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T resumo

Resisténcia Introducdo: As espécies de Klebsiella spp. podem causar varios tipos de infeccdes, principalmente
hospitalares, e ttm merecido destaque pelos seus variados e emergentes mecanismos de resisténcia.
Objetivos: Determinar a frequéncia de isolamento e a caracterizacdo do perfil de resisténcia de Klebsiella
Klebsiella spp. spp. em um hospital universitario durante um perfodo de 10 anos e, ainda, avaliar a tendéncia para
o crescimento dessa resisténcia. Material e método: Fez-se um estudo descritivo e retrospectivo a
partir de dados coletados nos livros de registro do Laboratério de Microbiologia Clinica do hospital
investigado, correspondentes ao periodo de janeiro de 1999 a dezembro de 2008. Resultado: A
frequéncia de isolamento de Klebsiella spp. foi de 13,4% com predominancia em uroculturas (56,4%).
Houve aumento significativo na resisténcia para a maioria dos antimicrobianos testados ao longo do
periodo analisado com tendéncia para o crescimento da mesma. Nesse periodo, isolou-se 23% de
Klebsiella spp. com fenétipo produtor de betalactamases de amplo espectro (ESBL). Discussdo: O
isolamento de Klebsiella spp. resistente a antimicrobianos em amostras de origem clinica e a deteccdo
da tendéncia do crescimento da resisténcia, inclusive as drogas de reserva terapéutica, sdo motivos de
grande preocupacéo. Nesse hospital, a implantacdo de métodos de triagem e de confirmatérios para
os mecanismos de resisténcia de Klebsiella spp. poderiam auxiliar no diagndstico e no tratamento das
infecgbes causadas por esse microrganismo. Conclusao: A tendéncia de crescimento na resisténcia aos
antibiéticos detectada neste estudo reforca aimportancia de monitoramentos continuos. Estes elucidam
caracteristicas locais, orientando para melhores medidas de controle.

abstract

Introduction: Klebsiella spp. species can cause several infections, particularly nosocomial ones. Furthermore, | Resistance
its multiple emerging resistance mechanisms have been widely described. Objectives: To determine the isolation
frequency and resistance profile of Klebsiella spp. at a university hospital during a ten-year period as well
as to assess the increase in its resistance. Material and method: A retrospective and descriptive study was | Klebsiella spp.
carried out based on data collected from the record books of the Laboratory of Clinical Microbiology of the
investigated Hospital from January 1999 to December 2008. Results: The isolation frequency of Klebsiella
spp. was 13.4%, predominantly in urine cultures (56.4%). There was a significant increase in resistance
to most antimicrobials tested over the analyzed period; 23% of Klebsiella spp. with ESBL phenotype was
isolated over this period. Discussion: Multi-resistant Klebsiella spp. isolates from clinical samples as well as
its growing trend in resistance mechanisms, including to reserve drugs, are cause for great concern. The
implementation of screening and confirmatory methods of bacterial resistance could aid in the diagnosis and
treatment of infections caused by this microorganism. Conclusion: The increase in resistance to antibiotics
reinforces the importance of continuous monitoring, which elucidates local characteristics and allows more
suitable control measures.
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Introducao

Atualmente, a resisténcia bacteriana se configura em
um grande problema de salide publica e é responsavel pelo
aumento significativo na morbidade e na mortalidade dos
pacientes®. Essa resisténcia € comumente diagnosticada
nos laboratérios de microbiologia clinica pelo método de
disco-difusdo, sequindo critérios estabelecidos pelo Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI), o qual revé
e, eventualmente, atualiza anualmente esses critérios.
Um importante grupo de microrganismos, reconhecido
pelos seus diversos mecanismos de resisténcia, é a familia
Enterobacteriaceae. Esse grupo também tem merecido
atencdo especial nos Gltimos anos por estar entre os mi-
crorganismos mais isolados na rotina dos laboratérios de
microbiologia clinica®. Nessa familia a producéo de beta-
lactamases é um dos principais mecanismos de resisténcia,
agindo contra os formacos betalactamicos, amplamente
utilizados no combate a esse grupo de microrganismos.
Na familia Enterobacteriaceae, um dos fundamentais
patégenos para humanos, com conhecidos e potentes
mecanismos de resisténcia, é o género Klebsiella spp.”-?2.
As espécies de Klebsiella spp. sdo causadoras de infeccdes
em unidades de terapia intensiva (UTls), onde afetam
pacientes imunocomprometidos, que estdo sujeitos
a inimeros fatores de risco, como administragcdo de
grande quantidade de antibiéticos, doencas crénicas,
procedimentos invasivos e tratamentos imunossupres-
sores" . No ambiente hospitalar, um dos mecanismos
de resisténcia mais prevalente é a producdo de beta-
lactamases. Estas degradam os antimicrobianos belalac-
tamicos, que correspondem a uma classe amplamente
empregada no tratamento de infec¢bes graves. Sdo
exemplos desses farmacos as cefalosporinas de amplo
espectro (ceftazidima, cefotaxima, cefepima) e os car-
bapenémicos (imipenem, meropenem e ertapenem)('®,
No género Klebsiella spp., um importante mecanismo
de resisténcia é proporcionado pelas betalactamases de
amplo espectro (ESBL)("®. Essas enzimas, codificadas por
plasmideos e amplamente distribuidas entre as entero-
bactérias (podendo vir acompanhadas de genes de resis-
téncia a aminoglicosideos e cloranfenicol), sdo resultantes
da mutacdo do gene da betalactamase comum, como
TEM-1, TEM-2 e SHV-1¢: ), e tém capacidade de hidro-
lisar uma ampla variedade de penicilinas e cefalosporinas
de terceira geracdao” 2%, as quais foram originalmente
desenvolvidas como drogas capazes de vencer a resistén-
cia bacteriana conferida pelas betalactamases comuns.

