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| — INTRODUCAO

Klebsiella pneumoniae produtora de p—lactamase de espectro

estendido: patdgeno emergente

A alta prevaléncia de infec¢cbes hospitalares, a grande variedade e a
gravidade das sindromes infecciosas que podem ser causadas por Klebsiella
pneumoniae assim como as elevadas taxas de resisténcia desse microrganismo
em muitos hospitais vem colocando essa bactéria em evidéncia nas ultimas
décadas (1). O surgimento da capacidade de K. pneumoniae produzir p—
lactamases de espectro estendido (ESBL) conferindo a capacidade de inativacado
de todos os antibiéticos p—lactamicos nao carbapenémicos mediada por
plasmidios que geralmente também codificam resisténcia a antibidticos ndo -
lactamicos (2) e fatores de viruléncia (3-5) e a dificuldade de deteccdo desta
atividade enzimatica nos laboratorios clinicos de hospitais até ha pouco, coloca
esse patdégeno na qualidade de emergente (1). A producdo de ESBLs nao é
particularidade de amostras de K. pneumoniae, mas este patdgeno é reconhecido
com uma fonte desta classe de enzimas (6) e € mais relacionado a surtos (7-45)
e a niveis endémicos desse mecanismo de resisténcia em hospitais, desde a sua
identificacdo até o momento (46-55).

O teste convencional de susceptibilidade aos antibidticos pode ndo permitir
0 seu reconhecimento. Conseqientemente, resultados falso-negativos de
susceptibilidade podem ser obtidos e repassados aos médicos assistentes dos
pacientes. Por causa disso comecaram a surgir propostas de testes que suprissem
essa incapacidade de reconhecer a susceptibilidade verdadeira (56-58), mas no
ano de 1999 é que os testes de deteccdo dessa enzima foram padronizados pelo

National Committee for Laboratory Standards (NCCLS) (59).



TESE DE DOUTORADO 2
Refinamento de analise de fatores de risco para infeccdes hospitalares por Klebsiella pneumoniae
produtora de p-lactamase de espectro estendido: selecdo apropriada do grupo controle é suficiente?

O uso prévio de antibidticos (60) e a pouca aderéncia as recomendacdes
das comissdes de controle de infeccdo hospitalar tém sido responsabilizados pelo
desenvolvimento crescente da resisténcia bacteriana em hospitais (61-63). Os
principais reservatérios para a transmissdao de Klebsiella sdo o trato
gastrintestinal e as méaos dos profissionais de saude de hospitais e, por causa da
sua habilidade de se disseminar rapidamente no ambiente hospitalar, essas
bactérias tendem a causar surtos hospitalares (64). Na maioria das vezes,
amostras de K. pneumoniae produtoras de ESBL sdo adquiridas em hospitais e os
fatores de risco sdo semelhantes as outras infec¢cdes hospitalares. O tempo de
permanéncia no hospital ou em unidade de cuidados intensivos é um fator de
maior importancia porque a maior permanéncia esta associada a maior gravidade
de doenca subjacente, realizacdo de procedimentos invasivos e administracdo de
antibidticos (65). Em estudos de caso-controle, os seguintes fatores de risco
foram associados a aquisicdo de microorganismos produtores de ESBL: presenca
de dispositivos e de procedimentos invasivos, colonizacdo intestinal, tempo de
permanéncia em unidade de cuidados intensivos, tempo de hospitalizacdo, uso
prévio de qualquer antibiético, administracdo prévia de ceftazidima ou aztreonam
assim também como outros fatores (65). Entretanto, para quase cada um esses
fatores descritos, um outro estudo poderia ser citado em que a associacdo nao foi
encontrada (65). A partir disso, comecou-se a investigar possibilidades de vieses
nos estudos de andlise de fatores de risco para patégenos resistentes a
antibiéticos e recomendacdes de refinamento metodolégico comecaram a ser
produzidas para estudos de caso-controle (66-70).

Em vista destes motivos, os fatores de risco para infec¢cdes por K.
pneumoniae, tanto das amostras produtoras quanto das nao produtoras de ESBL,
estdo por serem mais estudados a nivel global e também a nivel local em cada
hospital. Da mesma forma, estudos que avaliem os diferentes aspectos
metodolégicos de estudos de caso-controle para patdgenos resistentes,

especialmente, K. pneumoniae, também sdo necessarios atualmente.
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K. pneumoniae: aspectos taxondmicos, clinicos e

epidemioldgicos

Taxonomia e classificacédo

A familia Enterobacteriaceae é constituida por um grupo heterogéneo de
bactérias Gram-negativas. Esta familia agrupa, entre outras, a tribo Klebsielleae,
que por sua vez é constituida por quatro géneros: Enterobacter, Hafnia, Klebsiella
e Serratia (71).

O género Klebsiella, nome dado em homenagem ao bacteriologista aleméao
Edwin Klebs, era tradicionalmente classificado de acordo com as suas reacdes
bioquimicas em K. pneumoniae, Klebsiella ozaenae e Klebsiella rhinoscleromatis
(72). Porém, com a introducdo de métodos de hibridizagdo do &cido
desoxirribonucléico (DNA), ficou demonstrado que aquelas espécies bacterianas
apresentavam percentuais elevados de homologia em suas sequéncias de DNA
(72), mostrando que constituiam uma Unica espécie: K. pneumoniae. As
amostras de K. pneumoniae passaram, entdo, a ser classificadas em trés
subespécies: K. pneumoniae subsp. pneumoniae, K. pneumoniae subsp. ozaenae
e K. pneumoniae subsp. rhinoscleromatis. Estudos moleculares adicionais a
hibridizacdo do DNA permitiram a descricdo de outras espécies do género:
Klebsiella oxytoca, Klebsiella ornithinolytica, Klebsiella planticola (73)
anteriormente designhada como Klebsiella trevisanii, e Klebsiella terrigena (74).

Até 1998, a adocdo de uma nomenclatura consistente para amostras do
género Klebsiella vinha sendo dificultada pela existéncia de diferentes
classificacbes. Na Tabela 1 € apresentada a classificacdo de espécies do género
Klebsiella de acordo com o sistema taxondmico de @drskov (75), que passou a ter
hegemonia (64). Desta forma, no presente trabalho, amostras da espécie K.

pneumoniae subsp. pneumoniae da classificacdo de @rskov serdo doravante
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referidas, de forma simplificada, como K. pneumoniae, conforme a Lista Aprovada

de Nomes Bacterianos (76;77).

TABELA 1. Classificacdo de espécies
do género Klebsiella pelo sistema

taxonomico de drskov

K. pneumoniae
subsp. pneumoniae
subsp. ozaenae
subsp. rhinoscleromatis
K. oxytoca
K. terrigena
K. planticola (sin. K. trevisanii)
K. ornithinolytica

Amostras de K. pneumoniae apresentam-se sobre a superficie do agar
como coldnias grandes, elevadas, com didmetros de 3 a 4 mm, brilhantes, de
aspecto mucéide, que adquirem coloracdo résea quando cultivadas em agar
MacConkey. A coloracdo de Gram, sdo visualizadas como bacilos Gram-negativos
grandes, isolados, aos pares ou em cadeias curtas (78). Apresentam-se como
bactérias encapsuladas, medindo 0,3 a 1,0 um de didmetro e 0,6 a 6,0 um de
comprimento, nao esporuladas, imoéveis, anaerdbias facultativas, mas que
crescem melhor em condi¢cdes aerébias, fermentadoras de glicose, ndo produtoras
de &acido sulfidrico (H,S), capazes de crescerem em meios contendo cianeto de
potassio (reacdo KCN positiva) e de utilizarem o citrato como fonte Unica de
carbono (75). A maioria das amostras é capaz de produzir o butilenoglicol como
produto final da fermentacdo de glicose (reacdo VP positiva). Podem ou nédo

formar gas a partir da fermentacédo de glicose e hidrolisam a uréia (75;79).

Infeccbes causadas por K. pneumoniae
K. pneumoniae, bactéria conhecida inicialmente como bacilo de

Friedlander, por causa do patologista alemdo Karl Friedlander, primeiro
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pesquisador que a cultivou em 1882 a partir de pulméao de pacientes que foram a
6bito por pneumonia (80), continua a causar infec¢cdes da comunidade, mas
principalmente infeccGes hospitalares. Pneumonia de Friedlander continua a
causar Obito nos dias atuais, principalmente em pacientes com idade superior a
75 anos onde chega a taxa de mortalidade bruta de 0,3 a 0,9 (81).

Este microrganismo é capaz de causar uma ampla variedade de sindromes
clinicas incluindo pneumonia lobar necrosante, particularmente em pacientes
idosos (82), com diabete mellitus (83-108), doenca pulmonar crbnica pré-
existente ou com alcoolismo (89;105;109-116). K. pneumoniae estd pouco
associada a doenca no hospedeiro sem doenca subjacente, sendo agente
etiolégico de grande importancia em infeccdes hospitalares e em infeccdes
oportunistas (117-121). Uma variedade grande de sindrome infecciosas
hospitalares causadas por K. pneumoniae sdo observadas pelos profissionais de
controle de infeccdo hospitalar. Nao sdo, entretanto, proporcionalmente
publicadas, provavelmente porque sdo abordadas por estes profissionais do ponto
de vista epidemiolégico em relacdo a taxas de infeccdo hospitalar e taxas de
resisténcia bacteriana, estas Ultimas, por vezes desvinculadas de infeccdo
verdadeira, mescladas com resisténcia de bactérias colonizantes.

Na Tabela 2, compilada a partir da literatura (13;17;84;87;109;110;122-
165), sdo apresentadas as sindromes clinicas associadas a infeccdo por K.

pneumoniae comunitarias e hospitalares.
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TABELA 2. Infec¢Bes causadas por Klebsiella pneumoniae e condi¢cBes associadas

Infeccdo/Condicdo associada
Classificacdo C H NC

Meningite em adultos X
Meningite em criancas

Meningite recorrente

Abscesso cerebral X
Ventriculite X
Infeccdo de shunt ventriculoperitoneal X
Abscesso epidural espinal

Conjuntivite X
Panoftalmite

Endoftalmite

Uveite aguda anterior

Cisto de retina

Otite média aguda X
Sinusite em criancas com dano neurolégico

Parotidite supurativa neonatal X
Abscesso periapical

Fistula facial secundaria a infeccao dentaria
Abscesso retrofaringeo

Abscesso parafaringeo

Epiglotite em adultos

Aneurisma micético de caroétida X
Tireoidite supurativa X
Mastite X
Pneumonia lobar X

Pneumonia néo lobar X
Pneumonia em portadores de fibrose cistica X

Pneumonia associada a ventilagcdo mecéanica X
Pneumonia congénita X
Pneumonia crénica X

Gangrena pulmonar macica X
Abscesso de pulméo X
Pneumatocele X

Empiema pleural X
Fistula broncoperitoneal X
Sindrome da veia cava superior (por pneumonia) X
Mediastinite X X
Abscesso mediastinal com gas

Miopericardite

Miocardite aguda

Abscesso miocardico pdés infarto agudo do miocéardio X
Pericardite purulenta X
Endocardite
Abscesso intraperitoneal am criancas X
Hepatite piogénica aguda

Abscesso hepatico unico, multiplo, primario ou nao
Abscesso hepatico associado a endoftalmite
Abscesso hepéatico com gas

Colangite

Infeccdo do trato biliar X
Abscesso esplénico
Infeccdo de pseudocisto de pancreas X
Gastroenterite X

X X X
x X X X X X

X X X X X

X X X X X x
X
X X X

X
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Enterocolite necrosante em neonatos X
Diarréia X
Diarréia em criancas X
Diarréia em transplantados de medula 6ssea X
Disenteria

Peritonite bacteriana espontanea
Abscesso supra-renal X
Pielonefrite X
Pielonefrite enfisematosa uni e bilateral
Abscesso renal

