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BIOTIPAGEM E RESISTOTIPAGEM PARA O TRACADO
EPIDEMIOLOGICO DA ORIGEM FECAL DE
K1 EBSIELLA PNEUMONIAE EM INFECCOES URINARIAS

JOSE AUGUSTO A. PEREIRA & TALO SUASSUNA

Em 24 (82,7%) de 29 pacientes com infeccdo urindria por Klebsiella pneumoniae isolamos
a mesma espécie a partir de amostras fecais. Estudamos 24 cepas urindrias e 219 cepas fecais encon-
trando 50 biotipos distintos (em média quatro biétipos por amosira fecal). Em dez (34,4%) dos 29
pacientes o biotipo de uma ou mais cepas fecais corresponderam ao biotipo da cepa urindria - sem
encontrarmos associagdo entre a simultaneidade e a prévia cateterizacao vesical (p > 0,05).

Na resistotipagem — utilizando quatro substdncias quimicas previamente escolhidas entre
34 produtos testados (verde brilhante, verde malaquita, telurito de potdssio e cloreto mercurico)
encontramos 16 resistotipos distintos. Em 14 (58,3%), dos 24 casos houve detecgdo do mesmo re-
sistotipo em cepa(s) fecal(is) e urindria do mesmo paciente, entretanto, sO em cinco {20,9%) dos
casos houve concordincia com a biotipagem na indicagcdo de simultaneidade. A concordéncia de
resultados quanto d auséncia ou presenca de biotipos ou resistotipos simultdneos, na uring € nas
fezes, foi de somente 54,2%. A presenca de resisténcia aos lons telurito e mercurico, entre cepas
fecais e cepas urindrigs, nO mesmo paciente, estava significativamente associada (p < 0,001

Sio numerosas as evidéncias quanto ao papel da flora intestinal como reservatorio dos
microrganismos, nas infec¢des endogenas (Vosti et al., 1964; Grinberg, 1969; Schwarz et al,,
1969; Selden et al., 1971; Shooter, 1971; Hable et al., 1972; Ducan & Booth, 1975 e Gerding
et al., 1979). Nas infec¢Ses urindrias, uma série de estudos corroboram esta visio. Em relagdo a
Escherichia coli como agente mais comum Vosti et al. (1964) estudando mulheres hospitalizadas
encontraram em 80% dos casos, 0 sorogrupo responsivel pela infec¢do urinaria, na flora fecal.
Schwarz et al. (1969) com abordagem semelhante, identificaram o sorogrupo urinario em 100%
dos exames de fezes dos pacientes. Griinberg (1969), em mulheres nao internadas com infec¢édo
pelo agente encontrou mesmo sorogrupo em 80% dos casos, enquanto que em 93% e 90%, respec-
tivamente, detectou o mesmo sorogrupo urindrio nas floras periuretral ¢ vaginal. Ha concordancia
quanto as infec¢Ges urindrias, se darem por microrganismos que ascendem pelo trato genitourinario
a partir da uretra (Kunin, 1972}).

Klebsiella pneumonize tem sido um dos mais importantes agentes de infec¢do hospitalar,
aparecendo — entre outras localizagdes como agente de infecges urinarias (Eickhoff, Steinhauer
& Finland, 1966; Barrett, Casey & Finland, 1968, Johanson et al., 1972; Davies & Matsen, 1974;
Finland, 1977; Thomas et al., 1977 ¢ Stamm et al., 1981), mas os dados sobre sua epidemiologia
s30 menos precisos que os relativos a £. colL.

Na marcacdo epidemiolégica de K. pneumoniae tém-se utilizado, tradicionalmente, a soro-
tipagem, que se fundamenta na discriminagdo de mais de 70 antigenos capsulares (Edwards &
Ewing, 1972). O método oferece problemas dado a existéncia de cepas com insuficiente material
capsular, e conseqiientemente, em termos praticos ndo tipaveis. Cerca de 10% das cepas isoladas
em estudos epidemiologicos correspondem a esse caso {Dans et al., 1970; Martin, Yu & Washing-
ton 1I. 1971 e Blanchette & Rubin, 1980). Riser, Noone & Bonnet (1976) propuseram a realizacao
da sorotipagem por técnicas de imunofluorescéncia, para obviar as freqiientes reagoes cruzadas pela
técnica tradicional.

