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aValiaÇÃo Da rESiStÊnCia antiMiCroBiana
aSSoCiaDa EM iSolaDoS ClÍniCoS

DE Klebsiella SPP, Escherichia coli, Enterobacter SPP
EM UM HoSPital PÚBliCo DE goiÂnia, go-BraSil

Cláudia Castelo Branco Artiaga Kobayashi 1 e 2, Geraldo Sadoyama 1 e José Daniel 
Gonçalves Vieira 1

RESUMO

A determinação do nível de resistência em patógenos bacterianos associada a várias classes de drogas 
tem grande importância, especialmente para auxiliar nos protocolos terapêuticos. Entre janeiro de 
2006 e dezembro de 2008, foi realizada uma análise retrospectiva de dados de suscetibilidade in 
vitro para uma ampla variedade de antimicrobianos com o fim de quantificar a resistência associada 
a um antimicrobiano na presença e ausência de resistência a outros em isolados de Escherichia coli 
(n = 515), Klebsiella spp (n = 653) e Enterobacter spp (n = 507). Entre os isolados de Klebsiella 
spp e E. coli, produtores de ESBL (54,7% - 357/653 e 15,3% - 79/515, respectivamente), foram 
observadas significantes taxas de resistência associada aos antimicrobianos não relacionados – 
aminoglicosídeos, ciprofloxacina e sulfametoxazol-trimetoprim. A resistência de Enterobacter spp 
à cefepima foi associada com um marcante aumento na resistência a todos os outros agentes testados 
(superior a 80%), exceto à ampicilina-sulbactam (58,7%). Estes dados claramente indicam que a 
resistência associada não é limitada a uma combinação de uma droga em particular, mas é um evento 
geral que demonstra a necessidade de maior cautela com relação à terapia empírica, uma vez que é 
um problema clínico relevante com relação às opções terapêuticas que são afetadas pela presença de 
resistência associada a drogas não relacionadas.

DESCRITORES: Klebsiella spp. Escherichia coli. Enterobacter spp. Resistência 
antimicrobiana associada.

INTRODUÇÃO

A resistência aos antimicrobianos tem aumentado drasticamente nos 
últimos anos (15). Seu principal impacto clínico está relacionado a falha no 
tratamento empírico, o que reflete no aumento da mortalidade, especialmente em 
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infecções graves (11). O elevado nível de patógenos resistentes entre pacientes 
hospitalizados está intimamente associado à utilização excessiva de antimicrobianos 
(2). A contínua pressão seletiva exercida por antimicrobianos, particularmente 
compostos β-lactâmicos, é fator de risco para a seleção de cepas resistentes, 
incluindo enterobactérias produtoras de β-lactamase de espectro estendido 
(ESBL) (5,25). Logo, tem grande importância a escolha do tratamento empírico, 
levando-se em consideração não só o reconhecimento dos prováveis patógenos, 
mas, sobretudo, dos resultados do perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos. 
Este trabalho teve como objetivo, portanto, verificar a associação da resistência de 
isolados da família Enterobacteriaceae com diferentes agentes antimicrobianos 
utilizados no hospital. Isso servirá de auxílio nos protocolos terapêuticos empíricos, 
principalmente em situações nas quais haja elevados níveis de resistência associada 
e, consequentemente, menor chance de uma terapia empírica efetiva.

MATERIAL E MÉTODOS

Foi realizada uma análise retrospectiva de dados relacionados a testes 
de suscetibilidade antimicrobiana dos isolados de Klebsiella spp, Enterobacter 
spp e Escherichia coli, no período compreendido entre janeiro de 2006 e 
dezembro de 2008. 

Amostras clínicas provenientes do mesmo paciente (mesma espécie e 
perfil de suscetibilidade) foram excluídas da investigação. Este estudo foi conduzido 
em um hospital público de Goiânia, referência em urgência e emergência. Este 
hospital possui as seguintes características: 215 leitos, sendo 26 de Unidade de 
Terapia Intensiva (UTI), 32 de Clínica Médica, 34 de Clínica Cirúrgica, 60 de 
Traumatologia, 16 de Enfermaria Masculina, 8 de Enfermaria Feminina, 07 de 
Enfermaria Pediátrica, 6 de Unidade de Emergência, 14 de Unidade de Cuidados 
Intermediários de Clínica e 12 de Unidade de Cuidados Intermediários de Trauma, 
com atendimento de população tanto adulta como pediátrica.