Infeccdo de cisto renal

Cistite

Cistite enfisematosa

Prostatite cronica

Abscesso de iliopsoas X
Abscesso tuboovariano
Endometrite pds-parto
Abscesso de glandula de Bartholin em adultos e criancas X
Pseudobacteremia

Bacteremia associada a infusdo de solucéo salina
Sepse neonatal

Sepse em adultos

Sepse recorrente pés insercdo de marca passo
Infeccao de sitio cirargico

Abscesso cutaneo

Complicacdes sépticas de feridas de guerra X
Celulite crepitante

Fascite

Mionecrose crepitante

Osteomielite

Osteomielite vertebral enfisematosa
Espondilodiscite X
Artrite séptica

Artrite séptica enfisematosa em adultos e neonatal
Artrite séptica

Sequielas espondiloartropaticas

X X

X X X X X X

x
X

X
X X X X X X

X X X X X

X X X X

3Comunitaria; PHospitalar; °N&o classificada

Mecanismos de viruléncia e patogenicidade de K. pneumoniae

A invasividade de K. pneumoniae foi demonstrada em cultivos de células
em monocamadas (166;167) e a pesquisa atual sobre a patogenicidade de
Klebsiella tém focado o0s seguintes aspectos: antigenos capsulares, pili,
resisténcia ao soro e lipopolissacarideos e sider6foros (64). A sua capsula
composta de polissacarideos apresenta-se como uma camada espessa de
estruturas fibrilares que protege a bactéria da fagocitose por polimorfonucleares e
dos fatores bactericidas do soro, principalmente da fracdo do complemento C3b

(64). Outro mecanismo de protecao promovido pelos polissacarideos capsulares é
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a inibicdo da funcdo dos macréfagos. Os antigenos capsulares dos tipos K1 e K2
estdo associados a maior viruléncia em peritonite experimental em camundongos.

Outras estruturas importantes sao os pili, adesinas envolvidas na primeira
etapa do processo infeccioso. Existem dois tipos predominantes de pili em
Klebsiella spp., os tipos 1 e 3. Essas estruturas ligam a bactéria ao muco ou ao
epitélio urogenital, intestinal e respiratorio. Proteinas sollveis contendo manose
na saliva também favorecem a colonizacdo do trato respiratério, com
consequente proliferacdo de bactérias patogénicas facultativas e invasdo tecidual,
causando assim, pneumonia principalmente em pacientes sob ventilacdo
mecénica prolongada (64). O pilus tipo 3 permite também adesdo a membrana
basal tubular, capsula renal e veias renais e a adesao a cateter urinario.

Tem sido demonstrado que amostras de Klebsiella produtoras de ESBL
tem sua habilidade de aderir a células epiteliais humanas aumentada,
provavelmente devida a producdo de adesinas fimbriais ou nao fimbriais
codificadas em plasmidios (5). Deste modo, é provavel que amostras de
Klebsiella possam se tornar mais virulentas e mais resistentes aos antibiéticos no
futuro, uma possibilidade que poderia contribuir para a disseminacdo de certos
clones pela sua capacidade de maior resisténcia a antibidticos e melhor aderéncia
aos tecidos do hospedeiro (5). A fimbria KPF-28, um fator de colonizacdo de K.
pneumoniae ao intestino humano, tem sido encontrada na maioria das amostras
de K. pneumoniae produtoras das ESBLs tipo CAZ-5/SHV-4 (3). Outro estudo
identificou uma associacdo de resisténcia antibidética multipla, incluindo
resisténcia a cefalosporinas de espectro estendido, com propriedades adesivas em
amostras clinicas de K. pneumoniae (4). Amostras clinicas de enterobactérias
frequentemente apresentam resisténcia ao soro que tem sido correlacionada ao
inicio da infeccdo e a gravidade dos sintomas. Um estudo recente sugere que
amostras de K. pneumoniae produtoras de ESBL, por causa da sua resisténcia
aumentada ao soro, tem um maior potencial patogénico que as amostras nao

produtoras da enzima (5). Quando se consideram as amostras produtoras de
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ESBL, as produtoras de TEM apresentam significativa maior resisténcia ao soro do
que as produtoras de SHV, apesar de nenhuma correlacdo entre a expressao de
tipos de ESBL e resisténcia aos soro ter sido detectada no estudo (5).

Os siderdforos representam um papel secundario na patogenicidade de
Klebsiella spp., apesar de demonstrada sua correlacdo com viruléncia em K.
pneumoniae em modelo animal. Outros fatores secundarios menos demonstrados
neste patégeno sdo citotoxinas, enterotoxinas e hemolisina (64). Apesar da
associacdo da emergéncia médica neonatal, enterocolite necrosante, com K.
pneumoniae estar demonstrada (28), a fisiopatogenia ndo estad totalmente
esclarecida. Talvez o estudo da participacdo de enterotoxinas deste patdgeno

possa esclarecer mais este entendimento no futuro (135).

Mecanismos gerais de resisténcia em K. pneumoniae

Os microrganismos apresentam uma grande capacidade de desenvolver
mecanismos de resisténcia que lhes permitem ultrapassar o desenvolvimento de
novos antibidticos. S&o trés os principais mecanismos de resisténcia aos f-
lactamicos: alteracdo do sitio alvo de acdo que sdo as proteinas que ligam
penicilinas (PLPs), alteracdo da permeabilidade da membrana externa bacteriana
e producdo de p-lactamases (168).

A afinidade dos antibi6ticos as diversas PLPs é variavel. Mutacdes podem
alterar PLPs preexistentes, que passam a apresentar baixa afinidade de ligacao
aos B-lactamicos, ou levar a producéo de PLPs suplementares, também com baixa
afinidade aos pB-lactamicos, capazes de substituir as PLPs que se encontram
inibidas. Essas novas enzimas nao permitem a ligagdo e a acdo dos B-lactamicos
(168).

Alteracdes da membrana externa podem ocorrer juntamente com a
producdo de B-lactamases. A perda de um ou mais dos canais da membrana
externa pode significar a resisténcia a antibiéticos em niveis elevados, se estiver

associada a inativacdo enzimatica. Em K. pneumoniae, duas porinas foram
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caracterizadas: Ompk35 e Ompk36 (169). A perda da porina Ompk36 esta
associada com resisténcia a cefoxitina e ao aumento da concentracdo inibitéria
minima (CIM) de cefalosporinas e de quinolonas (170). A associacdo entre perda
de porinas e resisténcia ao imipeném foi descrita em K. pneumoniae produtora de
B-lactamases plasmidiais AmpC (170;171).

O principal mecanismo de resisténcia das bactérias Gram-negativas aos
antibidticos p-lactdmicos € decorrente da producdo de B-lactamases, que sao
enzimas que catalisam a hidrélise do anel B-lactamico, impossibilitando assim a
sua atividade antibacteriana (172). Nas bactérias Gram-negativas, as p-
lactamases sao secretadas do interior da célula bacteriana para o gel periplasmico
(173), onde podem alcancar maiores concentracfes e agir de modo mais eficaz
sobre os B-lactamicos que estejam atravessando esse gel para atingir as PLPs
(174). Mais de 100 tipos diferentes de B-lactamases plasmidiais j& haviam sido
descritas em bactérias Gram-negativas até setembro de 1999 (175); em outubro
de 2001, mais de 150 tipos (176). Ao contrario do que ocorre com as fB-
lactamases cromossdmicas, as pB-lactamases mediadas por plasmidios ou por
transposons podem ser transferidas de forma horizontal entre bactérias de uma
mesma espécie ou de espécies diferentes. Essas p-lactamases hidrolisam
antibiéticos como ampicilina e cefalosporinas de primeira geracdo, mas ndo sao
ativas contra cefalosporinas de amplo espectro, monobactamicos e
carbapenémicos. Os representantes mais comuns desse grupo de pB-lactamases
sdo as enzimas TEM-1. Outros representantes do grupo sdo TEM-2, SHV-1 e PSE-
1 (174).

A primeira pB-lactamase de bacilo gram-negativo mediada por plasmidio,
detectada em E. coli isolada a partir de hemocultura da paciente grega Temoniera
em 1965, foi denominada, por esta razdo, TEM-1 (176). Pelo fato de ser mediada
por plasmidio e por transposon, disseminou, e, poucos anos depois, era
identificada em outras partes do mundo. Hoje é detectada em muitas diferentes

espécies, em Enterobacteriaceae, Pseudomonas aeruginosa, Hemophilus
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infuenzae e Neisseria gonorrhoeae Outra p-lactamase, SHV-1 (sulphydryl
variable), foi reconhecida como sendo comum em K. pneumoniae e em E. coli,
sendo codificada no cromossoma da maioria das amostras no primeiro e
geralmente mediada por plasmidio no caso do segundo patégeno (176). Por
causa deste mecanismo de resisténcia, a industria farmacéutica, nos ultimos 20
anos, vem desenvolvendo antibidticos desenhados especificamente para resistir a
acdo hidrolitica destas enzimas, pela introducdo do radical metoximino (176). O
amplo uso clinico destes novos antibiéticos de espectro estendido precipitou a
emergéncia de novas B-lactamases, que foram progressivamente adquirindo
maior capacidade de inativar os novos medicamentos, as novas oximino-
aminotiazolil cefalosporinas da década de 1980 (cefalosporinas de Ill geracao) e
0 aztreonam, e, depois as cefalosporinas de IV geracdo (176). Historicamente, a
introducdo do uso clinico das cefalosporinas de espectro estendido foi
rapidamente seguida da deteccdo de ESBLs. As primeiras descri¢cdes foram em K.
pneumoniae e em Serratia marcescens em 1983 (177) e a SHV-2, em 1985 em

K. ozaenae (178).

pB-lactamases de espectro estendido

ESBLs sdo enzimas que emergem através de mutacdes em genes de B-
lactamases comuns tais como TEM-1, TEM-2 e SHV-1. Estas enzimas podem
conferir resisténcia a penicilinas, cefalosporinas e aztreonam em amostras clinicas
de K. pneumoniae, K. oxytoca, Escherichia coli e poucos outros géneros da
familia Enterobacteriaceae que sao geralmente susceptiveis a estes antibidticos.
Algumas destas amostras apresentam zona de inibicdo menor do que a populacédo
susceptivel normal, mas sao ainda interpretadas como susceptiveis através de
pontos de corte padrdo para algumas cefalosporinas de espectro estendido e para
aztreonam. Tais amostras podem ser triadas para a producdo potencial de ESBL
através do uso dos pontos de corte de triagem do NCCLS (179) (Tabela 4).

Outras amostras podem apresentar resultado intermediario ou resistente pelos
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pontos de corte padrdao a um ou mais antibiéticos. Nas amostras com ESBL, os
didmetros das zonas de inibicdo para um ou mais cefalosporinas de espectro
estendido ou aztreonam devem aumentar na presenca de acido clavulanico
(Tabela 4). Para todas as amostras produtoras de ESBL, a interpretacao do teste
deve ser relatada como resistente a todas as penicilinas, cefalosporinas e
aztreonam. As recomendacdes correntes para testagem adicional e descricdo do
resultado estdo disponiveis na Tabela 4, que contém os testes de triagem e os
testes confirmatdrios para ESBL segundo o NCCLS (179).