As mesmas dificuldades com a sorotipagem tém levado a tentativas de marcagdo epide-
miologica por outros métodos destacando-se: tipagem por bacteriocinas (Heddell & Mitchell,
1978 e Edmondson & Cooke, 1979), e a biotipagem (Cowan et al., 1960; Rennie & Duncan,
1974 e Haverkomn & Michel, 1979a, b). A resistotipagem foi proposta para outras espécies, nao
tendo sido avaliada em relacdo a Klebsiellz (Elek & Higney, 1970; Elek, Davies & Miles, 1973 ¢
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Kashbur, George & Ayliffe, 1974). Pelo exposto relatamos a aplicagdo da biotipagem e da resis-
totipagem para avaliar a origem fecal de K. pneumonige em Casos de infeccdo uringria. Em relagao
a resistotipagem descrevem-se as investigagOes para o desenvolvimento e a padronizagao das técni-

cas aplicadas a Klebsiella.

MATERIAL E METODOS

Estudaram-se 243 cepas de K. pneumoniae isoladas a partir de urina e fezes de 29 pacien-
tes internados no Hospital Universitdrio Pedro Ernesto (HUPE), entre setembro de 1980 a janeiro
de 1981. Com quadros clinicos subjacentes diversos todos apresentaram infecg¢do urindria por Kleb-

siella durante a internagdo.

Cepas de K. pneumoniae isoladas de urina: a detec¢do da infecgdo urindria foi feita pelos
exames de rotina no Laboratério de Bacteriologia do HUPE. Considerou-se significativa a conta-
gem de 100.000, ou mais bactérias, por mililitro de urina, em pacientes com quadro compativel
de infeccdo urindria. O germe isolado foi mantido em agar semi-s6lido (Suassuna et al., 1977) até
a realizagdo dos testes de identificacdo e tipagem.

Obtencio de dados e de amostra fecal do paciente: ap6s identificado o caso de infecgao
urindria, anotaram-se os dados do paciente de interesse para a investiga¢@o ¢ obteve-se uma amostra
fecal, no periodo, no miximo de 72 horas ap6s o exame urindrio. Por todos 0s modos procurou-se
prevenir o contato de urina com as fezes, na hora da colheita. A amostra fecal era conservada a
40(C, até a manhd seguinte, caso tivesse sido colhida a noite.

Isolamento de colonias de K. preumoniae das amostras fecais: as fezes eram semeadas em
EMB agar (Difco), e o meio incubado a 370C, durante 18-24 horas. Colonias morfologicamente
sugestivas de K. pneumoniae eram repicadas, em nimero de até 15 colonias, para agar semi-sélido,
como descrito para as amostras urindrias. Quando houve crescimento invasor de FProfeus sp. o re-
isclamento era tentado em agar “Brolacyn” (Merck).

Identificacdo das cepas: as cepas urindrias e fecais visando a caracterizagdo como K. pneu-
moniae foram posteriormente estudadas com os métodos descritos por Suassuna & Suassuna ( 1978)
e por Edwards & Ewing (1972).

Biotipagem: as cepas identificadas como K. pneumoniae foram submetidas as provas de
VM (vermelho de metila) e VP (Voges-Proskauer); fermentagdo do adonitol, dulcitol e sorbose; uti-
lizacdo do mucato, citrato, tartarato ¢ malonato, € o desdobramento da uréia — esquema proposto
por Haverkorn & Michel (1979a). As provas foram realizadas ¢ interpretadas segundo Edwards &
Ewing (1972), salvo as provas de fermentagdo do adonitol, do dulcitol e da sorbose para as quais,
o tempo de incubagdo para a leitura, correspondeu a 24 horas.