A identificação inicial destes microrganismos foi realizada com a utilização 
de métodos morfológicos e bioquímicos convencionais, de acordo com o Manual 
de Microbiologia Clínica para o Controle de Infecção em Serviços de Saúde (20). 
Todos os testes de suscetibilidade foram realizados pelo método de disco-difusão, 
segundo normas padronizadas pelo documento M2-A8, suplementado pelo 
M100-S17 do National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS)/
Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI) (6, 26). As cepas de Escherichia 
coli e Klebsiella spp que apresentaram zonas de diâmetro ≤ 22 mm (ceftazidima), 
e/ou ≤ 25 mm (ceftriaxona) e/ou ≤ 27 mm (cefotaxima e aztreonam) foram 
encaminhadas ao teste confirmatório. O teste para detecção de ESBL foi realizado 
segundo o método de Jarlier et al. (14), conhecido como teste de aproximação dos 
discos. Consistiu na utilização de disco de amoxicilina-ácido clavulânico no centro 
e, lateralmente a este, discos de cefotaxima, ceftriaxona, ceftazidima e aztreonam 
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a uma distância de 20mm, centro a centro, em relação à amoxicilina-ácido 
clavulânico após inoculação da suspensão dos microrganismos ajustada na escala 
0,5 de McFarland em uma placa de ágar Müeller Hinton. A presença de ESBL foi 
indicada pela detecção do aumento ou distorção da zona de diâmetro ao redor do 
oximino-beta-lactâmico (ghost zone ou zona fantasma), após um período de 18 a 24 
horas de incubação em temperatura de 35ºC.

Todos os isolados foram categorizados para suscetibilidade aos seguintes 
agentes antimicrobianos sugeridos pelo documento mencionado: cefotaxima – 
CTX (30 μg), ceftriaxona – CRO (30 μg), ceftazidima – CAZ (30 μg), cefepima 
–CPM (30 μg), aztreonam – ATM (30 μg), imipenem – IMP (10 μg), meropenem 
– MER (10 μg), ampicilina-sulbactam – ASB (10/10 μg), norfloxacina – NOR (10 
μg), ciprofloxacina – CIP (5 μg),  levofloxacina – LVX (5 μg), sulfametoxazol-
trimetoprim – SUT (23,75/1,25 μg), gentamicina – GEN (10 μg) e amicacina – AMI 
(30 μg). O controle de qualidade foi realizado por meio de testes com cepas padrão 
de K. pneumoniae ATCC 700603 e E. coli ATCC 25922.

Para cada espécie, a resistência antimicrobiana a uma droga foi calculada 
na presença e ausência de resistência a outra droga analisada. A análise da resistência 
associada foi feita com a ajuda de tabelas de contingência do tipo 2x2, sendo a 
resistência a um determinado antimicrobiano comparada com a resistência ou 
sensibilidade aos outros antimicrobianos. Para o cálculo da taxa de resistência, o 
número de isolados intermediários e resistentes foi dividido pelo total de isolados 
(17). Resistência cruzada foi definida como a resistência aumentada a dois ou mais 
antimicrobianos dentro da mesma classe em razão de um mecanismo comum; 
considerou-se associada a resistência aumentada a duas ou mais drogas de distintas 
classes, devida a mecanismos diferentes (16).

A resistência associada foi quantificada calculando-se o RR (risco relativo) 
de acordo com Wimmerstedt e Kahlmeter (35), com diferenças significantes quando 
p < 0,05. Para o teste x2 ou Exato de Fisher, foi utilizado o software EpiInfo v. 2000, 
CDC (8).

RESULTADOS

Do total de 1.675 bactérias isoladas, foram analisadas 653 Klebsiella 
spp, 515 Escherichia coli e 507 Enterobacter spp. Estes microrganismos eram 
provenientes principalmente dos espécimes clínicos: secreção, incluindo feridas 
de sítio cirúrgico (641); urina (705); ponta de cateter (73); sangue (61); líquidos 
corporais (101); fragmentos ósseos (27); secreções do trato respiratório (43); tecido 
(20) e corpo estranho - próteses, válvulas e parafusos (4).