As ESBLs estédo incluidas no grupo 2be da classificacdo de Bush, Jacoby &
Medeiros (174). Sao enzimas mediadas por plasmidios que conferem resisténcia
as cefalosporinas de amplo espectro (ex.: cefuroxima, cefotaxima, ceftriaxona e
ceftazidima entre outras) e monobactamicos (aztreonam). Porém, estas enzimas
ndo reconhecem as cefamicinas (ex.: cefoxitina) e os carbapenémicos (ex.:
imipeném) como substratos e, portanto, as bactérias produtoras de ESBL
permanecem susceptiveis in vitro a acdo destas duas classes de antibiéticos.
Outra caracteristica fenotipica destas enzimas é a susceptibilidade in vitro a acao
dos inibidores de pB-lactamases como o &cido clavulanico, o sulbactam e o
tazobactam (51;180-182) . Esses inibidores formam um complexo protéico com a
B-lactamase, bloqueando desta maneira a atividade de hidrélise dessas enzimas
(183). A emergéncia principalmente, mas também a disseminacdo das ESBL é
consequUéncia da pressao seletiva causada pelo uso em grande escala das
cefalosporinas de amplo espectro (184).

A deteccdo de producdo de ESBL representa, no contexto clinico,
entretanto, resisténcia a todos os antibiéticos p-lactamicos ndo carbapenémicos.
Apesar desta ampla resisténcia aos p—lactamicos, a entdo nova capacidade de
inativacdo dos p—lactamicos de espectro estendido (oximino-aminotiazolil
cefalosporinas) e do aztreonam é que deu nome a essas novas p—lactamases. Sao
exemplos de aminotiazolil cefalosporinas que contém radical oximino: cefotaxima,

ceftriaxona e ceftazidima (185).
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A deteccdo da primeira amostra bacteriana produtora de ESBL (TEM-12)
data de 1982, embora sé tenha sido relatada em 1990 (186). Tratava-se de uma
amostra de K. oxytoca responsavel por um surto ocorrido em uma unidade
neonatal em Liverpool, Inglaterra. Em 1983, foi relatado, pela primeira vez, o
isolamento de amostras de K. pneumoniae e de S. marcescens com padrao de
resisténcia a cefotaxima transferivel (SHV-2) (177). Depois disso, o isolamento
de amostras produtoras de ESBL a partir de espécimes clinicos tem sido descrito
em varios paises (51;187) inicialmente em hospitais, atualmente se disseminando
na comunidade (188). Com o passar dos anos, verificou-se também que as ESBLs
sao produzidas por amostras pertencentes a outros géneros e espécies da familia
Enterobacteriaceae tais como Proteus mirabilis, Serratia marcescens, Morganella
morganii, Enterobacter spp., Citrobacter spp. (16;181;189;190) e Salmonella
spp- (191;192). ESBLs tém sido detectadas também em bacilos Gram-negativos
ndo fermentadores como Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumanii e
Burkholderia cepacia (193). A producao destas enzimas também foi detectada em
Shigella dysenteriae, Shigella flexneri (194), Capnocytophaga ochracea,
Aeromonas caviae (193), Providencia stuartii (195), Kluyvera ascorbata e
Kluyvera cryoscences (196). Padronizacdo, entretanto da deteccdo destas
enzimas, por testes fenotipicos, pelo NCCLS existe apenas para K. pneumoniae,
K. oxytoca e E. coli (179).

Através de estudos de hibridizacdo ou da determinacdo da sequéncia de
nucleotideos dos genes que codificam ESBLs, ficou demonstrado que mutacdes
ocorridas nos genes estruturais que codificam as enzimas TEM-1, TEM-2 ou SHV-
1, em locais préximos aos seus sitios ativos, causam alteracdes na sequéncia de
aminoacidos que originam as novas ESBLs (197). Um Unico ponto de mutacao
pode ser suficiente para produzir uma nova enzima, que poderad ter novos
substratos preferenciais (197).

As ESBLs podem exibir variacbes no padrédo de resisténcia in vitro aos -

lactamicos nas amostras que as codificam (172;198). Algumas enzimas conferem
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altos niveis de resisténcia as cefalosporinas (TEM-3 e SHV-2), enquanto que
outras, como TEM-7 e TEM-12, conferem baixos niveis de resisténcia, o que,
possivelmente, pode dificultar ainda mais a sua deteccdo através dos testes de
susceptibilidade utilizados na rotina dos laboratérios de microbiologia. Isto é,
apesar de amostras produtoras de ESBL serem classificadas como susceptiveis a
alguns pB-lactamicos, especialmente cefalosporinas de amplo espectro, o0 uso
destas drogas in vivo perde a sua funcao. Ha relatos de falha terapéutica quando
pacientes com infeccdo por bactéria produtora de ESBL sdo tratados com (-
lactamicos, exceto os carbapenémicos (199). Como a degradacdo do B-lactamico
pode ser muito lenta, a resisténcia a este farmaco pode n&o ser detectada
durante a realizacdo do antibiograma. Além disso, a degradacédo do B-lactamico &
dependente do indculo, ou seja, quanto maior o inéculo, mais rapida e eficaz é a
degradacdo. Assim, o indculo padronizado para testes de susceptibilidade pode
ndo ser suficiente para a deteccao da resisténcia. H4A aumento significativo da

concentracéao inibitéria minima quando o in6culo é aumentado (198;199).

Resisténcia aos carbapenémicos em amostras bacterianas produtoras de
ESBL

Como a producdo de ESBL ¢é frequentemente acompanhada de
multirresisténcia aos antibidticos, as opc¢des terapéuticas para infecces causadas
pelos patégenos produtores dessas enzimas se tornam limitadas (64). As
amostras de K. pneumoniae produtoras de ESBL vinham revelando
susceptibilidade aos carbapenémicos que sdo as drogas de escolha para o
tratamento de infeccbes causadas por estas cepas. Entretanto, recentemente
foram isoladas amostras de K. pneumoniae produtora de ESBL com resisténcia
adicional ao imipeném (171). Estas amostras produziam uma B-lactamase do tipo
AmpC codificada em plasmidio. Esta resisténcia deve ser monitorizada
atentamente ja que a emergéncia de amostras de K. pneumoniae produtoras de

ESBL resistentes ao imipeném tera um grande impacto em termos de opc¢des
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terapéuticas (64). No Brasil, ja desde o inicio de 2004, comecou a haver relatos
de K. pneumoniae resistente a carbapenémicos. Uma amostra com este fendtipo
foi isolada no programa Meropenem Yearly Susceptibility Test Information
Collection (MYSTIC). Investigacdo subsequente revelou que a amostra era
produtora da ESBL tipo SHV-4 e também tinha perda de uma porina de
membrana externa de 36kDa (200). Neste més corrente, novembro, foram
relatados dois casos da cidade de Sao Paulo, de infeccdo por K. pneumoniae com
o fenétipo ESBL tipo CTX-M e de metalo-p-lactamase IMP-1 e carreando os genes

b|a|Mp e bIaCTx (201)

Epidemiologia de K. pneumoniae

As bactérias do género Klebsiella apresentam ubiquidade na natureza,
sendo encontradas no solo, em vegetais, na agua, em fezes humanas e de outros
animais, pois sdo colonizadoras habituais do trato gastrintestinal de humanos e
de animais.

Em humanos, K. pneumoniae esta presente como microbiota normal na
nasofaringe e no trato intestinal. O estado de portador varia em diferentes
estudos. A taxa de deteccéo nas fezes varia de 5 a 38% e na nasofaringe, de 1 a
6% (202-205). Como as condi¢cbes que permitem a multiplicacdo ou a colonizacao
na pele humana néo sao ideais para as bactérias Gram-negativas, K. pneumoniae
é raramente encontrada neste sitio (206).

O estado de portador pode mudar no ambiente hospitalar onde as taxas
de colonizacdo aumentam em proporcao direta ao tempo de permanéncia no
hospital. Da mesma forma, taxas elevadas de portadores de Klebsiella spp.
podem ser detectadas em profissionais da salde que trabalham em hospitais
(207;208). As taxas de deteccdo de K. pneumoniae em pacientes hospitalizados
sdo de aproximadamente 77% nas fezes, 42% nas maos e 19% na faringe
(202;204;209-211). Em um estudo, foi observado um aumento de duas a quatro

vezes nas taxas de colonizacdo por Klebsiella spp. duas semanas depois da
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admissao hospitalar (211). Este aumento ocorreu primariamente em pacientes
recebendo antibiéticos, especialmente os de amplo espectro ou mudltiplos
antibiéticos. Em ambiente hospitalar, a politica local de uso de antibidticos é um
importante determinante do padrdo de colonizacdo. O significado do aumento da
colonizacao por Klebsiella spp. foi ilustrado pela observacdo de que a taxa de
ocorréncia de infeccdo hospitalar em pacientes portadores intestinais deste
microorganismo adquirido no ambiente hospitalar foi quatro vezes mais alta do
que em pacientes nado colonizados (210). Ainda mais, o amplo uso de terapia
antimicrobiana tem sido responsabilizado pela ocorréncia de cepas de Klebsiella
spp. multirresistentes em hospitais (210;212).

Na Tabela 3 sdo apresentados dados relativos as freqliéncias de diferentes
infeccdes hospitalares causadas por Klebsiella spp. durante os anos de 1975 a
1996 em diferentes paises da Europa e nos Estados Unidos da América (EUA),

incluindo também um estudo realizado na Arébia Saudita (64).
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TABELA 3. Faixa de frequéncia de infec¢cdes hospitalares causadas por Klebsiella

spp. Na Europa, EUA e Arabia Saudita, 1975-1996 (64)

Tipo de Infeccdo % Ordem?
ITU 6-17 5-7
Pneumonia 7-14 2-4
Sepse 4-15 3-8
Infec¢cbes de ferida 2-4 6-11
IH em UTI 4-17 4-9
Sepse neonatal 3-20 2-8

& ordem de frequéncia de Klebsiella spp. comparada a todos outros patégenos bacterianos
ITU: infeccdo do trato urinério; IH: infeccdo hospitalar; UTI: unidade de tratamento intensivo

Afora o equipamento médico contaminado devido a nao adesao as
recomendacfes de controle de infec¢cdo hospitalar e de cuidados com sangue e
derivados (25;213), os principais reservatoérios para a transmissao de Klebsiella
spp. ho ambiente hospitalar sdo o trato gastrintestinal de pacientes e as maos da
equipe hospitalar de saude (117). A capacidade deste microorganismo de se
disseminar rapidamente (214) frequentemente gera surtos de infec¢cdo hospitalar,
principalmente em unidades neonatais (215). Um trabalho realizado na
Enfermaria 34 de Pediatria da Santa Casa de Porto Alegre, descreveu um surto de
sepse por Klebsiella sp. relacionado a infusdo intravenosa de liquidos, que
ocorreu em 1979. J4, ha 25 anos atras, este estudo enfatizava a necessidade da
obrigatoriedade da existéncia de comissdo de controle de infeccdo hospitalar
(216). Dos 145 surtos de infecgcdo hospitalar relatados na literatura especializada
publicada em inglés entre 1983 e 1991, 13 foram causados por Klebsiella spp.
(217). De acordo com as estatisticas do CDC, obtidas pelo NATIONAL
NOSOCOMIAL INFECTION SURVEILLANCE System (NNIS) (1996), esse
microorganismo foi responsavel por 8% das infec¢cdes hospitalares endémicas e
3% dos surtos nos EUA entre 1986 e 1996 (64). Sao especialmente temidas as
infeccdes hospitalares causadas por cepas multirresistentes. Na década de 70, a

resisténcia decorria principalmente pela disseminacdo de cepas resistentes aos
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aminoglicosideos (218-220). Desde 1982, cepas produtoras de ESBLs, tém sido
detectadas (11;14;16;20;30;33;38;189;221;222). As ESBLs, por serem
mediadas por plasmidios, sdo facilmente transmitidas entre diferentes membros
da familia Enterobacteriaceae. Os genes que codificam ESBLs estao
frequentemente localizados em grandes plasmidios que também contém genes de
resisténcia a outros antibidticos, incluindo aminoglicosideos, tetraciclina,
sulfonamidas, trimetoprim e cloranfenicol (2). O acumulo de genes de resisténcia
tem como conseqiiéncia o surgimento de bactérias multirresistentes. Por esta
razdo, amostras produtoras de ESBL sdo resistentes a varias classes de
antibiéticos. HANSON e colaboradores (2) descreveram uma amostra de K.
pneumoniae multirresistente e que expressava um minimo de cinco diferentes p—
lactamases, a maioria delas codificadas em um grande plasmidio transferivel.
Uma das p—lactamases era do tipo ampC, mediada por plasmidio. Esse relato
demonstrou como pode ser complexa a resisténcia multipla em K. pneumoniae. A
emergéncia destas cepas de Klebsiella spp. multirresistentes é acompanhada de
uma alta estabilidade de plasmidios codificadores de ESBLs. A colonizacédo
continuada por cepas produtoras de ESBL tem sido observada em pacientes anos
ap6és a suspensdo do uso de ceftazidima e outras cefalosporinas de amplo
espectro (223). Hospitalizacdo prolongada e realizacdo de quaisquer
procedimentos invasivos tém sido apontadas como fatores de risco para aquisicao
destas cepas (224). A necessidade da execucao rotineira de testes para detectar
a producdo de ESBL em cada amostra de Klebsiella spp. isolada tem sido avaliada
tendo em vista a importancia da disseminacao deste patégeno. O rastreamento
dessas amostras é recomendado na dependéncia da existéncia de cepas
resistentes a ceftazidima (64).