No momento, sdo quatro as principais betalactamases
de interesse clinico e que apresentam espectro de acdo
distinto sobre os betalactdmicos:

o ESBL

* Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC);
¢ metalobetalactamase (MBL);

* betalactamase classe C (AmpC).

Desde a descoberta dos primeiros microrganismos
produtores de ESBL, no inicio da década de 1980, essa
bactéria adquiriu resisténcia a muitas outras classes de
farmacos, como os aminoglicosideos, e até mesmo
aos carbapenémicos, tidos como principais drogas no
combate ao microrganismo, devido a sua estabilidade
diante da atividade hidrolitica da ESBL e também pela
capacidade de penetrar na bactéria@. A resisténcia aos
carbapenémicos € conferida por carbapenemases, como
KPC e metalobetalactamases, pela perda de proteinas
da membrana externa e por outros mecanismos®?,
Diante das limitacOes terapéuticas provocadas pelos
mecanismos de resisténcia, diversos grupos de pesquisa
vém acompanhando a distribuicdo e o perfil de susce-
tibilidade do género Klebsiella spp. ao redor do mundo,
com o intuito de acompanhar possiveis surtos e montar
o perfil de sensibilidade em diferentes regides”- 2% 29, Um
estudo de prevaléncia realizado na Espanha e no Reino
Unido mostrou que a espécie Klebsiella pneumoniae,
produzindo ESBL, é responsével por cerca de 26,8% das
bacteremias comunitérias®. Na Turquia, uma pesquisa em
56 UTls demonstrou prevaléncia de 16,1% para o género
Klebsiella spp.®. Em um hospital universitario de Taiwan,
verificou-se aumento de 10% para 55% de K. pneumoniae
produtora de ESBL®®. Na cidade de Nova York, detectou-
-se prevaléncia de 17% de K. pneumoniae entre os micror-
ganismos Gram-negativos isolados em 15 hospitais©@".
Em estudos brasileiros, a prevaléncia de Klebsiella spp. varia
de 13,4% a 15%'> ', Nessas pesquisas, esse género aparece
como um dos principais envolvidos em infeccdes do trato uri-
nario('2'% com importante destaque nas infecgdes em UTIs(®
e nos isolados de ponta de cateter e aspirados traqueais('®.
A mudanca no perfil de sensibilidade aos antimicrobianos
de cepas de Klebsiella spp., bem como a existéncia de relatos
crescentes de surtos hospitalares causados por esses agen-
tes, justifica o monitoramento desse patégeno no ambiente
nosocomial. Porém, a variacdo no espectro de acéo das
enzimas faz com que a padronizacdo de um teste, viavel,
de sensibilidade in vitro para deteccao fenotipica de cepas
produtoras de betalactamases seja dificultada®®. Contudo,
o CLSI sugere alguns métodos fenotipicos para screening
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(avaliacdo da sensibilidade a aztreonam, ceftazidima, ceftria-
xona e cefotaxima) e para confirmacao da producéo de ESBL
(comparagdo dos halos de inibicdo para ceftazidima e cefo-
taxima, com e sem associagéo ao acido clavulanico) que po-
dem ser incorporados na rotina laboratorial e, dessa forma,
contribuir para a elaboracdo de um diagnéstico correto® 19,
O reconhecimento do género Klebsiella spp. como impor-
tante patdégeno envolvido em infec¢des, principalmente
hospitalares, e as variagdes regionais no perfil de resisténcia
aos antibidticos, além do conhecimento de seus emergen-
tes mecanismos de resisténcia, séo fatores que reforcam a
necessidade de se conhecer as caracteristicas locais desse
género, assim como o processo de evolucdo de sua resis-
téncia. Esse conhecimento podera contribuir para o melhor
direcionamento e uso de antimicrobianos.