Dos isolados de Escherichia coli, mais de 20% mostraram-se resistentes 
a cefalosporinas de terceira geração, aztreonam, ß-lactâmico associado ao 
inibidor de ß-lactamase (ampicilina + sulbactam) e ciprofloxacina; a resistência a 
sulfametoxazol-trimetoprim foi a mais comum (39%) (Figura 1). A resistência desta 
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espécie a um determinado agente mostrou-se mais associada à resistência aumentada 
a drogas relacionadas, como as do grupo dos β-lactâmicos, das quinolonas e 
dos aminoglicosídeos. No entanto, foi bastante evidente entre antimicrobianos 
totalmente não relacionados entre si. Na Tabela 1, estão demonstrados a taxa e o 
risco relativo de resistência com os perfis de resistência cruzada e associada dos 
isolados de Escherichia coli, tanto sensíveis como resistentes a outros agentes 
antimicrobianos. A resistência à cefepima ocorreu em 100% dos isolados resistentes 
à ceftriaxona com um elevado risco relativo (132,7), mas somente em 0,7% das 
cepas sensíveis. Por outro lado, a resistência à ciprofloxacina foi de 66,7% em 
isolados resistentes à gentamicina, e de 14,7% em sensíveis. Similarmente, foi 
verificada uma resistência pronunciada a sulfametoxazol-trimetoprim (maior que 
50%) em isolados resistentes a cada droga testada, com uma maior taxa em isolados 
resistentes à ciprofloxacina (70,1%).

Figura 1. Perfil de suscetibilidade antimicrobiana dos isolados de Escherichia 
coli

Entre os isolados de Klebsiella spp, elevado nível de resistência individual 
foi observado em relação à maioria dos ß-lactâmicos, à ciprofloxacina, ao 
sulfametoxazol-trimetoprim e aos aminoglicosídeos. No entanto, a resistência foi 
mais acentuada às cefalosporinas e monobactâmicos, variando de 73,0% a 75,5% 
(Figura 2). As taxas de resistência a estas drogas se revelaram semelhantes quando 
foram analisados os isolados de Enterobacter spp, nos quais também a resistência 
foi mais comum às cefalosporinas e ao monobactâmico (56,0% a 70,2%), com uma 
taxa relativamente menor à cefepima (56%) (Figura 3). 
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Figura 2. Perfil de suscetibilidade antimicrobiana dos isolados de Klebsiella spp

Figura 3. Perfil de suscetibilidade antimicrobiana dos isolados de Enterobacter spp

Verificou-se que a resistência dos isolados de Klebsiella spp e Enterobacter 
spp às cefalosporinas de terceira geração foi mais associada à resistência aumentada aos 
antimicrobianos da mesma classe, entretanto foi evidente em relação a outros grupos, 
como quinolonas, sulfametoxazol-trimetoprim e aminoglicosídeos (gentamicina e 
amicacina). As tabelas 2 e 3 mostram a resistência associada entre os isolados de ambos 
os gêneros bacterianos ante as drogas analisadas e o risco relativo de resistência. 
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Isolados de Klebsiella spp apresentaram resistência à ceftriaxona em 100% 
dos isolados resistentes à cefepima, mas somente em 4,3% das cepas sensíveis. Por 
outro lado, a resistência a sulfametoxazol-trimetoprim variou de 78,4% a 78,8% em 
isolados resistentes a uma das cefalosporinas de terceira geração e de 14,7% a 16,8% 
em sensíveis. Estas cepas também apresentaram um elevado risco de resistência 
associada às cefalosporinas nos isolados resistentes aos aminoglicosídeos (12 a 
19 vezes mais comum em isolados resistentes às cefalosporinas). Similarmente, 
em Enterobacter spp foi verificada uma associação de resistência alta entre as 
cefalosporinas de amplo espectro, no entanto relativamente mais baixa entre os 
isolados resistentes à cefepima quando comparada às demais drogas do grupo.

