (>2) / ERT (>1) / IMI 
(4) / LVX (>4) / PPT (>64/4) / SUT (2/38). 

EC1-E1 

K1-A5; K3-A5; K4-A5; K39-A5; K41-A5 e K56-A5 – Klebsiella pneumoniae; P1-A4; P3-A4; P4-A4 e P5-A4 – Proteus mirabilis; S2-A2; S4-A2 e S7-A2 – Serratia marcescens; 
PS1-A2 e PS3-A5 – Providencia stuartii; PR1-A2 e PR3-A2 – Providencia rettgeri; EC1-A1 Enterobacter cloacae. Resistant Antimicrobials: (AMI) Amikacin; (AMP) Ampicillin; 
(AMP+SUB) Ampicillin + Sulbactam; (CFZ) Cefazolin; (CEF) Cefepime; (CET) Ceftazidime; (CAV) Ceftazidime-Avibactam; (CTX) Ceftriaxone; (CIP) Ciprofloxacin; (COL) Colistin; 
(ERT) Ertapenem; (FG6) Fosfomycin with G6P; (GEN) Gentamicin; (IMP) Imipenem; (LVX) Levofloxacin; (MER) Meropenem; (PPT) Piperacillin + Tazobactam; (POLB) Polymyxin 
B; (SUT) Trimethoprim + Sulfamethoxazole. 2ERIC-PCR: The following acronyms refer to: KP = Klebsiella pneumoniae; PM = Proteus mirabilis; SM = Serratia marcescens; PS 
= Providencia stuartii; PR = Providencia rettgeri; EC = Enterobacter cloacae. 
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Table 2: Origin of the samples, resistance profile and ERIC-PCR of clinical isolates of Enterobacterales from different sites of infection of patients without covid-19 in a public 
hospital in Recife-PE, Brazil. 

 

Isolate/ 
Patient 

Collection 
date 

Hospital 
sector 

Source 
samples 

Resistance 
genes 

detected 

 
*Resistance profile (CIM) 

1ERIC-PCR 
profile 

 

K25-A5/P8 
 

06/07/2021 
Emergency 

Cardio 

 

Urine 
 

blaNDM 

AMP (>16) / AMP+SUL (>16/8) / CEF (>16) / CET (>16) / CAV (R) / CTX (>4) / 
CIP (>2) / ERT (>1) / IMP (>8) / LVX (>4) / MER (>32) / PPT (>64/4) / SUT 

(>2/38). 

 

KA-E1 

 

K59-A5/P16 
 

22/12/2021 
 

UCO 2 
 

Urine 
 

blaNDM 

AMP (>16) / AMP+SUL (>16/8) / CFZ (>8) / CEF (>16) / CET (>16) / CTX (>4) / 
CIP (>2) / ERT (>1) / IMP (>8) / LVX (>4) / MER (>32) / PPT (>64/4) / SUT 

(>2/38). 

 

KP-E15 

K61-A5/P18 09/12/2021 
Vascular 

Clinic 
Bone fragment blaNDM 

AMP (>16) / AMP+SUL (>16/8) / CEF (>16) / CET (>16) / CAV (R) / CTX (>4) / 
CIP (>2) / ERT (>1) / IMP (>8) / LVX (>4) / MER (>32) / PPT (>64/4). 

KP-E16 

 
P6-A4/P24 

 
06/07/2021 

 
ICU 

Tracheal 
secretion 

 
blaKPC 

AMI (>32) / AMP (>16) / AMP+SUL (>16/8) / CEF (>16) / CET (>16) / CTX (>4) 
/ CIP (>2) / ERT (>1) / GEN (>8) / IMP (>8) / LVX (>4) / MER (>32) / PPT 

(>64/4) / SUT (>2/38). 

 
PM-E6 

 

P7-A4/P12 
 

16/07/2021 
 

ICU 
 

Catheter tip 
 

blaKPC 

AMI (>32) / AMP (>16) / AMP+SUL (>16/8) / CEF (>16) / CET (>16) / CTX (>4) 
/ CIP (>2) / ERT (>1) / GEN (>8) / IMP (>8) / LVX (>4) / MER (>32) / PPT 

(>64/4) / SUT (>2/38). 