Objetivos

O presente estudo teve como objetivos determinar
a frequéncia de isolamento, a caracterizacdo do perfil
de resisténcia e, ainda, avaliar a tendéncia da resisténcia
para o crescimento em Klebsiella spp. provenientes de
um hospital universitario localizado na cidade de Natal/
RN, correspondentes ao periodo de janeiro de 1999 a
dezembro de 2008.

Material e método

Foi feito um estudo descritivo e retrospectivo a partir
de dados secundarios coletados nos livros de registro do
Laboratério de Microbiologia Clinica de um hospital univer-
sitario localizado na cidade de Natal/RN, correspondentes
ao periodo de janeiro de 1999 a dezembro de 2008. Os
dados analisados a partir do livro de registro foram o sitio
de origem das amostras, a resisténcia aos antimicrobia-
nos, assim como o possivel fenétipo produtor de ESBL.
Incluiu-se na pesquisa apenas as amostras nao duplicadas.
O critério utilizado pelo laboratério para determinacéo
da resisténcia aos antimicrobianos foi o estabelecido pelo
National Committee for Clinical Laboratory Standards
(NCCLS), o qual, a partir de 2005, passou a denominar-se
CLSI. Amicacina, ciprofloxacino, cefotaxima, ceftriaxona,
ceftazidima, cefoxitina, aztreonam, imipenem, ertapenem,
piperacilina/tazobactam foram os antimicrobianos ava-
liados neste estudo. Para a classificacdo de Klebsiella spp.
com fenétipo produtor de ESBL utilizamos como critério
o estabelecido pelo CLSI 2009®, em que classifica como

produtoras de ESBL as cepas que apresentam resisténcia
simultaneamente ao monobactamico aztreonam, assim
como as cefalosporinas de terceira geracdo (ceftazidima,
ceftriaxona e cefotaxima), pelo método de disco-difuséo.
A andlise relativa de determinacdo da tendéncia para o
crescimento da resisténcia foi realizada por meio do método
de regressdo linear simples, sendo a variavel dependente a
resisténcia e a independente, o tempo. Mediante esse mo-
delo, testou-se a hipétese de que o coeficiente da variavel
independente é zero ou néo. Rejeitando-se a hipétese nula,
conclui-se pela existéncia de tendéncia nas séries dos dados.
O processamento dos dados foi realizado com auxilio do
software estatistico R, de dominio pUblico, na verséo 2.8.1.
O valor de p < 0,05 foi considerado como estatisticamente
significativo.

Resultado

Durante o periodo analisado, o Laboratério de
Microbiologia Clinica registrou 6.401 exames positi-
vos para bactérias, dos quais o género Klebsiella spp.
apresentou uma frequéncia de isolamento de 13,4%.
Com relagdo ao sitio de isolamento, o maior nimero de
isolados positivos para esse microrganismo foi encontrado
em uroculturas, sequido de secrecdes, hemoculturas e
pontas de cateter (Tabela 1).

Valores absolutos e percentuais
de Klebsiella spp. distribuidos por

sitios de isolamento em um hospital
universitario na cidade de Natal/RN,
IELERM no periodo de 1999 a 2008

Amostra bioldgica N %
Urina 484 56,4
Secre¢des 237 27,6
Sangue 112 13
Ponta de cateter 25 2,9
Total 858 100

A Tabela 2 mostra a variacdo anual e a tendéncia
para o crescimento da resisténcia aos antimicrobianos de
Klebsiella spp. durante o periodo analisado. Pode-se cons-
tatar que praticamente todos os antimicrobianos testados
apresentaram aumento da resisténcia aos agentes antimi-
crobianos com o passar dos anos. No caso da cefoxitina
e do imipenem n@o ocorreram alteracdes significativas. As
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maiores taxas na evolucdo da resisténcia foram observadas
com piperacilina/tazobactam, ciprofloxacino, cefalosporinas
de terceira geracdo e aztreonam.

