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RESUMO 

 

As enterobactérias tem se destacado na prática clínica pela detecção de mecanismos enzimáticos 

que conferem resistência a antimicrobianos, destacando-se a Klebsiella pneumoniae 

carbapenemase (KPC) devido a sua rápida disseminação mundial ocasionada pela localização do 

gene blaKPC em grandes plasmídios transferíveis e transposons. A expressão do gene blaKPC pode 

ser afetadas por características intrínsecas do hospedeiro que o abriga ou número de cópias. Um 

fenótipo não usual foi observado em isolados clínicos de P. stuartii e M. morganii e seus respectivos 

transformantes, onde as células de E. coli receptoras de plasmídeos que carregavam o gene 

blaKPC, apresentaram valores de CIMs, para alguns beta-lactâmicos, maiores do que nos isolados 

clínicos. O objetivo deste trabalho foi analisar o número de cópias do gene blaKPC,relacionando-os 

com seus os respectivos CIMs. O DNA genômico dos isolados bacterianos foi extraído a 

partir do kit Promega™ Wizard™ Genomic DNA Purification conforme orientações do 

fabricante, e em seguida, foi quantificado por espectofotometria através do equipamento 

NanoDrop ™ Lite da Thermo Fisher Scientific. Os genes de controle endógenos foram 

escolhidos a partir da literatura depois de uma busca robusta, em seguida foram analisados in 

silico. Utilizando bancos de dados, softwares e outras ferramentas, os primers foram desenhados. 

Para a realização da quantificação absoluta, foi realizada uma estimativa baseada em uma 

proporção da relação quantitativa relativa entre alvo e o controle endógeno, utilizando a fórmula 2-

Cq. Para os experimentos foi utilizando o equipamento SteponeTM Real-time PCR System 

(Applied Biosystems) e o corante SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems). Os 

primers desenhados passaram por uma etapa de validação visando avaliar sua eficiência 

(tufMm - 93.019, tufPs - 90.228 e tufKp - 103.474, ambos com R2próximos de 1). Os dados 

gerados pelos experimentos de qPCR absoluta foram associados com os distintos perfis 

fenotípicos observados e a partir dos ensaios foi determinado que o número de cópias do gene 

blaKPC para os isolados transformantes e para os isolados clínicos não variam significativamente, 

apontando que outro mecanismo deve estar interferindo na expressão do gene blaKPC, 

influenciando diretamente os níveis de resistência. 

 
 

Palavras-Chave: blaKPC, qPCR, Enterobacteriaceae.



   
 

   
 

ABSTRACT 

 
Enterobacteria has stood out in clinical practice by detecting enzymatic mechanisms 

that confer resistance to antimicrobials, especially Klebsiella pneumoniae 

carbapenemase (KPC) due to its rapid worldwide dissemination caused by the location 

of the blaKPC gene in large transferable plasmids and transposons. The expression of 

the blaKPC gene can be affected by intrinsic characteristics of the host that hosts it or 

the number of copies. An unusual phenotype was observed in clinical isolates of P. 

stuartii and M. morganii and their respective transformants, where E. coli cells that 

received plasmids that carried the blaKPC gene, showed MIC values, for some beta- 

lactams, higher than in clinical isolates. The objective of this work was to analyze the 

number of copies of the blaKPC gene, relating them to their respective MICs. The 

genomic DNA of the bacterial isolates was extracted from the Promega ™ Wizard ™ 

Genomic DNA Purification kit according to the manufacturer's guidelines, and was then 

quantified by spectrophotometry using the NanoDrop ™ Lite equipment from Thermo 

Fisher Scientific. The endogenous control genes were chosen from the literature after 

a robust search, after which they were analyzed in silico. Using databases, software 

and other tools, primers were designed. To carry out absolute quantification, an 

estimate was made based on a proportion of the relative quantitative relationship 

between target and endogenous control, using the formula 2-ΔCq. For the experiments, 

the SteponeTM Real-time PCR System (Applied Biosystems) and the SYBR® Green 

PCR Master Mix (Applied Biosystems) were used. The designed primers underwent a 

validation step to evaluate their efficiency (tufMm - 93,019, tufPs - 90,228 and tufKp - 

103,474, both with R2 close to 1). The data generated by the absolute qPCR 

experiments were associated with the different phenotypic profiles observed and from 

the tests it was determined that the number of copies of the blaKPC gene for 

transforming isolates and clinical isolates does not vary significantly, pointing out that 

another mechanism must be interfering in the expression of the blaKPC gene, directly 

influencing resistance levels. 