Padronizacdo e execucdo do método de resistotipagem: selecionamos pelo método de Szy-
balski (1952), quatro (entre 34 substincias) consideradas uteis quantio ao potencial toxico diteren-
cial em agar, segundo o procedimento descrito por Elek & Higney (1970): verde brilhante (Carlo
Erba), verde malaquita (Merk), telurito de potéssio (Merk) e cloreto mercirico ( Reagen). Adapta-
mos o método i difusdo em agar, segundo Barry (1976). Discos de papel tipo poroso de 80 libras,
com 7.5 mm de didgmetro, eram impregnados com solucdes das quatro substancias. Espalhdvamos,
com swab de algoddo estéril, suspensdo de microrganismos, em turvagao correspondente ao grau
0,5 de MacFarland, homogeneamente, por toda a superficie de agar Mueller Hinton. Apbs 18 a
20h de incubagdo a 370C, mediamos os halos de inibi¢do de crescimento e classificavamos as cepas
em categorias de resisténcia, resisténcia intermediaria e sensibilidade, segundo os limites definidos
a partir de estudo da variagdo de concentragao de solugdes de preparo dos discos e da distribuicao
de halos de inibicdo para cerca de 130 cepas de K. pneumonige isoladas de variados materiais clini-

cos (Tabela I).

Método estatistico aplicado: empregamos a andlise de variancia, no estudo da distribuigao
dos halos de inibicdo as substincias utilizadas na resistotipagem, e o teste de Qui-quadrado (x?),
na comparacio de diferen¢a de freqiiéncia dos eventos estudados, segundo Berquéd, De Souza &

Gottlieb (1980).

RESULTADOS

Em 24 (82,7%) dos 29 pacientes com infeccdo por K. preumonige isolamos a mesma espeé-
cie das amostras fecais. Desses 24 pacientes foram estudadas 243 cepas do agente em questdo: 24

urinarias e 219 fecais.

Biotipagem: pela biotipagem observou-se que as provas de VM, VP e urease careciam de
capacidade significativa para a discriminacdo das 243 estirpes de Klebsiella estudadas. As demais
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sete provas utilizadas foram uteis, e a combinagdo dos resultados para as mesmas quando em con-
junto, admite 128 possibilidades ou biotipos diferentes. Desses, encontramos 50 biotipos entre as
243 cepas. Detectamos desde a presenga de um Unico biotipo nas fezes (casos 401, 521 e 721) até
oito biotipos diversos (casos 344 e 390) em um mesmo espécime fecal. Em média foram encontra-
dos quatro biotipos diferentes por paciente (Tabela II). Ndo houve correlagdo entre o tempo de in-
ternacio até o momento da detec¢do bacteriolégica de infecgdo urindria, e o grau de heterogenei-
dade de biotipos de K. pneumoniae presente nas fezes dos pacientes. Também ndo houve diferenga
significativa no grau de heterogeneidade, revelado pelos biotipos quando considerados criangas ¢

adultos (Tabela II).

TABELA 1

Limites arbitrados a partir da andlise da curva de distribuicdo de halos de inibi¢io
de cerca de 130 cepas de K. preumoniae

Classificagdo de acordo com os halos
de inibicdo (mm)

Nome g% *
Resistente Intermediario Sensivel
Telurito 0,20 <11 11-20 =20
Mercurio 0,25 %13 14 =15
Verde malaquita 3,00 %15 15-18 =18
Verde brilhante 0,40 %13 13-16 =16

*Solugdo aquosa empregada no preparo dos discos.

TABELA Il

Tempo de internagdo e variedade de biotipos das cepas fecais de K. prneu-
moniae, relativos a pacientes com infecc@o urinarna pelo agente

Tempo de Total de Total de NO de cepas de
N© do caso Internacao cepas de cada biotipo
(dias) estudadas | biotipos encontrado

674(*) 45 13 7 1,1,1,1,2,3,4

57 40 9 7 1,1,1,1,1,1,3
581(*) 31 6 3 1,2, 3
1000(*) 16 9 3 1,1,7
582 24 8 4 1,1,1,5
521(*) 10 2 1 2
401 24 11 1 11

103(*) 17 8 3 1,2,5

381 9 8 2 1,7

213 10 11 2 2.9
404 4 14 6 1,1,1,2,2,6
721 50 15 1 15
540(*) 37 10 3 1, 2,7
726 6 10 2 1,9