K. pneumoniae é o segundo patdgeno relacionado a infec¢cdes do trato
urinario de origem hospitalar na América Latina e o terceiro em alguns hospitais
brasileiros estudados (225). E o quinto mais freqiientemente isolado em hospitais

brasileiros considerando todas as infeccfes hospitalares, o quinto em pneumonias
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associadas a ventilacdo mecanica e, também, o quinto em bacteremias
hospitalares (225). No Brasil, a producdo de ESBL por K. pneumoniae é listada
entre os principais problemas de resisténcia bacteriana em hospitais (53).

Dados de Porto Alegre sdo ainda restritos. Ha, até o momento, apenas um
Resumo apresentado em congresso e uma tese de mestrado. O Resumo, datado
de 2001, avalia testes de triagem para a producédo de ESBL em K. pneumoniae e
em Escherichia coli (226). A tese, apresentada em 2002, avaliou 299 amostras de
K. pneumoniae obtidas de 3 hospitais da cidade e demonstrou uma prevaléncia
de 60,9% de colonizacdo e infeccdo por K. pneumoniae produtora de ESBL
através do teste de adicdo de acido clavulanico (227). Neste estudo, a resisténcia
a nao-p-lactamicos foi também mais elevada nas amostras produtoras da enzima
quando comparadas as amostras nao-produtoras, com significAncia estatistica
(227).

As medidas de controle recomendadas para a prevencado da disseminacao
hospitalar de Klebsiella spp. ndo diferem daquelas recomendadas para outros
patégenos multirresistentes. Adesdo estrita as recomendacdes basicas para
manejo de cateteres urinarios, cateteres intravenosos, traqueostomias, feridas e
escaras, assim como para a manutencdo e cuidado dos equipamentos e boas
praticas de lavagem das maos sdo todas medidas que colaboram na prevencéo da
disseminacdo de infeccBes hospitalares por Klebsiella spp. (64). Outra medida
recomendada é o controle da prescricdo de antibiéticos a fim de prevenir o uso
incorreto e demasiado destes medicamentos. A vigilancia epidemiolégica de
infeccdo hospitalar € também necessaria para coletar dados que serdo utilizados
no planejamento de estratégias de prevencdo e controle das taxas de infeccdes

hospitalares por Klebsiella spp. (64).

Epidemiologia das ESBLs
Ha relatos de deteccdo de amostras produtoras de ESBL em todos os

continentes exceto a Antartida. Entretanto, os dados de prevaléncia sao
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provavelmente subestimados porque os testes de susceptibilidade utilizados na
rotina laboratorial nem sempre permitem detectar a producdo de ESBL por estas
amostras (228;229). Além disso, a utilizacdo de testes fenotipicos de triagem e
confirmatdrios ndo é ainda um trabalho rotineiramente utilizado em todos os
hospitais.

A taxa de K. pneumoniae resistente a cefalosporinas de Ill geracédo € de
10,4% dentre 1.316 amostras testadas nos EUA (230). Na Europa, a freqiéncia
de tais amostras é mais alta. Uma percentagem de 14-16% de K. pneumoniae
produtora de ESBL foi relatada na Franca e Inglaterra em 1995 (231). Em
hospitais de algumas regifes ou em alguns hospitais isolados, a incidéncia pode
alcancar 25 a 40% (232).

No decorrer dos ualtimos anos, um numero crescente de variantes de
ESBLs tem sido caracterizado. Este mecanismo de resisténcia se encontra em
franca expansao no planeta. Até setembro de 1999, haviam sido catalogadas 68
ESBLs derivadas das p-lactamases conhecidas como TEM-1 e TEM-2; 22
derivadas de SHV-1 e 8 ESBLs do tipo OXA (175;233), totalizando 98 ESBLs
conhecidas. Até 2001 estavam caracterizadas mais de 90 ESBLs tipo TEM, mais
de 25 do tipo SHV, 12 do tipo CTX-M, 9 do tipo OXA e mais 9 de outros tipos
menos relacionados filogeneticamente as outras previamente descritas somando
mais de 150 ESBLs (176;234). No periodo de 2 anos, de 1999 a 2001, foram
catalogadas mais 50 novas ESBLs aproximadamente. A pagina eletrbnica de
ESBLs da Clinica Lahey, Burlinton, Massachusets, elaborada por Jacoby & Bush
(235;236) que tem catalogado as ESBLs, lista atualmente um total de 301 ESBLs:
130 tipo TEM, 57 SHV, 73 OXA, 40 CTX-M (237).

Inicialmente as enzimas mais restritas a uma determinada area geografica
eram as dos tipos OXA, FOX e CTX; as demais foram descritas em varios paises.
Na Europa, as p-lactamases de amostras de Klebsiella spp. resistentes a

ceftazidima sao principalmente do tipo SHV-5. Na Franca, amostras produtoras de
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TEM-3 sdo mais frequentes que amostras produtoras de TEM-10, TEM-12 e TEM-
26. Estas ultimas sdo mais frequentes nos Estados Unidos da América (229).

Enzimas tipo CTX-M sdo descritas na Europa, no Japao e na América do
Sul (176;238). Na Argentina, 75% das ESBL sao do tipo CTX-M-2 (239;240). No
Brasil, ESBLs do tipo CTX-M também ja foram descritas em enterobactérias,
porém nao em K. pneumoniae (241). Atualmente a ESBL CTX-M esta
disseminando para a comunidade na Inglaterra através de clones de E. coli (188)
e também no Canada (242).

Com relacdo a importancia de amostras de K. pneumoniae produtora de
ESBL no Brasil, a maior parte dos dados se referem a sua deteccdo e a sua
susceptibilidade. Em um estudo realizado em um hospital da cidade de Sdo Paulo,
a susceptibilidade a ciprofloxacina dentre amostras de K. pneumoniae produtora
de ESBL foi de 94% e a cefepima foi de 92% (46). Em outro estudo brasileiro, foi
avaliada a acuracia de testes de deteccdo de ESBL em amostras de K.
pneumoniae obtidas de espécimes clinicos. Num total de 66 amostras, 55,5%
foram consideradas produtoras de ESBL pelo método escolhido como padrédo
aureo no estudo: a determinacido da concentracao inibitéria minima (CIM) através
do E teste utilizando limites para o teste de triagem propostos pelo NCCLS (243).
Entretanto, a técnica para determinacdo de CIM através do teste E ndo é
padronizada pelo NCCLS. No Rio de Janeiro, foram detectadas amostras de K.
pneumoniae produtora de ESBL relacionadas a um surto de infeccdo em Unidade
de Cuidados Intensivos Neonatal (244). As taxas de K. pneumoniae produtora de
ESBL relatadas em trabalhos do Congresso Brasileiro de Microbiologia da
Sociedade Brasileira de Microbiologia de 2001 vao de 5,5 a 82,4% (226;245-

252). Estas taxas nao representam dados de prevaléncia.

Métodos moleculares para detectar ESBL

A presenca de ESBL pode ser identificada presuntivamente através de

testes fenotipicos como aqueles padronizados pelo NCCLS (179), descritos no
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proximo item, para uso em microbiologia clinica de hospitais visando o
atendimento de pacientes e a vigilancia epidemioldégica das infecches.
Atualmente, em parte dos hospitais, estes testes estdo ainda em processo de
implementacéo.

Porém, a tarefa de identificar qual a ESBL especifica que esta presente
numa amostra clinica é mais complicada do que a avaliacdo fenotipica (176). No
inicio do estudo das ESBLs, a determinacdo do ponto isoelétrico era geralmente
suficiente, para a identificacdo da ESBL especifica. Entretanto, nos dias atuais,
com mais de 100 B-lactamases tipo TEM e muitas delas com o mesmo ponto
isoelétrico, este teste diminuiu sua funcdo. Existe uma situacdo similar em
relacdo as familias SHV, CTX-M e OXA de ESBLs (176).

A deteccdo de genes de B-lactamases era inicialmente feita por provas de
DNA, especificas para as enzimas TEM e SHV, que podem ser muito trabalhosas.
O método molecular mais facil e mais comum é o Polymerase Chain Reaction
(PCR) com iniciadores de oligonucleotideos que séo especificos para um gene de
B-lactamase. Entretanto, nenhum dos métodos de PCR desenvolvidos discrimina
as diferentes variantes de TEM ou de SHV (176). Outro teste, o Ligase Chain
Reaction (LCR), p6de identificar sete das variantes SHV (176).

Seqglenciamento de nucleotideos permanece o padrdo aureo para a
determinacdo de um gene especifico de pB-lactamase presente numa determinada
amostra bacteriana (176). Entretanto, este teste também pode levar a resultados
variaveis dependendo do método utilizado, apesar de que estas variacfes sejam
provavelmente mais devidas a dificuldades técnicas do que a reais diferencas na

sequéncia (176).

Métodos fenotipicos para detectar a producao de ESBL

A afinidade pelos diferentes substratos p-lactdmicos pode variar muito
entre os diferentes grupos de enzima ESBL, o que dificulta a sua deteccédo. A

utilizacdo dos limites de susceptibilidade para cefalosporinas de 11l geracédo e
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aztreonam nem sempre permite a deteccdo de amostras produtoras de ESBL
(47;172). Esses limites podem deixar de revelar a presenca de resisténcia
intermediaria ou mesmo elevada as cefalosporinas (228).

A susceptibilidade dessas enzimas a um inibidor de p-lactamase, o &cido
clavulanico, tem sido explorada como um indicador da presenca de ESBL. Tendo
isto como base, varios testes foram propostos para a deteccdo de amostras
produtoras de ESBL. JARLIER et al. propuseram, em 1988, o teste de dupla
difusdo em disco (56), também chamado teste de aproximacdo em disco. O teste
consiste da colocacdo de discos de cefalosporinas de Il geracdo e um
monobactamico, geralmente ceftriaxona, cefotaxima, ceftazidima e aztreonam
distantes 30mm de centro a centro, de um disco de amoxicilina/acido clavulanico.
Apds o crescimento da amostra, a observacdo do aumento da zona de inibicdo ou
areas de distorcdo no halo de inibicdo entre os dois discos seria indicativo da
producdo de ESBL pela amostra. O aumento do halo de inibicdo ocorreria pelo
fato da enzima ser inibida pelo acido clavulanico. A distancia entre os discos, o
armazenamento dos discos contendo clavulanato, a inabilidade do teste em
detectar algumas amostras produtoras de ESBL que também produzem
cefalosporinases cromossdémicas sédo fatores que podem interferir na sensibilidade
do teste (56).