 

PM-E1 

S1-A2/P25 09/06/2021 ICU SARS Blood blaKPC 
AMI (>32) / AMP (>16) / AMP+SUL (>16/8) / CEF (>16) / CET (>16) / CTX (>4) 

/ CIP (>2) / ERT (>1) / IMP (>8) / LVX (>4) / MER (>32) / PPT (>64/4). 
SM-E2 

 

S5-A2/P29 
 

04/10/2021 
 

ICU 
Tracheal 
secretion 

 

blaKPC 

AMI (>32) / AMP (>16) / AMP+SUL (>16/8) / CEF (>16) / CET (>16) / CTX (>4) 
/ CIP (>2) / ERT (>1) / FG6 (>64) / IMP (>8) / LVX (>4) / MER (>32) / PPT 

(>64/4). 

 

SM-E4 

S6-A2/P30 10/10/2021 ICU Cavity Fluid blaKPC 
AMI (>32) / AMP (>16) / AMP+SUL (>16/8) / CEF (>16) / CET (>16) / CTX (>4) 

/ CIP (>2) / ERT (>1) / GEN (>8) / IMP (>8) / LVX (2) / PPT (>64/4). SM-E3 

S8-A2/P32 25/11/2021 ICU Blood blaKPC 
AMI (>32) / AMP (>16) / AMP+SUL (>16/8) / CEF (>16) / CET (>16) / CTX (>4) 

/ CIP (>2) / ERT (>1) / FG6 (>64) / LVX (2) / MER (>32) / PPT (>64/4). 
SM-E5 

 

MM1-A1/P33 
 

20/09/2021 
 

ICU SARS 
Tracheal 
secretion 

 

blaKPC 

AMP (>16) / AMP+SUL (>16/8) / CEF (>16) / CTX (>4) / CIP (>2) / ERT (>1) / 
FG6 (>64) / GEN (>8) / IMP (>8) / LVX (2) / MER (>32) / PPT (>64/4) / SUT 

(>2/38). 

 

MM-E1 

 

PS2-A2/P12 
 

09/08/2021 
 

ICU 
 

Catheter tip 
blaKPC e 
blaNDM 

AMP (>16) / AMP+SUL (>16/8) / CEF (>16) / CTX (>4) / CIP (>2) / ERT (>1) / 
FG6 (>64) / GEN (>8) / IMP (>8) / LVX (2) / MER (32) / PPT (>64/4) / SUT 

(>2/38). 

 

PS-E2 

 

PS4-A2/P36 
 

17/11/2021 
 

ICU 
 

Tissue 
blaKPC e 
blaNDM 

AMP (>16) / AMP+SUL (>16/8) / CEF (>16) / CTX (>4) / CIP (>2) / ERT (>1) / 
FG6 (>64) / GEN (>8) / IMP (>8) / LVX (2) / MER (32) / PPT (>64/4) / SUT 

(>2/38). 

 

PS-E1 

 

PS5-A2/P37 
 

18/01/2022 
 

Cardiology 
 

Tissue 
blaKPC e 
blaNDM 

AMI (16) / AMP (>16) / AMP+SUL (>16/8) / CEF (>16) / CTX (>4) / CIP (>2) / 
ERT (>1) / FG6 (>64) / GEN (>8) / IMP (>8) / LVX (2) / MER (32) / PPT (>64/4) 

/ SUT (>2/38). 

 

PS-E3 
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EC2-A1/P41 
 

20/12/2021 
Cardio 

covid clinic 

 

Blood 
blaNDM e 
blaKPC 

AMI (16) / AMP (>16) / AMP+SUL (>16/8) / CEF (>16) / CTX (>4) / CIP (>2) / 
ERT (>1) / GEN (>8) / IMP (4) / LVX (2) / MER (32) / PPT (>64/4) / SUT 

(>2/38). 