 
 
 

Keywords: blaKPC, qPCR, Enterobacteriaceae.



   
 

   
 

INTRODUÇÃO 

Uma das maiores ameaças à saúde global, nos últimos anos, tem sido a 

resistência bacteriana aos antibióticos, destacando-se nesse panorama as 

enterobactérias, grupo heterogêneo de bactérias, que compõem o trato 

gastrointestinal de seres humanos e outros animais, mas em condições de 

desequilíbrio, quando essas bactérias crescem em número no nosso organismo mais 

do que podemos suportar, podem atuar como patógenos oportunistas. Algumas 

espécies pertencentes a essa família, dentre elas a tribo Proteae que engloba os 

gêneros Proteus, Morganella e Providencia, têm se destacado nos últimos anos pela 

sua alta ocorrência como causadores de infecções hospitalares e por apresentarem 

a capacidade de adquirir um extenso aparato de mecanismos de resistência (K 

Halloway, L Van Dijk (2011); Hui Liu et al. (2016); Hamid Vaez et al. (2019)). 

Antimicrobianos da classe dos beta-lactâmicos são os mais utilizados para o 

tratamento de infecções por esses microrganismos devido a sua eficácia terapêutica 

e baixa toxicidade. No entanto, seu uso exacerbado/inadequado vem favorecendo a 

emergência de isolados bacterianos apresentando diferentes níveis de resistência, o 

que reduz as opções de terapêuticas e impacta diretamente nos índices de 

morbimortalidade (Gabriela Meyer, Simone Ulrich Picoli (2011); Francesca Del Bianco 

et al. (2019)). 

A resistência aos beta-lactâmicos pode ocorrer por diversos mecanismos, 

porém as alterações de permeabilidade da membrana e a hidrólise dessas drogas por 

meio de enzimas (beta-lactamases) são os mais descritos. As β-lactamases estão 

amplamente distribuídas entre bactérias Gram-positivas e negativas e em patógenos 

Gram-negativos, a sua produção representa o maior fator de resistência a β- 

lactâmicos, sobretudo em enterobactérias. Elas agem degradando o anel beta- 

lactâmico característico desse grupo de antimicrobianos, provocando a formação do 

ácido penicilóico, isento de atividade antimicrobiana, impedindo a ligação da droga ao 

seu sítio alvo. Dessa forma a bactéria consegue continuar normalmente com a síntese 

da parede celular (RP Ambler AFW Coulson et al. (1991); Walter Tavares (2014)). 

Entre as beta-lactamases existentes, os grupos mais desafiadores para a 

antibioticoterapia são as enzimas ESBLs (beta-lactamases de espectro estendido) e 

as carbapenemases (Gabriela Seibert et al. (2014)). Além de conferir resistência a 

todos os beta-lactâmicos disponíveis e não serem facilmente inibidas, tem uma alta 

capacidade de disseminação, uma vez que o gene blaKPC, que codifica essa enzima, 

é principalmente mediado por grandes plasmídios transferíveis e sua associação  

  



   
 

   
 

com transposons e elementos IS, resultam na expansão mundial da resistência 

(Hesna Yigit et al. (2008)). 

Recentemente, um fenótipo não usual foi observado em isolados clínicos de 

Providencia stuartii e Morganella morganii e seus respectivos transformantes, onde 

as células de Escherichia coli receptoras de plasmídeos que carregavam o gene 

blaKPC, utilizadas nos experimentos de transformação, apresentaram valores de CIMs 

(Concentração inibitória mínima), para alguns beta-lactâmicos, maiores do que nos 

isolados clínicos. Estudos sugerem que o gene blaKPC pode apresentar diferentes 

níveis de expressão a depender das características intrínsecas do hospedeiro que o 

abriga, por sua localização em elementos genéticos distintos, tais como plasmídeos 

e transposons, bem como por rearranjos ocorridos na região circundante desse gene, 

influenciando diretamente nos níveis de resistência aos carbapenêmicos (Amanda L. 

Roth et al. (2011); Brandon Kitchel et al. (2010)). No entanto, pouco se sabe a 

respeito dos mecanismos genéticos envolvidos na regulação da expressão deste 

gene nestes isolados. O objetivo desse trabalho foi analisar o número de cópias do 

gene blaKPC, relacionando-os com seus respectivos CIMs. 