225 3 7 4 1,1,2,3
555(*) 2 11 7 1,1,1,1,2,2,3
390 53 9 8 b, 1,1,1,1,1,1,2
344 2 10 8 1,1,1,1,1,1,1,3
T03(*) 8 9 2 4. 5

299 5 9 5 1,1,1,3,3

371 7 10 2 1,9

398(*) 11 5 4 1,1,1,2

93 3 6 5 1,1,1,1,2

185 18 7 2 1,6

(*) Pacientes pediatricos,
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TABELA III

Dados relativos a 24 pacientes com infec¢do urinaria por K. preumoniae,
sobre localizagdo no hospital, sexo, idade, realizagdo de cateterizacao ¢
achado dos biotipos da cepa urinaria do agente, em amostra fecal

Achado do biotipo

. _ L
N9 do caso | Origem | Sexo | ldade | Cateterizagao urinario nas fezes( ™)

674 Ped M 6a* — +
581 Ped M 8a — —
1000 Ped M 2m** — —
521 Berg Fo12d*** — +
103 Eminf F 7m — —
540 Ped M 2Zm — —_
555 Ped M 10a — —
703 EmInf M 6&m — —
398 Ped F 6m — —
57 EnfClin M SBa + +
582 Ginec F S5é6a + +
401 EnfClin F  29a + +
213 EnfClin F 58a + —
721 EnfClin M 17a + —
225 Urol M 78a + +
390 Neuroc F' 59a + —
299 Obst i 27a + +
371 EnfClin F  50a +
93 Urol M 72a + _
381 Oftal M 73a — —
404 UnCor ' 60a — +
726 EnfClin M 59a — —
344 EnfCir F 29 — +
185 EnfClin M 2la — +

a* = anos: m** = meses; d*** = dias; (+) = ocorréncia; (—) = nao QCorrén-
cia; Ped = Pediatria; Ber¢ = Bergario; EmInf = Emergéncia Infantil; EnfClin
= Enfermaria Clinica: Ginec = Ginecologia; Urol = Urologia; Neuroc = Neu-
rocirurgia; Obst = Obstetricia; Oftal = Oftalmotogia; Uncor = Unidade Co-
rondria; (*) Quando a diferenca entre os biotipos foi em um unico teste, a
exclusio de identidade foi confirmada, pela repeti¢ao do teste.

TABELA IV

Distribuicdo dos resistotipos das cepas de K. preumonige encontradas em
24 casos de infecgdo urinaria

Resistotipo Casos nos quais foi
T c B M detectado em cepa urindria
_ - (+) + 344, 185, 93, 390
+ + —_ + 540, 721
+ + (+) (+) 401, 103
+ + (+)} + 381,674
_ + _ (+) 57, 299
— + — + 703, 555
— _ _ (+) 404
_ ~ (+) - 225
+ — (+) 582
_ _ _ — 726
_ - (+) (+) 398
+ ¥ - — 100
+ — (+) + 213
_ + (+) (+) 371
+ - _ + 581
+ — (+) (+) 521

T = telurito de potissio; C = cloreto mercirico; B = verde brilhante; M =

verde malaquita.
+ = resisténcia: (+) = intermedidrio; — = sensivel.
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TABELA V

Comparacdo dos métodos de biotipagem (BT} e resistotipagem (RT) quan-
to a detec¢do do tipo da cepa urinaria de X pneumoniae, na amostra fecal,
de 24 pacientes com infecgdo urinaria pelo agente

Casos
Tipo urinario entre cepas fecais
NO %
Negativona BT e RT 8 33,3
Positivona BT e RT 5 20,9
Positivo na BT e RT mas discordante quanto as cepas 3 12,5
Positivo so na RT 6 25,0
Positivo so na BT 2 8.3

TABELA VI

Modelos de resisténcia, de cepas urinarias e fecais, de K. preumonige ao
telurito de potassio (T) e ao cloreto mercirico (C)

Marcadores de Resisténcia

Caso :
Cepa fecal apresentando mais

Cepa urinaria marcadores

b
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T = telurito de potassio; C = cloreto mercirico.