 

EC-E2 

K25-A5 – Klebsiella aerogenes; K59-A5 e K61-A5 – Klebsiella pneumoniae; P6-A4 e P7-A4 – Proteus mirabilis; S1-A2; S5-A2; S6-A2 e S8-A2 – Serratia marcescens; MM1-A1 
– Morganella morganii; PS2-A2; PS4-A5 e PS5-A5 – Providencia stuartii; EC2-A1 Enterobacter cloacae. Resistant Antimicrobials: (AMI) Amikacin; (AMP) Ampicillin; (AMP+SUB) 
Ampicillin + Sulbactam; (CFZ) Cefazolin; (CEF) Cefepime; (CET) Ceftazidime; (CAV) Ceftazidime-Avibactam; (CTX) Ceftriaxone; (CIP) Ciprofloxacin; (COL) Colistin; (ERT) 
Ertapenem; (FG6) Fosfomycin with G6P; (GEN) Gentamicin; (IMP) Imipenem; (LVX) Levofloxacin; (MER) Meropenem; (PPT) Piperacillin + Tazobactam; (POLB) Polymyxin B; 

(SUT) Trimethoprim + Sulfamethoxazole. 1ERIC-PCR: The acronyms refer to the following: KA = Klebsiella aerogenes; KP = Klebsiella pneumoniae; PM = Proteus mirabilis; SM 
= Serratia marcescens; MM = Morganella morganii; PS = Providencia stuartii; EC = Enterobacter cloacae. 
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Table 3: Colonization (rectal swab) in patients with and without covid-19, origin of samples, phenotypic resistance tests, resistance genes, reason for patient discharge, 
resistance profile and ERIC-PCR. 

 

Isolate/ 
Patient 

Collection 
date 

Hospital 
sector 

¹Resistance 
Phenotype 

²Resistance 
genes 

RT-PCR 
for Sars- 

CoV-2 

Reason for 
discharge 

³Perfil de resistência CIM *ERIC- 
PCR 

 

K2-A5/P2 
 

18/05/2021 
 

ICU SARS 
 

MBL 
 

blaNDM 

 

POS 
 

IMPROVEMENT 
AMP (>16) / AMP+SUL (>16/8) / CEF (>16) / CET (>16) / CTX 
(>4) / CIP (>2) / ERT (>1) / GEN (>8) / IMP (>8) / LVX (>4) / 
MER (>32) / PPT (>64/4) / SUT (>2/38). 

 

KP-E4 

 

K5-A5/P4 
 

02/06/2021 
 

ICU SARS 
 

KPC 
 

blaKPC 

 

POS 
 

IMPROVEMENT 
AMP (>16) / AMP+SUL (>16/8) / CEF (>16) / CET (>16) / CTX 
(>4) / CIP (>2) / ERT (>1) / FG6 (64) / GEN (>8) / IMP (>8) / 
LVX (>4) / MER (>32) / PPT (>64/4) / SUT (>2/38). 

 

KP-E5 

 

K17-A5/P5 
 

22/06/2021 
 

ICU SARS 
 

MBL 
 

blaNDM 

 

POS 
 

DEATH 
AMP (>16) / AMP+SUL (>16/8) / CEF (>16) / CET (>16) / CTX 
(>4) / CIP (>2) / ERT (>1) / FG6 (64) / GEN (>8) / IMP (>8) / 
LVX (>4) / MER (>32) / PPT (>64/4) / SUT (>2/38). 

 

KP-E6 

 
K18-A5/P6 

 
22/06/2021 

 
ICU SARS 

 
MBL 

 
blaNDM 

 
POS 

 
IMPROVEMENT 

AMP (>16) / AMP+SUL (>16/8) / CEF (>16) / CET (>16) / CTX 
(>4) / CIP (>2) / ERT (>1) / GEN (>8) / IMP (>8) / LVX (>4) / 
MER (>32) / PPT (>64/4) / SUT (>2/38). 