Um método mais pratico € a deteccdo de ESBL através da adicdo de
inibidor de B-lactamase a discos de aztreonam ou cefalosporinas disponiveis
comercialmente (47). Um aumento do halo de inibicdo do antibiético associado ao
inibidor de B-lactamase maior do que 5mm, quando comparado ao halo de
inibicdo do aztreonam ou da cefalosporina isolada, indicaria a producdo de ESBL.
Este é o0 método que acabou sendo padronizado pelo NCCLS em 1999 (59).Uma
variacdo do teste anteriormente descrito seria a colocacdo de um disco contendo
somente inibidor de B-lactamase sobre o disco do pB-lactamico (253). O
acondicionamento correto dos discos com clavulanato, para que o composto

permaneca ativo, pode ser um fator limitante deste método (59;179). O acido
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clavulanico, por enquanto, € disponivel apenas por solicitacdo direta ao
fabricante. A substancia deve ser dissolvida conforme a orientacdo do NCCLS
(179) e utilizado imediatamente no teste. Pode ser estocado a —80°C por curtos
periodos de tempo. A Oxoid disponibilizou comercialmente, em 2001, discos
combinados contendo ceftazidima, cefotaxima ou cefpodoxima e acido clavulanico
(254).

Outros testes, ndo automatizados e automatizados, de boa sensibilidade e
especificidade foram propostos e suas técnicas colocadas a disposicdo para
estudos (58;229;255). Cada teste descrito tem seu mérito, mas nenhum deles
pode detectar acuradamente todas as amostras produtoras de ESBL (1;176). A
partir de janeiro de 1999 o NCCLS padronizou testes fenotipicos de triagem e
confirmatérios para a deteccdo de ESBL, de disco difusdo e de determinacao da
concentracdo inibitéria minima por diluicdo em caldo (59). As recomendacdes
padrdo atualizadas para realizacdo dos testes e 0s seus critérios interpretativos
do NCCLS (179) estédo dispostos na Tabela 4 passando estes testes a vigorar
como padrao aureo fenotipico da deteccdo da producédo de ESBL desde 1999 (59)

com pequenas modificacdes posteriores (256).



TESE DE DOUTORADO 25
Refinamento de analise de fatores de risco para infeccdes hospitalares por Klebsiella pneumoniae
produtora de p-lactamase de espectro estendido: selecdo apropriada do grupo controle é suficiente?

TABELA 4. Testes fenotipicos de triagem e confirmatérios para a deteccdo de
producdo de ESBL em Klebsiella pneumoniae, K. oxytoca e Escherichia coli

(NCCLS, 2004)

Testes de triagem disco difuséao CIM
Antimicrobiano (mm) (ng/mb)
Halo de inibicdo
limite de pode indicar
susceptibilidade a producéo
convencional de ESBL

cefpodoxima > 16 < 17 >8
ceftazidima > 18 < 22 >2
aztreonam > 17 < 27 >2
cefotaxima > 25 < 27 >2
ceftriaxona > 24 <25 >2
Testes confirmatorios adicdo de ac® adicdo de ac
ceftazidima e ceftazidima/ac T > 5com ac >3 diluicbes com ac
cefotaxima e cefotaxima/ac T > 5 com ac >3 diluicbes com ac

CIM: concentragéo inibitéria minima; *ac: acido clavulanico

Diante da escassez de dados sobre os fatores de risco para infeccfes
causadas por K. pneumoniae produtora de ESBL a nivel global e também em
Porto Alegre, Rio Grande do Sul, no presente trabalho foi proposto um estudo
para a avaliacdo das condic8es clinicas relacionadas a infec¢cfes causadas por este
patégeno, principalmente sepse e infeccdo do trato respiratério inferior. E diante
da discussdo atualmente levantada na literatura sobre os vieses encontrados em
estudos de caso-controle publicados que avaliam patégenos resistentes a
antibidticos, principalmente no que diz respeito a selecdo do grupo controle
(58;67-70;229), existe a necessidade de aprimoramento metodoldgico para este

tipo de estudo.
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Objetivos

O presente estudo foi delineado para verificar como a selecdo do grupo
controle influencia no reconhecimento de fatores de risco para infeccdes
hospitalares endémicas por K. pneumoniae produtora de ESBL e sua associacdo

com infeccdo do trato respiratdrio e sepse.

Hipoteses

1. Dentre as infec¢cbes hospitalares, a sepse e a infeccdo do trato respiratério
inferior, estdo mais associadas a K. pneumoniae produtora de ESBL do que
as infec¢des em outros sitios.

2. A selecdo do grupo controle é capaz de modificar a identificacdo dos

fatores de risco para infeccdo por K. pneumoniae produtora de ESBL.
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INFLUENCIA DA SELEGCAO DO GRUPO CONTROLE NA ANALISE DE
FATORES DE RISCO PARA INFECGOES HOSPITALARES POR
Klebsiella pneumoniae PRODUTORA DE [-LACTAMASE DE

ESPECTRO ESTENDIDO

Passadas duas décadas do isolamento em 1982 e 1983 (177;257) e das
descricfes iniciais (177;258;259) dos primeiros microrganismos produtores de B-
lactamase de espectro ampliado (ESBL), o conhecimento relacionado aos fatores
de risco para infec¢bes causadas por estes patdégenos contém ainda vieses
(49;66;68;70;260). Mesmo na ultima década, foram realizados poucos estudos
de caso-controle para avaliar fatores de risco em infec¢cbes causadas por K.
pneumoniae produtora de ESBL (9;50;261;262). Como consequéncia, evidéncias
para medidas de controle de infeccBes por este patdgeno sdo ainda incompletas.
Estes poucos estudo sdo muito diversos no seu delineamento e tem produzido
resultados conflitantes (65;69). Selecdo do grupo controle e definicdo de
pacientes-caso tem sido realizados de modo mais refinado atualmente porque
estes critérios podem explicar parcialmente as diferencas (70). A primeira
descricdo deste padrdo de resisténcia foi feita em 1983 (177) e a padronizacao
pelo National Committee for Laboratory Standards (NCCLS) ocorreu em 1999
(59). Isto implica em que os critérios de inclusdo dos pacientes-caso possa ter
variado durante este intervalo de tempo por causa da utilizacdo de diferentes
meétodos de caracterizacdo da producao de ESBL (56;57;59;263) ao longo destes

anos. Estudos também mostram diferencas quanto ao controle de variaveis como



TESE DE DOUTORADO 29
Refinamento de analise de fatores de risco para infeccdes hospitalares por Klebsiella pneumoniae
produtora de p-lactamase de espectro estendido: selecdo apropriada do grupo controle é suficiente?

tempo de risco e gravidade da doenca, utilizacdo de diferentes técnicas de analise
de fatores de risco (68) e problemas como falha em distinguir colonizacdo de
infeccdo verdadeira, pequeno numero de pacientes, inclusdo de apenas
populacdes especificas de pacientes, limitacdo da investigacdo a pacientes de
unidades de tratamento intensivo (UTIs) ou durante surtos (49) assim como
outras variacoes.

Ha poucos estudos de analise de fatores de risco para a associacdo de
infeccdo do trato respiratério com K. pneumoniae e para a associacdo de K.
pneumoniae produtora de ESBL (7;264-267). Entretanto, h& varios estudos
envolvendo sepse ou bacteremia causada por este patégeno
(25;26;33;34;36;40;262;268-285) por razbdes logisticas mais do que por razdes
de questao de pesquisa possivelmente, mas os dados sdo ainda assim limitados
(271). Metade destes estudo citados acima sdo relacionados a amostras
produtoras da enzima (7;26;33;34;262;264;268;270;271;275;281;284).

O presente estudo foi delineado a partir do interesse particular em
verificar como a selecdo do grupo controle influencia no reconhecimento de
fatores de risco para infeccbes hospitalares endémicas por K. pneumoniae

produtora de ESBL e sua associacao com infeccdo do trato respiratério e sepse.
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Materiais e métodos

Delineamento do estudo

A partir de culturas clinicas positivas para K. pneumoniae, quatro estudos
de case-controle observacionais paralelos foram realizados com as combinacdes
de trés definicdes de pacientes-caso e dois tipos de grupo controle. Até 48 horas
depois da deteccdo de uma cultura positiva nos laboratérios dos hospitais e da
identificacdo do respectivo paciente, foi realizada revisdo do prontuario médico e
a aplicacdo de um questionario abordando aspectos demograficos e clinicos dos
pacientes, e, imediatamente apds, a mesma conduta foi tomada em relacdo a
outro paciente do mesmo hospital e unidade, sem cultura positiva para K.
pneumoniae naquele momento. Comunicagcdo com o médico assistente foi
também realizada quando necessaria com a finalidade de completar
minuciosamente os dados delineados para o estudo. Deste modo, os fatores de
risco potenciais foram coletados prospectivamente. Este pareamento 1-1
produziu as primeiras subpopulacbes de pacientes do trabalho (Estudo 3).
Somente depois da coleta de todos os dados clinicos de todos os pacientes, 0s
testes de deteccdo da producdo de ESBL foram realizados, produzindo duas novas
categorias de pacientes de acordo com a detec¢do da producdo da enzima. Estes
conjuntos de pacientes foram analisados em uma abordagem que permitiu que os
mesmos pacientes-caso fossem comparados com dois diferentes grupos controle

em dois dos estudos realizados como pode ser observado na figura abaixo.
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FIGURA. Delineamento: casos e controles dos 4 estudos de caso-controle

paralelos
Pacientes com Pacientes sem
infeccéo por X infeccéo por
K. pneumoniae K. pneumoniae
Estudo
1 ESBL+ X Tipo-2
Tipo-1
2 esBL+ ) ESBL-

K. pneumoniae

independente

3 do status de X Tip0_2
producéo da
enzima

4 ESBL- X Tipo-2

ESBL: B-lactamase de espectro estendido; ESBL+: amostra produtora de ESBL; ESBL-:
amostra nédo produtora de ESBL; Tipo-1: grupo controle Tipol (pacientes infectados
pela forma susceptivel do microrganismo); Tipo-2: grupo controle Tipo-2 (pacientes
dentre os quais 0s pacientes caso se originaram a partir da mesma populacao fonte).

Ambiente

O estudo foi realizado em trés hospitais de ensino, de grande porte e de
atendimento de nivel terciario da cidade de Porto Alegre, Rio Grande do Sul,
Brasil, envolvendo aproximadamente 3.450 leitos. O estudo foi aprovado pelas

Comissdes de Etica e Pesquisa das instituicdes.
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Microbiologia

Todas amostras consecutivas de K. pneumoniae, exceto repeticoes,
correspondendo a um paciente adulto Gnico, entre 01 de maio de 1999 e 30 de
novembro do mesmo ano, obtidas a partir de qualquer espécime clinico da rotina
de atendimento da populacdo estudada foi submetida ao teste de susceptibilidade
e critérios interpretativos do teste fenotipico confirmatdrio padrdo do NCCLS
usando discos de ceftazidima e cefotaxima sozinhos e em combinacdo com &cido
clavulanico (59;263). Todas as amostras foram processadas para o teste de
producédo de ESBL em um dos dois laboratérios de microbiologia de referéncia do

estudo.