 
MATERIAIS E MÉTODOS 

Linhagens Bacterianas 
 

Os isolados incluídos no presente estudo foram obtidos pelo laboratório da 

bacteriologia do Hospital Universitário Oswaldo Cruz, que presta serviços à 

Universidade de Pernambuco, coletados entre os anos de 2008 a 2012. Foram 

utilizadas culturas previamente identificadas e caraterizadas de duas espécies 

bacterianas, Morganella morganii (Mm01) obtida a partir de amostras de 

hemocultura no ano de 2008 e Providencia stuartii (Ps28) obtida de amostras de 

urocultura no ano de 2012. As Escherichia coli DH5α receptoras dos respectivos  

plasmídeos dos isolados bacterianos, portando o gene blaKPC (TMm01, TPs28) 

também foram incluídas no estudo. A cepa de Klebsiella pneumoniae (KP125) obtida 

a partir de swab retal no ano de 2008, e seu isolado transformante (TF125) foram 

utilizados como amostras de referência nos ensaios de qPCR. 

 

Primers utilizados nos ensaios de qPCR 
 

Para a construção dos primers (Tabela 1) foi admitido como gene alvo o blaKPC 

para todos os isolados deste estudo. Para os primers, inicialmente foi  

  



   
 

   
 

pesquisado na literatura genes de controle endógeno comuns as 4 espécies 

bacterianas desse estudo como forma de padronização para evitar quaisquer 

possíveis vieses nos resultados. Os genes de controle endógenos selecionados, 

depois de análises in silíco pelo depósito de genomas do NCBI 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) para cada espécie, foram incluídos no 

estudo. 

Tabela 1. Características dos primers que serão utilizados neste estudo. 

 

Foi utilizado o banco de dados GenBank para obtenção das sequências dos 

genes incluídos no estudo. Softwares como o in silíco PCR amplification, Oligo 

analyzer, BioEdt e o Blast foram ferramentas utilizadas para identificar as sequências 

conservadas de cada gene, além da confecção dos primers e análise de acordo com 

os parâmetros sugeridos pela BIO-RAD (temperatura de melting, conteúdo GC%, 

Número de pares de base, tamanho do produto, entre outros) para experimentos 

utilizando o fluoróforo SYBR® Green. 

 

Isolamento do DNA 
O DNA genômico dos isolados bacterianos foi extraído a partir do kit 

Promega™ Wizard™ Genomic DNA Purification conforme orientações do fabricante, 

e em seguida, foi quantificado por espectotofotometria através do equipamento 

NanoDrop™ Lite da Termo Fisher Scientific, para ser utilizado posteriormente nos 

experimentos de validação de primers e ensaios de qPCR absoluta. 

Validação dos primers para qPCR 

A validação dos primers (Tabela 1) utilizados nos ensaios de PCR em Tempo 

Real, foi realizada a partir do método da curva padrão, utilizando-se cinco diluições 

seriadas de gDNA. As amostras foram testadas em triplicatas técnicas, no 

equipamento Real Time StepOne™ (Applied Biosystems®) utilizando SYBR Green® 

PCR Master Mix (Applied Biosystems®). 
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Ensaios de Quantificação absoluta 

 
As reações de PCR em Tempo Real foram realizadas em triplicatas técnicas 

utilizando o detector SYBR Green® PCR Master Mix (Applied Biosystems®). As 

reações foram realizadas no equipamento Real Time StepOne™ (Applied 

Biosystems®). Foi admitido um no template control (NTC) para cada reação. 

Para a quantificação absoluta, foi realizada uma estimativa baseada em uma 

proporção da relação quantitativa relativa entre alvo e o controle endógeno, utilizando 

a fórmula 2-ΔCq. Os resultados foram analisados estatisticamente pelo software 

BioEstat 5.0 por meio do teste t de Student, com intervalo de confiança de 95%. 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Os valores da CIM de cada antimicrobiano testado estão demonstrados na 

tabela 2. A resistência aos antimicrobianos beta-lactâmicos ceftazidima, cefotaxima, 

cefepime, imipenem e meropenem foi observada para todas as cepas testadas neste 

estudo. As células de E. coli receptoras de plasmídeos TMm01 e TPs28, que 

carregavam o gene blaKPC, utilizadas nos experimentos de transferência gênica, 

exibiam um fenótipo incomum, apresentando valores de CIMs para alguns beta- 

lactâmicos maiores aos de seus isolados clínicos doadores de plasmídeos M. morganii 

e P. stuartii. 

 

Tabela 2. Perfil fenotípico de susceptibilidade aos antimicrobianos beta-lactâmicos. 