Entre as enterobactérias, com exceção de E. coli, foi verificada uma 
baixa taxa de resistência aos carbapenens, variando de 0,1% a 1,6%. No entanto, 
no presente estudo, em isolados de Enterobacter spp, essa resistência foi associada 
com a resistência aumentada às cefalosporinas de amplo espectro, particularmente 
à cefepima (RR: 4,7), ao monobactam (RR: 3,0), à gentamicina (RR: 4,7) e às 
quinolonas (risco variando de 4,1 a 6,6). Da mesma forma, em Klebsiella spp a 
resistência à imipenem foi mais comum em isolados resistentes às cefalosporinas e às 
quinolonas (taxa de 0,8% a 2,1%) e também a sulfametoxazol-trimetoprim (1,1%).

A associação de resistência a drogas não relacionadas também foi 
verificada em enterobactérias ESBL positivas. No presente trabalho, em 357 dos 
653 isolados de Klebsiella spp produtores de ESBL (54,7%), as taxas de resistência 
associada aos compostos amicacina, gentamicina, ciprofloxacina e sulfametoxazol-
trimetoprim foram, respectivamente, as seguintes: 47,5%, 86,2%, 73,3% e 73,5%. 
Quando se verifica a resistência associada entre 79 dos 515 isolados (15,3%) de 
E. coli, considerados produtores de ß-lactamase de espectro estendido, as taxas 
de resistência associada aos antimicrobianos totalmente não relacionados entre si, 
incluindo aminoglicosídeos, ciprofloxacina e sulfametoxazol-trimetoprim, também 
foram elevadas (27% a 41%, 31% e 50%, respectivamente).

DISCUSSÃO

A resistência a uma determinada droga associada a um aumento da resistência 
a outros agentes antimicrobianos também foi verificada anteriormente (16, 35). A 
associação de resistência entre sulfametoxazol-trimetoprim e ciprofloxacina também 
foi demonstrada por Zhanel et al (37). Kahlmeter & Menday (16), ao detalharem o 
perfil de resistência de isolados comunitários de E. coli em um projeto de vigilância 
(ECO-SENS), verificaram um aumento da resistência a sulfametoxazol-trimetoprim, 
que sugeria que o elevado uso deste agente era fator para seleção dessa resistência. 
Além disso, estes pesquisadores detectaram que a resistência a fluoroquinolonas 
(ciprofloxacina) estava associada, principalmente, com a resistência aumentada a 
ampicilina (80,4%) e sulfametoxazol-trimetoprim (75%), sugerindo que o fenótipo 
de multirresistência que envolve fluoroquinolonas era selecionado pelo uso tanto 
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de quinolonas como de ampicilina, sulfametoxazol e sulfametoxazol-trimetoprim, 
drogas normalmente utilizadas no tratamento de infecções do trato urinário. Estes 
dados foram semelhantes aos encontrados no presente trabalho, no qual foram 
observadas taxas de resistência de 70,1%, 84,3%, 90,7% para sulfametoxazol-
trimetoprim entre os isolados de E. coli, Klebsiella spp e Enterobacter spp resistentes 
à ciprofloxacina, respectivamente. Excetuando-se esse fenótipo com duas ou mais 
resistências, a resistência a sulfametoxazol-trimetoprim tem sido relatada por muitos 
autores como a mais comum (1, 28). Além disso, o uso deste antimicrobiano, 
recomendado empiricamente para infecções do trato urinário (13), tem sugerido 
que o emprego frequente dessa droga é provavelmente o fator responsável pelo 
surgimento de resistência antimicrobiana (19). Na instituição hospitalar analisada, 
tanto a resistência individual (respectivamente 39%, 55,3% e 52,7%) verificada 
entre as enterobactérias E. coli, Klebsiella e Enterobacter spp como a associada a 
sulfametoxazol-trimetoprim foi notavelmente elevada, o que indica a necessidade de 
maior prudência na escolha deste agente como terapia empírica.