Em dez pacientes uma ou mais cepas isoladas de fezes correspondiam ao biotipo de cepa
urindria, o que corresponde a 34,4% no total de 29 pacientes com infec¢do urindria e a 41,6% se
considerado somente o total de 24 pacientes com K. pneumoniae nas fezes. Nao verificamos asso-
ciacdo entre o achado de cepas, fecais e urinaria, com o mesmo biotipo, ¢ a realiza¢do prévia de
cateterizacdo da bexiga (p > 0,05). Também nido se observou correlacdo entre aquela coincidéncia
de biotipos fecais e urindrios e o sexo ou idade (crianca x adultos) dos pacientes (p > 0,05) (Tabela

II).

Resistotipagem: para as 24 amostras urindrias, classificando-as segundo os limites apresen-
tados na Tabela I, encontramos 16 resistotipos diferentes (Tabela IV). As cepas de cada amostra
fecal, mostraram (como na biotipagem) uma nitida heterogeneidade de tipos. Em 14 dos 24 casos
encontramos nas fezes o resistotipo coincidente com a cepa urindria do mesmo individuo (Tabela
V). Em 13 dos 24 casos (54,2%) o resultado da resistotipagem concordou com o da biotipagem,
quanto ao aparecimento ou ndo de mesmo tipo em urina ¢ fezes. Em trés dos 24 casos (12,5%)
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foi detectado um mesmo tipo em fezes e urina mas a incrimina¢@o das cepas nao coincidiu. Em
dois dos 24 casos (8,3%) o achado pela biotipagem de mesmo tipo em urina e fezes, ndo foi confir-

mado pela resistotipagem (Tabela V).

Constatou-se uma baixa capacidade de discriminagdo pela resistotipagem, tendo em conta
a freqiiéncia com que cepas de mesmo resistotipo foram discriminados como pertencentes a dife-
rentes biotipos. Entretanto, a utilizagdo da resposta ao cloreto mercurico e ao telurito de potassio
empregados na resistotipagem permitiu revelar uma associagdo significativa da resisténcia aos mes-
mos quando considerados isoladamente entre cepas urindrias e fecais (p < 0,001) (Tabela VI).

DISCUSSAO

Isolamos K. prneurmoniae das fezes em 82 7% dos casos, 0 que é comparével aos 81,7% de
Cooke et al. (1979) em pacientes com infec¢Oes urindrias ou outras, pelo mesmo agente. Em estu-
do prospectivo Selden et al. (1971) constataram que em 11 de 31 pacientes hospitalizados, nos
quais apareceu infecgdo por K. pneumoniae, a mesma espécie ndo foi detectada nas fezes.

A biotipagem definiu 50 biotipos entre as 243 cepas de Klebsiella estudadas. Haverkorn
& Michel (1979a) em estudo de colonizacdo hospitalar pelo agente, utilizando esquema semelhan-
te de biotipagem (exceto que usaram indol e ndo empregaram malonato), detectaram 66 biotipos
entre 530 cepas estudadas.

A biotipagem mostrou simultaneidade de biotipos na urina e nas fezes em 34% do total de
casos, o que é comparavel aos 41% encontrados por Cooke et al. (1979) estudando 45 pacientes
com infecgdo por Klebsiella (21 infec¢Ges urindrias e o restante, em outros sitios). Esses autores
utilizaram sorotipagem e a tipagem por bacteriocinas para ‘“marcar’ as estirpes nao reconhecidas
pelo primeiro método. A simultaneidade de ocorréncia apareceu em 54% (17/31) dos casos de
infeccdo detectados na prospecgdo dos pacientes considerados. Tal percentual bastante superior
ao que encontramos deve-se, possivelmente, aos métodos utilizados. Entretanto, tais percentuais
de forma geral contrastam com aqueles relativos 2 presenca simultinea da mesma cepa na urina e
fezes, quando se trata da infeccdo por E. coli. Para essa ltima espécie, Schwarz et al. (1969) e
Griinberg (1969) encontraram identidade de sorogrupos em 100% dos casos, e Vosti et al. (1964)
em 80%. Ndo se pode atribuir com exclusividade a divergéncia dos resultados entre as duas espé-
cies 2 ineficiéncia relativa dos métodos de tipagem utilizados para K. preumoniae, sem considerar
peculiaridades de colonizac¢do (localizagdo, aparecimento nas fezes, tempo de instalagéo, intervalo
entre 0s eventos, antagonismos, etapas intermedidrias de localizagfo anatomica, facilidade de con-
taminacdo fecal, etc.).