Variacdo anual e tendéncia para
o crescimento da resisténcia

aos antimicrobianos de

Klebsiella spp. em um hospital

universitario na cidade de Natal/RN,
JELEIEWA no periodo de 1999 a 2008

Mudanca em %/

Antibiético ano (*p - valor) Tendéncia
Amicacina 3,36 (0,0081) Crescente
Ciprofloxacino 6,31 (0) Crescente
Cefotaxima 7,77 (0) Crescente
Ceftriaxona 3,92 (0,0105) Crescente
Ceftazidima 4,06 (0,0044) Crescente
Cefoxitina -1,09 (0,2810) Estavel

Aztreonam 4,39 (0,0104) Crescente
Imipenem 0,12 (0,7830) Estavel

Ertapenem 3,63 (0,0104) Crescente
,[Paifsgzg[lairs/ 8,84 (0,0023) Crescente

* 0 valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

Na Tabela 3 pode-se observar o nimero de amostras
submetidas ao teste de triagem para ESBL, bem como o
ndmero de amostras de Klebsiella spp. com o perfil sugesti-
vo do fenétipo produtor de ESBL, relacionado com os trés
intervalos de tempo e o periodo de 10 anos da pesquisa.

Nimero de amostras submetidas
ao teste de triagem para ESBL;
valores percentuais de cepas

de Klebsiella spp. com fendtipo

produtor de ESBL, relacionado com

os trés intervalos de tempo e com o
IELEERR periodo total da pesquisa

Periodo Amostras testadas para  Fendtipo
a producdo de ESBL ESBL
1999-2002 72 16,7%
2003-2005 122 28,57%
2006-2008 4 75%
Total 198 23,07%

ESBL: betalactamases de amplo espectro.

Discussao

A presenca do género Klebsiella spp. em amostras
de origem clinica implica em grande preocupacao,
uma vez que se sabe que esse microrganismo apre-
senta diversos mecanismos de resisténcia e pode estar
envolvido em inimeras patologias, de brandas a graves,
tendo como consequéncia o 6bito® ™. A frequéncia
de isolamento encontrada neste estudo é similar a de
outros estudos no Brasil?% 9. Dados similares também
foram observados em pesquisas internacionais® - 29,
Os dados relacionados com o sitio de isolamento
também corroboram os de outros estudos, que mos-
tram o género Klebsiella spp. como importante pat6-
geno envolvido em infec¢bes do trato urinario?: ',
A andlise de tendéncia da evolugdo da resisténcia
permitiu verificar que a maioria dos antibidticos tes-
tados, com excecdo da cefoxitina e do imipenem,
apresentou um perfil de resisténcia com tendéncia
estatisticamente significativa de crescimento com o
passar dos anos, desde que mantidas as atuais praticas
de administracdo de antimicrobianos. A estabilidade
na resisténcia da cefoxitina costuma ser creditada ao
fato desta ndo ser rotineiramente utilizada na prética
clinica para o tratamento de infec¢des por Klebsiella
spp.19. Com relacdo ao imipenem, a tendéncia para a
estabilidade pode ser resultado do uso mais amplo de
outra droga da mesma classe, como o ertapenem, o
que provavelmente contribuiu para uma taxa mais alta
na resisténcia a esse antimicrobiano, bem como para
a tendéncia de crescimento na resisténcia do mesmo.
A resisténcia a familia dos carbapenémicos tem sido
detectada® 2 e recebido grande atencado nos Gltimos
anos pelo fato desses farmacos serem a classe de esco-
Ilha no tratamento de Klebsiella spp. produtora de ESBL,
e também pelos seus emergentes mecanismos de resistén-
cia@®1%20_QObservou-se que, dependendo da metodolo-
gia empregada no teste de suscetibilidade, pode haver
diferentes perfis de resisténcia dentro da mesma classe
de antibi6ticos®, o que significa que a bactéria pode
utilizar mecanismos de resisténcia diferentes para os
carbapenémicos. Normalmente, o género Klebsiella spp.
recorre a alteracdo de porinas como mecanismo de resis-
téncia ao imipenem, que devido ao seu maior tamanho
tem mais dificuldade em penetrar no microrganismo
(esse mecanismo também pode conferir baixos niveis
de resisténcia ao meropenem), e também pode se valer
de outros métodos de resisténcia, como as bombas de
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efluxo(. J4 para o ertapenem, os principais mecanismos
de resisténcia sdo baseados na producdo de carbapene-
mases e na perda de proteinas da membrana externa@* 27,
Nesse periodo, alguns dos farmacos como a piperacilina/
tazobactam e o ciprofloxacino apresentaram elevadas
variagbes anuais na porcentagem de resisténcia, o que
pode ser reflexo do amplo uso dos mesmos. Esse € um
dado preocupante, uma vez que os antibiéticos anali-
sados nesta pesquisa estdo entre as principais classes
(aminoglicosideos, quinolonas, cefalosporinas de tercei-
ra geracdo, carbapenémicos e penicilina + inibidor de
betalactamase) utilizadas no tratamento da bactéria em
questao’® 29, A ampla resisténcia apresentada comprova
a evolucdo e a aquisicdo de diferentes mecanismos de
resisténcia pelo microrganismo, tornando, desse modo,
cada vez mais limitados os esquemas terapéuticos.
As altas taxas de resisténcia as cefalosporinas de
terceira geracdo e ao aztreonam, observadas neste
estudo, apresentam perfil sugestivo de Klebsiella spp.
produtora de ESBL, porém o pequeno nimero de iso-
lados submetidos aos testes de triagem nos impede de
obter dados mais fidedignos da real produgdo dessa
enzima. Contudo, ndo podemos deixar de destacar
um aumento importante na frequéncia de isolamen-
to de Klebsiella spp. com fenétipo ESBL durante o
tempo da pesquisa. Esse aumento pode ser reflexo
do grande uso de cefalosporinas de terceira geragao.
Entre os fatores limitantes na analise dos dados, desta-
cam-se a mudanca dos antibiéticos testados ao longo
dos anos (alguns foram incorporados na rotina do labo-
ratério, enquanto outros deixaram de ser utilizados) e
o fato de ser uma analise retrospectiva baseada apenas
nos livros de registros, de modo que alguns dados re-
lativos a coleta e ao processamento das amostras nao
puderam ser acompanhados. No entanto, apesar dos
aspectos limitantes envolvidos, estudos desse tipo sdo
importantes por elucidarem caracteristicas acerca da
resisténcia no passado, permitindo analisar variacoes e
tendéncias do processo de resisténcia ao longo dos anos.
O conhecimento da resisténcia bacteriana, bem como
seus mecanismos de ocorréncia e estratégias de pre-
vencao e controle, constituem fortes fundamentos para
reflexdes e revisdes de conduta e protocolo. Acredita-
-se que somente a partir de tais atitudes seja possivel
investir no processo de controle da disseminacdo dos
microrganismos multirresistentes, principalmente
quando se observam registros da progressiva evolugédo
da resisténcia bacteriana, presente ndo sé no contex-
to hospitalar, mas também no comunitario”. Entre