 
KP-E7 

K24-A5/P7 09/07/2021 ICU SARS MBL blaNDM NEG IMPROVEMENT IMP (>8) / MER (>32). KP-E8 

 

K26-A5/P9 
 

05/08/2021 
 

ICU 
 

MBL 
 

blaNDM 

 

POS 
 

DEATH 
AMP (>16) / AMP+SUL (>16/8) / CFZ (>8) / CEF (>16) / CET 
(>16) / CTX (>4) / CIP (>2) / ERT (>1) / GEN (>8) / IMP (>8) / 
MER (>32) / PPT (>64/4). 

 

KP-E9 

 

K27-A5/P14 
 

07/07/2021 
 

ICU 
 

MBL 
 

blaNDM 

 

NEG 
 

DEATH 
AMP (>16) / AMP+SUL (>16/8) / CEF (>16) / CET (>16) / CTX 
(>4) / CIP (>2) / ERT (>1) / GEN (>8) / IMP (>8) / LVX (>4) / 
MER (>32) / PPT (>64/4) / SUT (>2/38). 

 

KP-E10 

 

K40-A5/P12 
 

15/07/2021 
 

ICU 
 

MBL 
blaKPC; 
blaNDM; 

 

NEG 
 

DEATH 
AMI (>32) / AMP (>16) / AMP+SUL (>16/8) / CEF (>16) / CET 
(>16) / CIP (>2) / ERT (>1) / GEN (>8) / IMP (>8) / LVX (>4) / 
MER (>32) / PPT (>64/4). 

 

KP-E2 

 
K42-A5/P14 

 
07/10/2021 

 
ICU 

 
MBL 

 
blaNDM 

 
NEG 

 
IMPROVEMENT 

AMI (>32) / AMP (>16) / AMP+SUL (>16/8) / CFZ (>8) / CEF 
(>16) / CET (>16) / CTX (>4) / CIP (>2) / ERT (>1) / GEN (>8) / 
IMP (>8) / LVX (>4) / MER (>32) / PPT (>64/4) / SUT (>2/38). 

 
KP-E14 

 
K60-A5/P17 

 
16/12/2021 

 
Cardiology 

 
KPC 

 
blaKPC 

 
NEG 

 
IMPROVEMENT 

AMP (>16) / AMP+SUL (>16/8) / CFZ (>8) / CEF (>16) / CET 
(>16) / CAV (R) / CTX (>4) / CIP (>2) / ERT (>1) / GEN (>8) / 
IMP (>8) / LVX (>4) / MER (>32) / PPT (>64/4) / SUT (>2/38). 

 
KP-E15 

 
P2-A4/P20 

 
02/06/2021 

 
ICU SARS 

 
MBL 

 
blaNDM 

 
POS 

 
IMPROVEMENT 

AMI (>32) / AMP (>16) / AMP+SUL (>16/8) / CEF (>16) / CET 
(>16) / CTX (>4) / CIP (>2) / ERT (>1) / GEN (>8) / IMP (>8) / 
MER (>32) / PPT (>64/4) / SUT (>2/38). 

 
PM-E3 

 
S3-A2/P27 

 
15/06/2021 

 
ICU SARS 

 
Negativo 

 
blaKPC 

 
POS 

 
IMPROVEMENT 

AMI (>32) / AMP (>16) / AMP+SUL (>16/8) / CEF (>16) / CET 
(>16) / CTX (>4) / CIP (>2) / ERT (>1) / FG6 (64) / GEN (>8) / 
IMP (>8) / LVX (>4) / MER (>32) / PPT (>64/4). 