Definicdo de caso

Pacientes-caso foram definidos como aqueles com infeccdo hospitalar
causada por K. pneumoniae no estudo 3. Ap6s a deteccdo da producdo de ESBL
por estas amostras, estes pacientes foram estratificados em pacientes com
amostras produtoras de ESBL (pacientes-caso dos estudos 1 e 2) e pacientes com
amostras ndo produtoras de ESBL (pacientes-caso do estudo 4). Adicionalmente,
infeccdo verdadeira foi considerada através da utilizacdo dos critérios de infeccédo
do Centers for Disease Control and Prevention’s (CDC) (286). Nos casos de
sepse, as definicdes clinicas padrao (287) foram também usadas. Infeccao
hospitalar foi definida como se segue: infeccdo que ocorreu apds 48 horas da
admissao no hospital; infeccdo que ocorreu depois de 48 horas da admissdo no
hospital, para pacientes que estiveram hospitalizados no periodo compreendido
entre duas semanas prévias a admisséo; e infeccdo que ocorreu 48 horas apds a

admissao no hospital, para pacientes transferidos de outra instituicdo de saude.
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Definicdo de grupo controle

Dois diferentes grupos controle entraram no estudo: pacientes com
infeccdo hospitalar causada pela forma susceptivel do microrganismo (tipo 1), e
pacientes dentre os quais 0s pacientes-caso foram obtidos a partir da mesma
populacdo fonte que os pacientes-caso (tipo 2). Pacientes-caso do estudo 4 foram

pacientes do grupo controle tipo 1 no estudo 2.

Fatores de risco investigados

Fatores de risco potenciais para infeccdo hospitalar por K. pneumoniae e
para infeccdo hospitalar por K. pneumoniae produtora de ESBL incluiram idade,
género, hospital, unidade hospitalar (incluindo permanéncia em unidade de
tratamento intensivo [UTI]), tempo de risco (total de dias de hospitalizacdo),
espécime clinico (sangue, secrecbes respiratérias, de cateter, e de sitio cirdrgico,
urina, outra), doenca infecciosa causada por K. pneumoniae, diagndstico principal
e outras condicBes clinicas. O intervalo de tempo compreendido entre a
hospitalizacdo e o isolamento da amostra de K. pneumoniae, aqui denominado
dias de hospitalizacdo prévios ao isolamento de K. pneumoniae, foi também
investigado no estudo 2. As seguintes sindromes infecciosas causadas por K.
pneumoniae foram consideradas: sepse, infeccdo do trato respiratério baixo
incluindo pneumonia e traqueobronquite purulenta, infeccdo do trato urinario,
infeccdo intraabdominal e infeccdo de sitio cirdrgico. As outras sindromes como
infeccdo de sitio de insercdo de cateter e infeccdo do sistema nervosa central
foram incluidas na mesma categoria. Tempo de risco foi estudado como uma
variavel binaria para o total de dias de hospitalizacdo (menor ou igual e maior do
que quatro semanas). No estudo 2, o periodo em dias de hospitalizacdo prévios
ao isolamento de K. pneumoniae, foi comparado.

Procedimentos invasivos como uso de cateter venoso central, cateteres

urinarios, tubo traqueal e ventilacdo mecéanica (todos por mais do que 24 horas);



TESE DE DOUTORADO 34
Refinamento de analise de fatores de risco para infeccdes hospitalares por Klebsiella pneumoniae
produtora de p-lactamase de espectro estendido: selecdo apropriada do grupo controle é suficiente?

nutricdo parenteral total na semana prévia; dialise, cirurgia ou trauma dentro dos
30 dias prévios da hospitalizacdo foram também registrados. Todos, exceto o
primeiro foram agrupados como outro procedimento.

As seguintes condicdes de imunossupressdo foram = também
documentadas: malignidade, diabetes mellitus, neutropenia, infec¢cdo pelo virus
da imunodeficiéncia humana (HIV), uso de agentes imunossupressores nos 30
dias prévios, histéria de transplante de 6rgdo e quimioterapia recente.
Neutropenia foi definida como uma contagem absoluta de neutréfilos menor do
gue 500 mm?®. Uso de corticosterdide foi definido como administracdo da dose
igual ou maior do que 20 mg por dia de prednisona ou equivalente, por um tempo
minimo de duas semanas prévias.

Aspectos de gravidade de doenca foram acessados pela comparacao das
seguintes variaveis: permanéncia em UTI, sepse, doencas associadas e condicdes
imunossupressoras (68) em todos os grupos de pacientes dos 4 estudos. No final
da hospitalizacédo, o desfecho clinico, recuperacdo ou 6bito, foi também registrado
para cada paciente.

Todos os antibiéticos recebidos pelos pacientes nos 30 dias prévios foram
documentados, exceto os 3 dias prévios ao isolamento da amostra para pacientes
com infeccdo pelo patégeno do estudo ou prévios a coleta dos dados para os
pacientes do grupo controle tipo 2. Os antibiéticos registrados foram:
cefalosporinas, aztreonam, imipeném, outros pB-lactdmicos e combinacgdes -
lactamico/inibidor de B-lactamase, aminoglicosideos, clindamicina, cloranfenicol,
quinolonas, trimetoprim—sulfamethoxazol, macrolideos, tetraciclinas,

metronidazol e vancomicina.

Analise estatistica

Todas as andlises estatisticas foram realizadas usando o programa SPSS,
versao 11.0. Foi utilizada a técnica de Regressdo Logistica Condicional para os

dados pareados através de uma modificacdo do comando do modelo de Riscos
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Proporcionais, ou seja, do modelo de Regressdo de Cox da Analise de Sobrevida
(288). Foram realizadas andlises bivariadas separadamente para cada uma das

variaveis versus a resposta. Razdo de chances (RC) e intervalo de confianca de
95% (1C95%) foram obtidos para as variaveis binarias (o limite do valor de P
para incluir a variavel na analise multivariada foi <0,25); teste do y2, para as
variaveis categoricas; e o teste t de Student para variaveis continuas. Foi
conduzido o modelo de Regressdo Logistica para analise multivariada usando o
método Condicional para os trés estudos de caso-controle pareados 1, 3 e 4, e 0
método de Regressao Logistica Binario tradicional no estudo 2. Foi utilizado o
processo de eliminacdo retrograda. Os fatores de risco foram testados para
confundimento e colinearidade. Variaveis de confundimento foram excluidas nos
modelos multivariados se a inclusdo da covariavel alterasse o coeficiente de
qualquer variavel estatisticamente significante no modelo de Regressao Logistica
por mais do que 10%. A permanéncia no hospital (tempo de risco) foi controlada
através da sua inclusdo como uma variavel no modelo de Regressdo Logistica
(69). Todos os testes foram bilaterais, e os valores de P menores ou iguais a 0,05

foram considerados significantes no modelo multivariado.
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RESULTADOS

Foram obtidas 186 amostras de K. pneumoniae no presente estudo. Os
pacientes correspondentes a estas amostras e seu grupo controle tipo 2,
pareados 1-1, foram incluidos no estudo 3 totalizando 372 pacientes. A
prevaléncia de K. pneumoniae produtora de ESBL como patégeno de infecgédo
hospitalar foi de 61,3%. Este parametro permitiu que os pacientes-caso do
estudo 3 fossem estratificados em pacientes-caso para os estudos 1 e 2 (114
pacientes infectados por K. pneumoniae produtora de ESBL) e pacientes-caso
para o estudo 4 (72 pacientes infectados por K. pneumoniae ndo produtora de
ESBL). Os pacientes-caso dos estudos 1, 3 e 4 foram comparados com o grupo
controle tipo 2, com pareamento 1-1. O estudo 2 comparou 114 pacientes
infectados por K. pneumoniae produtora de ESBL a 72 pacientes infectados por K.
pneumoniae ndo produtora de ESBL.

Os pacientes-caso e o grupo controle foram homogéneos em cada estudo
quando os dados demograficos e as outras variaveis descritas na secdo Materiais
e métodos foram comparadas, com excecdo dos fatores de risco identificados e
descritos abaixo. Os resultados da andlise de fator de risco multivariada dos
estudos séo apresentadas nas Tabelas 1 a 4. Para efeitos de concisdo, somente
os dados da andlise de regressao logistica dos 4 estudos sdo apresentadas na
secdo Resultados.

Tempo de risco foi identificado como fator de risco em todos os quatro
estudos, com diferentes magnitudes de RC. A média de hospitalizacdo em dias
previamente ao isolamento de K. pneumoniae foi de 13,24+17,39 e 29,80+28,01
(P<0,001) para amostras ndo produtoras e amostras produtoras de ESBL
respectivamente (estudo 2). Cateter venoso central foi identificado nos estudos 1,
2 e 3; outro procedimento foi identificado no estudo 1. Uso prévio de antibiético

foi identificado como fator de risco nos estudos 1 e 3.
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Tabela 1. Estudo 1. Andlise multivariada® de fatores de risco para infeccdo
hospitalar por Klebsiella pneumoniae produtora de ESBL (casos) versus o grupo

controle tipo-2°.

Fator de risco RC  (IC95%) P
Idade 1,01 (0,98-1,04) 0,461
Tempo de risco 7,92 (3,22-19,46) <0,001
Antibidtico prévio 3,36 (1,38-8,22) 0,008
Cateter venoso central 5,80 (1,76-19,14) 0,004
Outro procedimento invasivo 4,24 (1,20-15,00) 0,025
Condicdo imunossupressora 1,08 (0,47-2,50) 0,862

a = P . . b . . . .
Regressao Logistica Condicional; = pacientes dentre os quais 0s pacientes caso se originaram

a partir da mesma populacao fonte

Tabela 2. Estudo 2. Andlise multivariada® de fatores de risco para infeccdo
hospitalar por Klebsiella pneumoniae produtora de ESBL (casos) versus o grupo

controle tipo-1°.

Fator de risco RC  (IC95%) P
Idade 0,99 (0,97-1,01) 0,339
Tempo de risco 5,18 (2,55-10,50) <0,001
Antibidtico prévio 1,05 (0,51-2,20) 0,888
Cateter venoso central 2,64 (1,01-6,93) 0,048
Outro procedimento invasivo 1,55 (0,56-4,28) 0,400
Condicdo imunossupressora 0,74 (0,38-1,46) 0,389
ITRB® ou sepse por K. pneumoniae 1,13 (0,56-2,27) 0,726

a Regressao Logistica; b pacientes infectados pela forma susceptivel do microrganismo;

¢ infeccdo do trato respiratoério baixo
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Tabela 3. Estudo 3. Andlise multivariada® de fatores de risco para infeccdo

hospitalar por Klebsiella pneumoniae® versus o grupo controle tipo-2° .

Fator de risco RC (IC95%) P

Idade 1,01 (1,00-1,03) 0,141
Tempo de risco 4,51 (2,59-7,85) <0,001
Antibidtico prévio 2,39 (1,29-4,42) 0,006
Cateter venoso central 2,37 (1,13-4,97) 0,022
Outro procedimento invasivo 1,72 (0,79-3,77) 0,173
Condicdo imunossupressora 1,46 (0,84-2,52) 0,176

a Regressao Logistica Condicional; b todos os casos, independentemente da condicéo de
producdo de ESBL; ¢ pacientes dentre 0s quais 0s pacientes caso se originaram a partir

da mesma populacao fonte.

Table 4. Estudo 4. Andlise multivariada® de fatores de risco para infeccdo
hospitalar por Klebsiella pneumoniae ndo produtora de ESBL (casos) versus o

grupo controle tipo-2°.

Fator de risco RC (IC95%) P

Idade 1,01 (0,99-1,03) 0,518
Tempo de risco 2,87 (1,24-6,61) 0,013
Antibiético prévio 1,44 (0,56-2,20) 0,447
Cateter venoso central 1,17 (0,40-3,43) 0,781
Outro procedimento invasivo 0,94 (0,32-2,80) 0,910
Condicdo imunossupressora 2,05 (0,92-4,56) 0,078

a = P s b . . .
Regressao Logistica Condicional; =~ pacientes dentre os quais 0s pacientes caso se

originaram a partir da mesma populagédo fonte.
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DISCUSSAO

A principal questdo de pesquisa do presente estudo foi avaliar a influéncia
da selecdo do grupo controle na identificacdo de fatores de risco para infeccdo
hospitalar causada por K. pneumoniae produtora de ESBL e sua possivel
associacdo com infeccdo do trato respiratério baixo e sepse. Considerando sua
alta prevaléncia, morbidade, mortalidade e elevados custos como infeccdes
hospitalares (289), estas duas sindromes foram avaliadas. Até onde temos
conhecimento, o presente trabalho é o primeiro estudo de caso-controle para
fatores de risco para infec¢cdes por K. pneumoniae produtora de ESBL envolvendo
toda a gama de infec¢cbes hospitalares endémicas mais freqientemente causada
por este patégeno.