Elevadas porcentagens de resistência à ceftriaxona (57% a 100%) em 
Klebsiella spp e Enterobacter spp foram verificadas por De Moraes et al. (7) em 
uma análise epidemiológica de casos de infecção hospitalar no Rio de Janeiro. A 
resistência às cefalosporinas de terceira geração é mediada por β-lactamases de amplo 
espectro, principalmente em Klebsiella spp e Escherichia coli, e por β-lactamases 
cromossômicas induzíveis amp C em espécies de Enterobacter spp (22, 33). Dessa 
forma, estudos têm demonstrado que o surgimento da resistência às cefalosporinas de 
amplo espectro está associado à exposição a esta classe de antimicrobiano durante a 
terapia, principalmente em unidades hospitalares em que o uso desta droga é frequente 
(4, 5). A resistência às cefalosporinas de terceira geração, aos aminoglicosídeos 
e à associação sulfametoxazol-trimetoprim relaciona-se com o elevado índice de 
multirresistência entre essas enterobactérias. O fato constitui uma preocupação 
clínica, uma vez que esses patógenos são muito frequentes e disseminados facilmente 
em várias unidades hospitalares, sendo os surtos relacionados à transmissão 
horizontal entre pacientes ou à seleção individual de cepas resistentes (7, 9). Além 
disso, a resistência às múltiplas drogas restringe as opções terapêuticas utilizadas no 
tratamento das infecções causadas por estes patógenos (23).

Neste estudo, observou-se tanto um nível mais baixo de resistência 
individual à cefepima (56%), quando comparado às cefalosporinas de terceira 
geração (67,1% e 70,2%) e ao monobactâmico (69%) em Enterobacter spp, quanto a 
estabilidade desta droga à hidrólise por β-lactamases cromossômicas induzíveis amp 
C (32). Apesar disso, a resistência deste patógeno à cefepima foi muito relevante, o 
que demonstra uma baixa atividade contra esta enterobactéria na instituição analisada. 
Além disso, a taxa de resistência associada a este β-lactâmico foi muito importante 
(superior a 80%) nos isolados resistentes aos demais agentes antimicrobianos, 
particularmente quinolonas, aminoglicosídeos e sulfametoxazol-trimetoprim, exceto 
a ampicilina-sulbactam (58,7%). Dessa forma, ficou demonstrado que a cefepima, 



Vol. 38 (3): 165-178. jul.-set. 2009 175

considerada uma das últimas opções entre os β-lactâmicos a serem utilizados 
como terapia empírica de infecções suspeitas de terem como causa este patógeno 
(31), assim como os demais β-lactâmicos, deveria ser evitada empiricamente na 
instituição estudada, especialmente em infecções mais graves.

Com relação aos carbapenens, alta sensibilidade também foi verificada em 
isolados de hospitais europeus (99,5%) e americanos (99,6%) (27, 29). Apesar da boa 
atividade in vitro dos carbapenens, considerados uma das opções de tratamento de 
infecções nosocomiais causadas principalmente por cepas produtoras de ESBL (24), 
fica evidente a necessidade de maior precaução quanto à escolha dos carbapenens 
no ambiente hospitalar. Isso se deve ao fato de estes isolados carreadores de genes 
de resistência aos carbapenens, transferíveis por meio de plasmídeos (36), serem 
frequentemente resistentes às outras classes de antibióticos (3). Além disso, a 
substituição dos antibióticos de primeira linha por imipenem ou meropenem pode 
levar à emergência e à disseminação de Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter 
baumanni resistentes a estas drogas (21), estabelecendo outro problema clínico.  