A aparente heterogeneidade de biotipos nas fezes atestada pela observagdo de quatro bio-
tipos, em média, por paciente variando entre um Unico tipo até oito biotipos por caso (Tabela II),
contrasta com os achados de Cooke et al. (1979) que em 27 de 36 casos, examinando dez colonias,
observaram um Onico sorogrupo em cada caso.

Ja Montgomerie et al. (1970), em estudo prospectivo de infec¢do por K. prneumoniae em
pacientes transplantados, detectaram uma média de 7,1 sorotipos por amostra fecal. Em £. coli
Schooter (1971), estudando a colonizacdo intestinal em pacientes hospitalizados, constatou uma
variagdo constante dos sorotipos com o tempo de internagao.

Importa discutir nos casos de divergéncia entre os biotipos de fezes e de urina, se tal diver-
géncia ndo dever-se-ia a variagGes e erros intrinsecos dos testes utilizados. Entretanto, as variagoes
de reprodutibilidade por nés detectados nos testes utilizados ndo sugerem alteragdes de monta a
repercutirem na consisténcia dos resultados. O mesmo observaram Haverkorn & Michel (1979a).
Acrescenta-se que a divergéncia de padrdes ocorreu, na maioria das vezes em relagdo a duas ou mais
provas bioquimicas, tornando dificil a influéncia do erro de técnica, em uma delas. Os resultados
da resistotipagem, nao foram animadores, quando comparados aos da biotipagem. Todavia, pare-
cem indicar que a utilizagdo de um ndmero maior de substincias com poder téxico diferencial,
possam levar a resultados melhores. Essa possibilidade pode apoiar-se na concordancia encontrada
entre a biotipagem e a resistotipagem para detec¢do de tipo urinario na flora fecal, em 13 dos 24
casos (54,2%), e pela sua positividade exclusiva em seis dos 24 casos (25%) (Tabela V), estas ndo
confirmadas pela biotipagem. Tal fato dever-se-ia & baixa discriminagdo com o conjunto reduzido
de substincias que nos foram de utilidade.

Um dos problemas sempre presente na escolha das substdncias destinadas a resistotipagem,
na sua concepg¢do original, é a inclusdo de marcadores quimicos para os quais a resisténcia bacteria-
na estivesse codificada em fatores ou elementos genéticos extracromossomiais (Elek & Higney,
1972). De qualquer forma, na nossa amostragem, a resisténcia ao telurito de potassio e/ou ao clo-
reto mercarico, codificadas extracromossomialmente, permitiram constatar assoclagdo entre cepas
de infeccdo urindria e de flora fecal de mesmo paciente, o que pode estimular o uso daqueles mar-
cadores na andlise de outros tipos de rela¢des epidemiologicas.
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SUMMARY

Twenty-four (82.7%) out of 29 patients suffering from hospital acquired urinary infec-
tions by Klebsiella pneumoniae had the same species in their faeces. Biotyping of 24 urinary and
219 fecal strains of K. pneumoniae resulted in 50 different byotipes — an average of four biotypes
per fecal sample. Ten patients (34.4%) had the same biotype in urine and faeces without any
correlation with previous vesical catherization (p > 0.05). Using resistotyping to four chemical
compounds selected among 34 tested substances (brilliant green, malachite green, potassium
tellurite and mercuric chloride) 16 different resistotypes were found. Fourteen patients (58.3%)
presented the same resistotype in urine and faeces but only in five patients was there correlation
with simultaneous biotyping identity. Simultaneous occurrence of identical biotypes or resisto-
types in faeces and urine occurred in only 54.2% of cases. However, there was a significant associa-
tion between resistance to mercuric and tellurite ions in fecal and urinary strains isolated from the

same patient (p < 0.001).
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