O uso de delineamento de caso-controle tem gerado bastante controvérsia
entre epidemiologistas por muito tempo (290). Além dessas controvérsias
classicas, vieses especificos relacionados a estudos envolvendo patégenos
resistentes a antibidticos tém sido levantados, principalmente ligados a selecédo
de pacientes do grupo controle. Com a finalidade de diminuir esses problemas
metodoldégicos, refinamento da selegcdo do grupo controle tem sido recentemente
proposto (70). O grupo controle mais apropriado € uma amostra randdémica de
toda a populacdo hospitalizada, que representa a populacédo fonte a partir da qual
os pacientes infectados tanto pela forma susceptivel quanto pela forma resistente
do patdgeno sdo derivadas (291). Adicionalmente, os membros do grupo controle
deveriam ser selecionados independentemente da sua condicdo de exposicao
(292). No presente estudo, tal refinamento foi obtido. Pacientes-controle n&o
tiveram cultura clinica positiva no momento da coleta dos dados do estudo. Este
fato ndo garante que o0s pacientes-controle ndo estavam colonizados pelo
patégeno em estudo porque ndo foram realizadas culturas de vigilancia. Mais
ainda, os pacientes-controle podem ter desenvolvido infecgdo por K. pneumoniae

posteriormente aquele momento. Estes fatos garantem maior probabilidade de

que o grupo controle tenha sido selecionado independentemente do seu status de
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exposicao.

Os estudos 1 e 2 abordaram estas questdes mais diretamente. Com a
intencdo de especificar mais detalhadamente este ponto, o estudo 3, e
principalmente, o estudo 4, que analisou os fatores de risco para os pacientes
com infeccdo por amostras nado produtoras de ESBL, foram realizados para
observar qualquer fator de risco coincidente ou discordante, para as formas
susceptiveis ou resistentes do patégeno. O tempo de risco foi coincidente em
todos os quarto estudos com diferentes magnitudes das razbes de chances
obtidas, com valores decrescentes do estudo 1 para o estudo 4 mostrando que
ndo somente para a forma resistente, mas também para a forma susceptivel do
patégeno, hospitalizacdo prolongada foi associada a infeccdo hospitalar. Infeccdes
por K. pneumoniae produtora de ESBL ocorreram depois de aproximadamente um
més de hospitalizacdo, enquanto que as infec¢cdes pelos microrganismos
susceptiveis foram observadas na metade deste periodo. Resultado semelhante a
este foi demonstrado em outro estudo (37). Outros fatores de risco como
procedimentos invasivos e uso prévio de antibiéticos, condicdes extensamente
identificadas para qualquer bactéria resistente (37;49), foram também
reconhecidas a partir destes dados. Para todos os fatores de risco identificados,
associacdes mais fortes foram observadas no estudo 1, no qual pacientes
infectados por K. pneumoniae produtora de ESBL foram comparados com o grupo
controle tipo-2. Entretanto, um aspecto do estudo, uso prévio de antibidticos,
contrastou com o racional discutido em estudos que analisaram a influéncia do
tipo de grupo controle em estudos de caso-controle. Ha vises especificos que
podem ocorrer em estudos de caso-controle que analisam fatores de risco para
microrganismos resistentes a antibidticos (67-70). Se pacientes a partir dos quais
sao isoladas bactérias susceptiveis a antibidticos forem utilizados como grupo
controle de pacientes com bactérias resistentes a antibidticos, a inferéncia pode
ser que uma amostra bacteriana isolada de um dado paciente emergiu de uma

populacdo da mesma bactéria, previamente susceptivel naquele individuo. Mas na
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maioria das vezes, 0 cenario mais provavel é a aquisicdo de uma amostra
resistente. Assim, pacientes infectados com amostras susceptiveis representam
somente uma porcdo da populacdo fonte da qual os pacientes infectados com
amostras resistentes surgiram. Quando se utilizam pacientes infectados com
amostras susceptiveis a antibidticos como controles, a estimativa do efeito do
antibiético como fator de risco (ou razdo de chances) pode conter viés, porque
estes pacientes tém menor probabilidade que os pacientes infectados com
amostras resistentes de terem sido expostos a um antibiético ativo contra a
amostra susceptivel. Nesta situacdo, uma variavel identificada como fator de risco
pode, na verdade, proteger contra o isolamento de microrganismo susceptivel
mais do que conferir risco verdadeiro para o isolamento de microrganismo
resistente. Artigos de lideres no assunto tém enfatizado que este delineamento
superestima a contribuicdo do antibidtico definidor de resisténcia no
desenvolvimento de resisténcia (67-69). Adicionalmente, alguns antibiéticos
podem ser falsamente implicados como fatores de risco potenciais (70).

De modo contrario a outros (66;69) o uso do controle tipo-1 subestimou a
magnitude da razdo de chances dos fatores de risco identificados no presente
estudo. Razdes para isto devem ser mais detalhadamente examinadas. Talvez
outras questdes metodoldgicas e outros atributos especificos do patégeno possam
explicar este diferente resultado. Quando o controle tipo-1 potencialmente
subétimo foi utilizado, até mesmo o uso prévio de antibiético ndo pbdde ser
identificado como um fator de risco para infeccdo hospitalar por K. pneumoniae
produtora de ESBL. Provavelmente, os dados coletados prospectivamente do
presente estudo, que permitiram classificar mais acuradamente as sindromes
infecciosas abriu um espaco ndo explorado previamente por outros trabalhos e
outras questdes que nao somente as metodolégicas tém levado a vieses na
identificacdo de fatores de risco. Pressdo antibidtica e resisténcia bacteriana néo
sdo 0s Unicos atributos que um patdégeno necessita para colonizar ou para

infectar pacientes. Interacdes patdbgeno-hospedeiro podem ter um papel na
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identificacdo ou na magnitude dos fatores de risco. Fatores de colonizacdo ou
adesinas de K. pneumoniae ao intestino humano foram encontrados na maioria
das amostras produtoras de CAZ-5/SHV-4 (3). K. pneumoniae produtora de
ESBL, mais as produtoras de TEM do que as de SHV, por causa sa sua resisténcia
ao soro aumentada, tem maior potencial patogénico do que as amostras nao
produtoras de ESBL (5). Assim, diferencas encontradas em estudos publicados
podem se dever em parte a esta razdo potencial: falha em distinguir colonizacédo
de infeccdo verdadeira (49;70). Auséncia de doenca subjacente foi associada a
enzima CTX-M-10, mas ndo a producao das enzimas SHV, TEM, CTX-M-9 ou CTX-
M-14 em um estudo (293) mostrando que condicbes médicas especificas dos
pacientes podem estar relacionadas a ESBLs especificas, outra causa de
resultados divergentes. Dos estudos listados na Tabela 5, exceto um (262) e o
presente trabalho, pacientes colonizados e infectados sdo estudados ao mesmo
tempo sem distincdo. Outra possivel explicacdo para as diferencas entre os
estudos é a prevaléncia de diferentes clones de microrganismos produtores de
ESBL entre diferentes hospitais ou regides, e mesmo dentro do mesmo hospital
(293). Este fator poderia potencialmente responder por diferencas na magnitude
da pressdo antibidtica seletiva. Também, a resisténcia fenotipica detectada aqui e
na maioria de outros estudos pode nao refletir os multiplos mecanismos de
resisténcia pelos quais a resisténcia aos antibidticos pode emergir.

A selecdo de estudos apresentada na Tabela 5 foi feita a partir de
principios e recomendacdes metodolégicas que abordam fatores de risco para
patégenos resistentes a antibidéticos (68). Os estudos que avaliaram K.
pneumoniae e outros microrganismos produtores de ESBL como E. coli ao mesmo
tempo nédo foram incluidos na tentativa de evitar confusdes potenciais
relacionadas as muitas diferencas entre estes patdgenos (6;11;177;189). A visédo
geral sumarizada nesta Tabela ilustra que ha muitas diferencas nos estudos de
caso-controle envolvendo K. pneumoniae produtora de ESBL. Essas diferencas

contribuem para os aparentes resultados contraditérios. Provavelmente algumas
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delas podem ser explicadas por diferencas nos ambientes de estudo, nas
questdes de pesquisa e nos atributos dos patégenos.

Apesar do presente estudo nao ter acessado o papel da transmissao
paciente a paciente, transferéncia horizontal e pressdao de colonizacdo tem sido
demonstrados como elementos importantes (294). Entretanto, é provavel que
ndo avaliar a transmissdo paciente a paciente levaria a viés direcionado a
hipétese nula—ou seja, entre pacientes que adquirem o microrganismo de outro
paciente, a importancia dos antibiéticos como um componente causal possa ser
diminuida, porque transmissao paciente a paciente é o principal fator causal
segundo alguns autores (69). Por outro lado, um estudo epidemiolégico de K.
pneumoniae produtora de ESBL endémica, neste particular semelhante ao
presente trabalho, detectou que cada microrganismo isolado pertencia a um
gendétipo diferente, mostrando que transmisséo cruzada nao foi responsavel pelas
amostras de K. pneumoniae produtoras de ESBL neste ambiente (295). Este
estudo concluiu que os seus resultados foram diferentes de outros que abordaram

situacdes de surtos (295).
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Tabela 5. Estudos de caso-controle de Klebsiella pneumoniae produtora de ESBL selecionados pela metodologia (68;70).

44

selecdo apropriada do

Estudo Ambiente Objetivo Q Caso Teste n MR1 n MR2 MR3  Fator de risco ou protetor MV OR  (95%CIl) P
(261) Surto de Transmissao Q1.1 D1 T1 51 Tipo 2 51 Sim Sim Duragéo da intubacao 1,19 ND 0,03
colonizacao Colonizag&o/infeccao T5 Inibidor de B-lactamase 0,85 ND 0,04
recorrente em Ol-B-lactamicos restritos 0,7 ND 0,003
UTI, Dijon,
Franca,
1994-1996
(262) Bacteremias CIP-R Q1.3 D3 T4 25 Tipo 1 427 N&o Sim Quinolona ND ND 0,0065
C&H, Definigbes do CDC T5 Amostra produtora de ND ND 0,012
7 paises, ESBL ND ND 0,011
1996-1997 CIP-R/ Kp-ESBL Centro Turco
18% CIP-R e ESBL-Kp
) Surto em UTI Colonizacao/infecgdo Q1.1 D1 T2 10 Tipo 2 32 Sim Sim Idade <12 semanas 12,6  (1,9- 94,9) ND
pediatrica, ESBL + AG-R Dias de hospitalizacao ND ND 0,014
Madrid, Dias tubo nasogastrico ND ND 0,008
Espanha, Dias com cateter IV ND ND 0,020
1997-1998 AG prévio 10,2 (1.5- 109) ND
CIlI prévia 17,8  (1,8-411) ND
CIll e AG prévios 21,6 (2,8-240) ND
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(50) Amostras de Colonizacao/infecgdo Q1.1 D1, D3, D4 T4 43 Tipo 1 86 Sim Néao Ceftazidima prévia 13,40 (1,21-148,85) 0,035
Kp-ESBL Defini¢gdes do CDC Traqueostomia 5,13 (1,24-21,1) 0,023
endémicas
C&H, Taiwan,

2001

o InfecgBes Infecgbes, definicbes Q1.3 D3 T3 Sim Sim

presente hospitalares do CDC e critérios

estudo endémicas por clinicos Kp-ESBL 114  Tipo 2 114 Tempo de risco 7,92 (3,22-19,46) <0,001
Kp-ESBL, Cateter venoso central 5,80 (1,76-19,14) 0,004
Porto Alegre, Outro proced. invasivo 4,24 (1,20-15,00) 0,025
Brasil, 1999 Antibidtico prévio 3,36 (1,38-8,22) 0,008