A resistência a drogas não relacionadas (sulfonamidas, ciprofloxacina e 
aminoglicosídeos) tem sido significativamente associada às enterobactérias ESBL 
positivas (34). Isso se deve à codificação das ESBL, principalmente em plasmídeos, 
os quais também codificam para outros genes de resistência a antimicrobianos, 
conferindo-lhes maior capacidade e rapidez de disseminação em diferentes cepas de 
enterobactérias (10). Alta porcentagem de resistência associada a ciprofloxacina, a 
sulfametoxazol-trimetoprim e aminoglicosídeos foi observada entre enterobactérias 
produtoras de ESBL (25, 30, 34). Taxas elevadas de resistência de isolados de 
Klebsiella produtoras de ESBL (36%) associada com outras classes de antibióticos 
foram verificadas por Sader et al. (31) ao estudarem o perfil de sensibilidade das 
bactérias gram-negativas mais frequentemente isoladas do trato respiratório de 
pacientes com infecção hospitalar no Brasil. No entanto, as quinolonas e a amicacina 
apresentaram boa atividade in vitro, elas inibiram, respectivamente, acima de 90% 
e 82% dos isolados. Ao se verificar a resistência associada entre os isolados de 
Klebsiella spp e E. coli produtores de ESBL, as taxas de resistência associada aos 
antimicrobianos totalmente não relacionados entre si, incluindo aminoglicosídeos, 
ciprofloxacina e sulfametoxazol-trimetoprim, foram superiores aos estudos 
anteriores. Contudo, essas porcentagens de resistência aos agentes não β-lactâmicos 
para os isolados de E. coli com fenótipo ESBL foram inferiores aos relatados por 
Kiratisin et al. (18), os quais detectaram taxas de 66,3%, 72,7% e 78,1% para 
gentamicina, sulfametoxazol-trimetoprim e ciprofloxacina, respectivamente, exceto 
para amicacina (12,5%). Já com relação aos isolados de Klebsiella pneumonia, 
produtores de ESBL, estes pesquisadores encontraram taxas de resistência 
semelhantes às obtidas neste estudo para sulfametoxazol-trimetoprim (72,1%) e 
ciprofloxacina (76,6%). A corresistência ou a resistência associada desses isolados 
a estes antimicrobianos não relacionados, frequentemente relacionada a elementos 
genéticos que abrigam genes que codificam para β-lactamase, pode desempenhar 
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papel importante para a manutenção e disseminação de enterobactérias produtoras 
de ESBL, limitando o sinergismo terapêutico entre essas classes de antibióticos (12, 
25, 34). Esses dados salientam a importância de se utilizar com prudência essas 
classes de antimicrobianos de forma empírica, particularmente β-lactâmicos de 
amplo espectro, no estabelecimento hospitalar investigado, particularmente quando 
direcionado para o combate de infecções mais graves.

Em virtude da heterogeneidade das bactérias da família Enterobacteriaceae, 
este estudo confirma a necessidade de maior cautela com relação à terapia empírica, 
uma vez que suscita um problema clínico bastante relevante com relação às opções 
terapêuticas: a maioria das classes de antimicrobianos utilizados empiricamente 
tem sido afetada pela presença de resistência associada a drogas não relacionadas, 
possibilitando a disseminação e manutenção de cepas bacterianas resistentes. Esse 
fato decorre do uso de agentes, particularmente cefalosporinas de amplo espectro, 
além da utilização combinada de outros, incluindo quinolonas e aminoglicosídeos, 
os quais influenciam no aumento da pressão seletiva de isolados multirresistentes.

ABSTRACT

Determination of associated antimicrobial resistance in Klebsiella spp, Escherichia 
coli, and Enterobacter spp clinical isolates at a public hospital in Goiania city, Brazil.

The determination in the level of associated resistance in bacterial pathogens 
to several classes of drugs has great importance in therapeutic protocols. A 
retrospective analysis of the in vitro susceptibility for a range of antimicrobials was 
carried out to quantify the associated resistance to one antimicrobial in the presence 
and absence of resistance to each of the other ones. Escherichia coli (n = 515), 
Klebsiella spp (n = 653) and Enterobacter spp (n = 507) isolates, from January 
2006 to December 2008, were used. Among ESBL-producing Klebsiella spp and 
E. coli isolates (54.7% - 357/653 and 15.3% - 79/515, respectively), significant 
rates of associated resistance to the unrelated antimicrobials: aminoglycosides, 
ciprofloxacin and trimethoprim-sulfamethoxazole were observed. The resistance in 
Enterobacter spp to cefepime was associated with a marked increase in resistance 
to all other agents tested (superior to 80 %), including quinolones, aminoglycosides 
and sulfamethoxazole-trimethoprim, with exception to ampicillin-sulbactam 
(58.7%). These results clearly indicate that associated resistance is not limited to 
particular drug combinations, but is a general event that demonstrate the necessity 
of greater caution regarding empirical therapy, because it's a relevant clinical 
problem regarding the therapeutic options that are affected by the presence of 
associated resistance to unrelated drugs.

KEY WORDS: Klebsiella spp. Escherichia coli. Enterobacter spp. Antimicrobial 
associated resistance.
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