essas medidas, podem-se destacar as pesquisas por
novas técnicas de diagndstico, além da utilizacdo das
atuais técnicas laboratoriais padronizadas, eficazes e
recomendadas pelo CLSI para a detecgdo de amostras
de K. pneumoniae produtoras de ESBL®??), assim como
outras metodologias que visam o monitoramento
constante da evolucdo de outros mecanismos de re-
sisténcia. Tais medidas, somadas ao controle rigoroso
na utilizacdo de antimicrobianos, poderdo inibir ou
limitar o aparecimento das cepas e evitar a perda gra-
dativa de antibidticos potentes do arsenal terapéutico.
E nesse sentido que o presente estudo veio suprir a ne-
cessidade de um conhecimento mais aprofundado da
frequéncia e do perfil de suscetibilidade aos antimicro-
bianos do género Klebsiella spp. no hospital pesquisado
na cidade de Natal/RN, apresentando a evoluc¢do da
resisténcia dessa bactéria com o passar dos anos. Con-
tudo, a analise dos resultados obtidos neste estudo ndo
permite estender as conclusdes aos demais hospitais da
referida cidade, visto que as frequéncias de isolamento
podem apresentar variagdes entre os diversos hospitais,
uma vez que elas ocorrem pelas diferentes politicas de
uso de antimicrobianos e pelo perfil de atendimento do
hospital. Esta pesquisa (abrangendo um longo intervalo
de tempo) é uma contribuicdo inédita e significativa
para o esclarecimento de caracteristicas locais desse
género e serve como passo inicial para que mais estudos
e pesquisas relacionadas sejam desenvolvidos.

Conclusao

Nesse estudo foi encontrada frequéncia de isola-
mento de Klebsiella spp. concordante com a literatura.
Entre esses isolados, observou-se tendéncia de cresci-
mento na resisténcia na maioria dos antibidticos testa-
dos, o que evidencia a necessidade de novos estudos
para monitorar tanto a evolucao da resisténcia quanto
o surgimento de novos mecanismos de resisténcia.
Os dados observados nesta pesquisa apresentam perfil
sugestivo de Klebsiella spp. produtora de ESBL, entre-
tanto, o pequeno niimero de isolados submetidos aos
testes de triagem nos impede de obter dados mais
fidedignos da real producado dessa enzima. Sugere-se
a implantacao desses testes para que se possa deter-
minar a dimensdo dessa problematica e, assim, poder
tracar as medidas necessarias para o controle desse
microrganismo.
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