 
CAZ, ceftazidima; CTX, cefotaxima; FEP, cefepime; IMP, imipenem; MEM, meropenem. As 

unidades para quantidades de antimicrobiano são mg/L. 

 

 

 

 



   
 

   
 

Busca, desenho e análise dos parâmetros dos primers 

 
Para os primers, inicialmente foi pesquisado na literatura genes de controle 

endógeno comuns as 4 espécies bacterianas desse estudo como forma de 

padronização para evitar quaisquer possíveis vieses nos resultados. Em um estudo 

publicado por Paradis et al. (2005), o qual analisou aspectos filogenéticos da família 

enterobacteriaceae, apontou o gene tuf como altamente conservado entre os 

membros da família. Este gene é um gene de cópia dupla e codifica para o fator de 

alongamento TU que é responsável por trazer o aminoacil-tRNA ao ribossomo, 

durante o processo de elongação da síntese proteica (Sonia Paradis et al. (2005)). 

O desenho dos primers foi realizado após uma etapa de análise e 

comparação de sequências dos genes alvos oriundas de 2 genomas distintos de 

cada espécie, disponíveis no GenBank (Tabela 3). As sequências foram alinhadas 

no software Bioedit e a região conservada de cada gene foi utilizada para o desenho 

dos oligonucleotideos iniciadores por meio da ferramenta Primer3, como mostra a 

Tabela 1. O software in sílico PCR amplification (http://insilico.ehu.es/PCR/), que 

gerou resultados de confirmação do tamanho do produto de PCR e da amplificação 

contra genomas de diversos depósitos da mesma espécie. A ferramenta Oligo 

Analyzer (http://idtdna.com/calc/analyzer), foi utilizada para análise dos parâmetros 

dos mesmos e por fim, utilizou-se o Blast (Basic Local Alignment Search Tool – 

Ferramenta básica de pesquisa de alinhamento local) 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/BlastAlign.cgi) para confirmar a especificidade do 

primer para os genes alvo escolhidos, além de determinar o número exato de cópias 

do gene nos genomas analisados, baseado na quantidade de alinhamentos no mesmo 

genoma/depósito. 

 

Tabela 3. Código de acesso das sequências utilizadas para o alinhamento e confecção dos 
primers. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

http://insilico.ehu.es/PCR/)
http://idtdna.com/calc/analyzer)


   
 

   
 

Análise da eficiência dos primers 

O DNA genômico dos idolados clínicos e doadores que foram utilizados nas 

etapas de validação e quantificação absoluta foram extraídos, mostrando que eles se 

apresentam íntegros (Figura 1). A PCR teste dos Primers mostrou resultados positivos 

e possibilitou o início das validações (Figura 2). 

 

Figura 1. Eletroforese em gel de agarose (GBT Biosciences) a 1% do DNA genômico dos isolados 

incluídos neste estudo. Da esquerda para a direita: Marcador Lambda DNA/HindIII Marker 

(Thermo Scientific); Isolados Mm01, TMm01, Ps28, TPs28, Kp125, Tf125. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Eletroforese em gel de agarose (GBT Biosciences) a 1% da PCR utilizando os primers 

selecionados para serem incluídos neste estudo. Da esquerda para a direita: Marcador de 100bp 

(Sinapse); PCRs para dos primer tufMm, tufPs e tufKp e seus respectivos controles. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Após os experimentos de validação, os primers mostraram-se específicos 

em amplificar apenas o produto dos seus genes alvo. Os primers tufMm, tufKp e 

tufPs foram validados (Figura 3, 4 e 5 respectivamente). Todos mostraram a 

dissociação do corante com o DNA na temperatura esperada (representado pela 

curva de melting) e eficiência dentro do esperado (93.019%, 103.474% e 90.228%  

  



   
 

   
 

respectivamente). As curvas padrões para esses genes mostraram que o R² (0.985, 

0.996 e 0.996) estava dentro do valor esperado, mostrando a confiabilidade dos 

dados de eficiência. Os primers tufKp e tufPs apresentaram curvas no NTC (No 

Template Control), entretanto assumimos ser fruto de nenhuma contaminação ou 

dimerização que pudesse interferir nos resultados devido à amplificação tardia após 

10 ciclos do NTC, quando comparada a última diluição. 