 
SM-E2 

K2-A5; K5-A5; K17-A5; K18-A5; K24-A5; K26-A5; K27-A5; K40-A5; K42-A5 e K60-A5 – Klebsiella pneumoniae; P2-A4 – Proteus mirabilis; S3-A2 – Serratia marcescens; 
Phenotype of Resistance: Phenylboronic acid (AFB) and Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) were used for the phenotypic identification of KPC and MBL enzymes, 
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respectively. ²Resistance genes: were detected using PCR technique. ³Resistant Antimicrobials: (AMI) Amikacin; (AMP) Ampicillin; (AMP+SUB) Ampicillin + Sulbactam; (CFZ) 
Cefazolin; (CEF) Cefepime; (CET) Ceftazidime; (CAV) Ceftazidime-Avibactam; (CTX) Ceftriaxone; (CIP) Ciprofloxacin; (COL) Colistin; (ERT) Ertapenem; (FG6) Fosfomycin with 
G6P; (GEN) Gentamicin; (IMP) Imipenem; (LVX) Levofloxacin; (MER) Meropenem; (PPT) Piperacillin + Tazobactam; (POLB) Polymyxin B; (SUT) Trimethoprim + 
Sulfamethoxazole. 4ERIC-PCR: The acronyms refer to the following: KP = Klebsiella pneumoniae; PM = Proteus mirabilis; SM = Serratia marcescens. 
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Table 4: Comparison between patients with and without covid-19 resulting from infection and colonization by clinical 

isolates of Enterobacterales. 

 

Infection and covid-19 “+” Infection and covid-19 “-” 
blaKPC 31,58% blaKPC 50% 
blaNDM 52,63% blaNDM 21,43% 

blaKPC/ blaNDM 15,80% blaKPC/ blaNDM 28,57% 
Colonization and covid-19 “+” Colonization and covid-19 “-” 
blaKPC 28,57% blaKPC 20% 
blaNDM 71,42% blaNDM 60% 

blaKPC/ blaNDM -- blaKPC/ blaNDM 20% 
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b 

a 

Figure 1. Dendrogram generated from the results obtained by ERIC-PCR using Darwin 6.0 software. a. 

Relationship between the profiles of clinical isolates of K. pneumoniae resistant to carbapenems from a public 

hospital in Recife-PE, Brazil. b. Relationship between the profiles of clinical isolates of S. marcescens resistant to 

carbapenems from a public hospital in Recife-PE, Brazil. c. Relationship between the profiles of carbapenem- 

resistant P. mirabilis isolates from Recife-PE, Brazil. d. Relationship between the profiles of carbapenem-resistant 

P. stuartii isolates from Recife-PE, Brazil. 
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APÊNDICE C – MATERIAL SUPLEMENTAR – ARTIGO 1 

 
 

Table 1 - Sequence of the primers for PCR and sequencing of the amplicons that were used in the study. 

 

 
Gene Primer sequence Tamanho dos amplicons Fragment 

size 
Ref 

blaKPC 
TGTCACTGTATCGCCGTC 

CTCAGTGCTCTACAGAAAACC 
882pb 63ºC 20 

blaGES 
ATCAGCCACCTCTCAATGG 

TAGCATCGGGACACATGAC 
860pb 55ºC 19 

blaNDM 
TAAAATACCTTGAGCGGGC 

AAATGGAAACTGGCGACC 
439pb 60ºC 20 

blaIMP 
GGAATAGAGTGGCTTAATTCTC 

GTGATGCGTCYCCAAYTTCACT 
232pb 60ºC 18 

blaVIM 
CAGATTGCCGATGGTGTTTGG 

AGGTGGGCCATTCAGCCAGA 
523pb 62ºC 18 

blaOXA- 

48 

TTGGTGGCATCGATTATCGG 

GAGCACTTCTTTTGTGATGGC 
743pb 55ºC 17 

ERIC 
ATGTAAGCTCCTGGGGATTAAC 

AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG 
NA 36ºC 12 

NA, does not apply. bp, base pairs 

Table 2: Sensitivity and specificity test for the Carba NG test 

 
Comparison between the Carba NG rapid test and the PCR molecular test for blaKPC. 

  Test PCR KPC   

  
Presence Ausence Total 

Test Carba NG Positive 11 (TP) 1 (FP) 12 

 Negative 1 (FN) 12 (TN) 13 

 Total 12 13 25 

Sensitivity : 91,66% ‖ Specificity : 92,30% 
Comparison between the Carba NG rapid test and the PCR molecular test for blaNDM 

Test PCR NDM 

  
Presence Ausence Total 

Test Carba NG Positive 12 (TP) 1 (FP) 13 

 Negative 1 (FN) 11 (TN) 12 

 Total 13 12 25 

Sensitivity : 92,30% ‖ Specificity : 91,66% 
Comparison between the Carba NG rapid test and the PCR molecular test for blaNDM/ blaKPC 

Test PCR KPC/NDM 

   

Presence 
 

Ausence 
 

Total 

Test Carba NG Positive 1 (TP) 1 (FP) 2 

 Negative 6 (FN) 25(TN) 31 

 Total 7 26 33 

 Sensitivity : 14,29% ‖ Specificity : 96,15%  

KPC PCR test: Sensitivity values 91.66%; specificity 92.30%; positive predictive value 91.66%; negative predictive 
value 92.30%; prevalence 48%; accuracy 92.00%. NDM PCR test: Sensitivity values 92.00%; specificity 91.66%; 
positive predictive value 92.30%; negative predictive value 91.66%; prevalence 52%; 92% accuracy. KPC/NDM 
PCR test: Sensitivity values 14.29%; specificity 96.15%; positive predictive value 14.29%; negative predictive value 
96.15%, prevalence 21.21%; accuracy 78.79%. TP: True positive. FN: False negative. FP: False positive. TN: True 
Negative 
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Table 3: Comparison of the clinical isolates of Enterobacterales about Carba-NG rapid tests, positive 
phenotypic tests and PCR for blaKPC and blaNDM genes 

 
 

Isolate/ 
Patiet 

Detection 
by Test 

Carba-NG 

1Detection by 
phenotypic 

resistance tests 

2PCR for blaKPC and 
blaNDM 

K1-A5/P1 KPC KPC blaKPC 

K3-A5/P3 NDM MBL blaNDM 

K4-A5/P3 NDM MBL blaNDM 

K39-A5/P11 NDM MBL blaNDM 

K41-A5/P13 NDM MBL blaNDM 

K56-A5/P15 NDM MBL blaNDM 

P1-A4/P19 KPC; NDM MBL e KPC blaKPC e blaNDM 

P3-A4/P21 ND ND blaKPC e blaNDM 

P4-A4/P22 NDM MBL blaNDM 

P5-A4/P23 KPC KPC blaNDM 

S2-A2/P26 KPC KPC blaKPC 

S4-A2/P28 KPC KPC blaKPC 

S7-A2/P31 KPC KPC blaKPC 

PS1-A2/P19 NDM MBL blaKPC 

PS3-A2/P35 NDM MBL blaKPC e blaNDM 

PR1-A2/P38 NDM MBL blaNDM 

PR2-A2/P39 NDM MBL blaNDM 

PR3-A2/P38 NDM MBL blaNDM 

EC1-A1/P40 KPC KPC blaKPC 

K25-A5/P8 NDM MBL blaNDM 

K59-A5/P16 NDM MBL blaNDM 

K61-A5/P18 NDM MBL e KPC blaNDM 

P6-A4/P24 KPC KPC blaKPC 

P7-A4/P12 KPC KPC blaKPC 

S1-A2/P25 KPC KPC blaKPC 

S5-A2/P29 KPC KPC blaKPC 

S6-A2/P30 KPC; NDM KPC blaKPC 

S8-A2/P32 KPC KPC blaKPC 

MM1-A1/P33 KPC KPC blaKPC 

PS2-A2/P12 NDM MBL E KPC blaKPC e blaNDM 

PS4-A2/P36 NDM MBL blaKPC e blaNDM 

PS5-A2/P37 NDM MBL blaKPC e blaNDM 

EC2-A1/P41 KPC KPC blaNDM, blaKPC 

1Detection by phenotypic resistance tests: The phenylboronic acid (PBA) test and the 
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) test were used for the phenotypic identification of the KPC and MBL 
enzymes, respectively. 2 Resistance genes: were detected using the PCR technique. 
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Graphic 1: Percentage of genes detected by species and classified according to the genes detected. 
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ANEXO A - REGISTRO NO COMITÊ DE ÉTICA CAAE N° 

58470022.3.0000.5208 
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ANEXO B- CONFIRMAÇÃO DE SUBMISSÃO 
 

 

 

 

 
 