 

Figura 3a e b. a) Curva padrão do primer tufMm. b) Curva de melt do mesmo primer. 
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Figura 5a, b e c. a) Curva padrão do primer tufPs. b) Curva de melt do mesmo primer. c) Amplificação 
do NTC. 
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Os experimentos de quantificação absoluta foram realizados utilizando o gene 

alvo blaKPC e os genes de controle endógenos das espécies incluídas neste estudo, 

tufMm, para M. morganii; tufPs, para P. stuartii; tufKp, para K. pneumoniae e HKEc, 

para E. coli. A quantidade de molde utilizado nas reações foi de 20ng. Os dados 

gerados pelos experimentos de qPCR foram associados com os distintos perfis 

fenotípicos observados pelos isolados. 

As amplificações do gene blaKPC na reação apareceram todas no mesmo Cq 

(ciclo) ou em Cqs muito próximos, com diferença de até 3 ciclos (Figura 9a e b). 

Para M. morganii e sua E. coli transformante, os valores dos Cqs médio para o 

gene alvo, blaKPC, variaram 0.5 ciclos aproximadamente (Mm01 blaKPC = 14.544/ 

TMm01 blaKPC= 14.988) (Figura 6). De acordo com o teste t, considerando o ponto de 

corte 5%, o p-valor para essas amostras foi de 0.5, significando que não existe 

diferença significativa entre o número de copias para esse gene. 

 

 

 



   
 

   
 

Figura 6. Curva de amplificação do gene blaKPC, nas amostras de Mm01 e TMm01 

respectivamente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para P. stuartii e sua E. coli transformante os valores dos Cqs médio para o 

gene alvo variaram 2 ciclos aproximadamente (Ps28 blaKPC= 13.687/ TPs28 blaKPC= 

15.807) (Figura 7). De acordo com o teste t, considerando o ponto de corte 5%, o p- 

valor para essas amostras foi de 1.0, significando que não existe diferença significativa 

entre o número de copias para esse gene. 

 

Figura 7. Curva de amplificação do gene blaKPC, nas amostras de Ps28 e TPs28 

respectivamente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



   
 

   
 

A K. pneumoniae e sua E. coli transformante, que foram incluídas no estudo 

para servirem como comparação nos ensaios, apresentaram padrão semelhante, 

variando 0.5 aproximadamente (Kp125 blaKPC= 14.74 / TF 125 blaKPC= 14.135) (Figura 

8). De acordo com o teste t, o p-valor para essas amostras foi de 1.0, significando que 

não existe diferença significativa entre o número de copias para  

esse gene. 

Figura 8. Curva de amplificação do gene blaKPC, nas amostras de Kp125 e TF125 

respectivamente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nos perfis fenotípicos de M. morganii e sua E. coli transformante, observa - se 

que os CIMs (Concentração Inibitória Mínima) do isolado transformante é muito maior 

do que o isolado doador para todos os antimicrobianos testados. Esse perfil também 

pode ser visto em P. stuartii e sua E. coli transformante, para alguns antimicrobianos 

testados. A hipótese inicial é de que uma resposta para esses perfis seria algum 

mecanismo desconhecido da E. coli que resultaria na multiplicação do plasmídeo 

inserido, aumentando o número de cópias do gene blaKPC. 

Devido aos ensaios de quantificação absoluta, foi constatado que essa hipótese 

é falha. As evidencias sugerem que as E. coli transformantes apresentam o mesmo 

número de cópias do gene blaKPC que os isolados clínicos doadores devido os valores 

do teste estatístico apresentados. Uma suposição é de que as espécies bacterianas 

M. morganii e P. stuartii podem ter mecanismos regulatórios diferenciados das demais 

Enterobacteriaceae, indicando uma possível característica evolutiva relacionada à 

tribo Proteeae, e que há a possibilidade da atuação de um mecanismo de regulação 

negativa do gene blaKPC presente nos membros dessa tribo. 

 



   
 

   
 

Figura 9. a) Curva de amplificação dos controles externos (tufMm, tufKp, tufPs e HKEc) e seus 

respectivos controles externos. b) Curva de amplificação do gene alvo (blaKPC) e seu respectivo 

controle externo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CONCLUSÃO 

 
      Comparando os resultados dos perfis fenotípicos dos isolados com 

os experimentos de qPCR absoluta realizados, as evidencias sugerem que as E. coli 

transformantes apresentam o mesmo número de cópias do gene blaKPC que os 

isolados clínicos doadores devido os valores encontrados pelo teste estatístico 

apresentados. Acreditamos que outros mecanismos devem estar interferindo na 

expressão do gene blaKPC, influenciando diretamente os altos níveis de resistência 

para os isolados transformantes.
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