Kp-ESBL 114 Tipo 1 72 Tempo de risco 5,18 (2,55-10,50) <0,001
Cateter venoso central 2,64 (1,01-6,93) 0,048

Kp 186  Tipo 2 186 Tempo de risco 4,51 (2,59-7,85) <0,001
Antibiético prévio 2,39 (1,29-4,42) 0,006
Cateter venoso central 2,37 (1,13-4,97) 0,022

Kp n&do ESBL 72 Tipo 2 72 Tempo de risco 2,87 (1,24-6,61) 0,013

Q — questéo da pesquisa: Q1.1 — fatores de risco para aquisi¢cdo de patdégeno resistente a antibiotico entre pacientes hospitalizados; Q1.2 — fatores de risco para colonizacdo por patégeno resistente entre
pacientes hospitalizados; Q1.3 — fatores de risco para infecgdo por patdgeno resistente entre pacientes hospitalizados; Q2 — fatores de risco para emergéncia de resisténcia em patégeno entre pacientes
previamente infectados ou colonizados por patégeno susceptivel; MR1 — pacientes drenados da mesma populacdo que os pacientes caso (grupo controle Tipo 2); Tipo 1 — grupo controle tipo 1: pacientes
com a forma susceptivel do microrganismo; MR2 — ajuste por tempo de risco; MR3—ajuste por gravidade da doenga; RC MV—razdo de chances multivariada, 1C95%—intervalo de confiangca de 95%; D1 —
pacientes com qualquer espécime clinico exibindo o fendtipo de resisténcia sob estudo; D2 — pacientes com amostras significantes inequivocas; D3 — pacientes com infec¢do definida por critérios clinicos;
D4 — pacientes com colonizacdo; Teste — testes de ESBL: T1: teste de sinergia de dupla difusdo (Legrand, 1989); T2: teste de sinergia de dupla difusdo (Jarlier, 1988); T3: teste fenotipico confirmatoério de
combinacdo em disco do NCCLS (teste de adicdo) (1999); T4: concentragdo inibitéria minima fenotipica confirmatdria do NCCLS (2001); T5: técnicas moleculares; ND — ndo descrito; Ol-B-lactamicos —

oximino- B-lactamicos; C&H — comunitario & hospitalar; CIP-R: resistente a ciprofloxacina; Kp-ESBL — K. pneumoniae produtora de ESBL; AG-R — resistente aminoglicosideos; ClIl — cefalosporinas de
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CONCLUSAO

N&o foi detectada associacdo entre K. pneumoniae produtora de ESBL e
pacientes com sepse e infec¢cdo do trato respiratério baixo quando comparado a
outros sitios. A selecdo dos pacientes-controle a partir do controle tipo-1,
potencialmente inferior em qualidade, subestimou a magnitude da razdo de
chances dos fatores analisados para infec¢cdes por K. pneumoniae resistente. Este
modelo também nao pobéde identificar uso prévio de antibidtico e outros
procedimentos invasivos que ndo a presenca de cateter venoso central como
fatores de risco para infec¢gBes hospitalares por K. pneumoniae produtora de
ESBL. Estes achados contrastam com estudos prévios e com a abordagem
metodolégica recentemente proposta para estudos envolvendo uso de antibiéticos
como fator de risco para patégenos resistentes em estudos de caso-controle.
Como resultados conflitantes na literatura continuam a ocorrer mesmo quando
aspectos metodolégicos sdo refinados, melhora é ainda necessaria para a
identificacdo de fatores de risco validos a alvos apropriados para intervencdes
visando o controle da emergéncia crescente da resisténcia e para diminuir a

prevaléncia e os niveis endémicos de infec¢cdes causadas por K. pneumoniae

produtora de ESBL.
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1V — ANEXO

FICHA CLINICA No._  Data:_ /_ [/

Influéncia da selecdo do grupo controle na analise de
fatores de risco para infec¢cdes hospitalares por Klebsiella
pneumoniae produtora de ESBL

1°PASSO: DADOS DO LABORATORIO DE BACTERIOLOGIA DOS HOSPITAIS

Nome do Paciente: Idade: Sexo [ ]
Registro: Leito: Data da internagdo: _ / / edaalta: _ / [/

Amostra de Klebsiella pneumoniae

Espécime clinico [ ] Registro do exame: Data do isolamento: _ /_ /

2°PASSO: DADOS CLINICOS

Hospital [ ] Unidade [ ]
Diagnostico da hospitalizacdo [ ] Condicdo imunossupressora [ ]

Antibidticos usados por >3 dias no Gltimo més até antes de tratar a Klebsiella pneumoniae ou antes
do preenchimento da ficha de paciente controle néo [ ] sim[] qual
penicilina [ ] cefalotina [ ] cefuroxima [ ] ceftriaxona, cefotaxima ou ceftazidima [ ] cefepima [ ]
cefamicina [ ] imipeném [ ] aztreonam [ ] amoxicilina/clavulanato ou ampicilina/sulbactam [ ]
aminoglicosidio [ ] glicopeptideo [ ] cloranfenicol, clindamicina ou metronidazol [ ] quinolona [ ]
outro [ ]

Procedimentoinvasivo [ J[L 1L 1L 1[1[ 1

Sindrome por Klebsiella pneumoniae

Sindrome [ ]
Antibidtico usado no tratamento [ ]
Desfecho clinico [ ]

3°PASSO: RESULTADOS DOS LABORATORIOS DE REFERENCIA

Disco difus&o: AMP [ ] CFL[] CFO[1CRX[]JCRO[]1CTX[1CPZ[]1CAZ[]JCPM[]IPM[]ATM[ ]
AMC[]1GEN[]AMI[]CIP[]SUT[]

Teste de Adicao de acido clavulanico [ ]
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Itens de preenchimento da ficha clinica

Espécime clinico

Sangue

Secrecao respiratoéria
Secrecdo de ponta de cateter
Secrecado de ferida operatéria
Urina

Outro

oohwNE

Hospital

1. Conceicado e Cristo Redentor
2. Santa Casa

3. Séao Lucas (PUC)

Unidade

ogrwNhE

Unidade de Terapia Intensiva
Unidade Médica

Unidade Cirargica

Unidade Obstétrica
Oncologia-hematologia
Outra

Antibidtico usado no tratamento

PNoGohBNE

Ampicilina
Cefalosporina
Aztreonam

B-lactamico/inibidor de p-lactamase

Carbapenémico
Aminoglicosidio
Quinolona
Outro

Diagndstico da hospitalizacao

N

w

P O0O~NO O A

Doencgas Infecciosas
Complicacdes da gestacédo e do
puerpério

Doencas do Sistema Nervoso
Central (SNC)

Doencas do Aparelho Respiratério
Doencas do Aparelho Digestivo
Doencas Cardiovasculares
Doencas Genitourinarias
Transplante de Orgéo

Trauma e Queimadura
Doencas da Pele e do Tecido
Celular Subcutaneo

Desordens mentais

Outras

Sindrome por K. pneumoniae
Colonizacéao

Sepse

Infeccao respiratéria
Infeccdo urinaria

Infeccao intraabdominal
Infeccdo de sitio cirdrgico
Outro (inclui infeccédo
relacionada a cateter, exceto
da corrente sangiinea)

nIES e

Procedimento invasivo
Dialise

Cateter venoso central
Tubo traqueal

Cateter urinario

Cirurgia

Outro

Numero de procedimentos
invasivos

NOoOOAWNE

Desfecho clinico

1. Cura ou melhora clinica
2. Obito

3. Na&o se aplica

Teste de disco difusao
1. Susceptivel

2. Intermediario

3. Resistente

Teste de adicado
1. Positivo
2. Negativo

Condicdo imunossupressora

abrwNPF

Infeccao pelo HIV
Diabete

Neoplasia
Quimioterapia
Corticoterapia
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Background. There are few risk factor studies for nosocomial extended-
spectrum B-lactamase (ESBL)—producing Klebsiella pneumoniae infections, mainly
in the respiratory tract and methodological approaches to ideal case-control
studies of resistant pathogens are under discussion, because of conflicting
results. Methods. In order to evaluate the influence of methodology on the
results of risk factor analysis for ESBL—producing K. pneumoniae infections, 4
parallel case-control studies were conducted enrolling 364 patients using three
sets of case patients and 2 control groups. Patients with ESBL—producing K.
pneumoniae were compared with different control groups: patients with the
susceptible form of the organism (type 1), and patients among whom the case
patients arose from the same source population (type 2). Results. There was no
association between ESBL-producers and respiratory infection. Time at risk was
identified as a risk factor in all four studies, with descending magnitudes of odds
ratios (ORs) from studies 1 to 4: 7.92, 5.18, 4.51, and 2.87. Central venous
catheter was identified in studies that included ESBL-producers. Prior antibiotic
use was identified as risk factor in studies 1 and 3. Using control type-1,
magnitudes of ORs were lower than when control-type-2 was used: 7.92 x 5.18
for time at risk, and 5.80 x 2.64 for central venous catheter. Prior antibiotic could
not be identified as risk factor with the control group type-1. Conclusions.
Selection of control patients from the potentially suboptimal control type-1
underestimated the ORs and the factors analyzed. Conflicting results continue to

occur even when methodological issues are refined.
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The first extended-spectrum B-lactamase (ESBL)—producing organisms
were isolated two decades ago. (1-4). Knowledge regarding to the risk factors
involved in infections caused by these organisms is still incomplete (5-9). Few
case-control studies searching for risk factors associated to ESBL-producing K.
pneumoniae infections have been done (10-13). As a consequence, evidence for
the optimal control measures for infections caused by this pathogen is still
lacking. Also, these studies diverse much in design and have yielded conflicting
results (14;15). The appropriate selection of the control group and definition of
case patients have been debated and refined in more recent studies (8).

The first description of this pattern of resistance was published in 1983
(2), and standardization by National Committee for Laboratory Standards
(NCCLS) occurred in 1999 (16). Therefore, the inclusion criteria for the case
patients may have varied during these years because of the different methods
used for the characterization of ESBL production (16-20). Studies have also
shown differences in controlling for time at risk, severity of iliness, and statistical
analysis techniques (5). Other problems include the failure to distinguish
colonization from true infection, small sample size, and the inclusion of a non-
representative patient population, the limiting of the investigation to patients in
intensive care units (ICU) or during outbreaks (6) as well as other variations.

The present study was designed to verify how the selection of the control
group may affect the detection of risk factors for endemic nosocomial ESBL-
producing K. pneumoniae infections. We also looked for potential associations

between this infection and specific sites of infection.

MATERIALS AND METHODS

Study design.
All nosocomial consecutive isolates of K. pneumoniae, except repetitions,

corresponding to a unique adult patient, between May 1%, 1999 and November
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30, 1999, obtained from any clinical specimen from routine care of the studied
population were prospectively collected. Susceptibility testing and interpretative
criteria of the standard phenotypic confirmatory test of NCCLS using both
ceftazidime and cefotaxime disks alone and in combination with clavulanic acid
were performed. (16;19;20). All isolates were processed for ESBL production in
one of two reference microbiology laboratories.

Four observational parallel case-control studies were performed. We used
three definitions for the cases and two for the control groups. Within 48 hours
after detecting a positive culture in the hospital laboratories a revision of inpatient
medical records and a questionnaire addressing demographic and clinical issues
was performed. Another patient from the same hospital and unit, but with no
positive culture for K. pneumoniae was evaluated for the control group at the
same time period. Communication to the primary physician was also made
whenever necessary in order to thoroughly complete the dataset. This 1-1
matching produced the first subpopulations of the study. Only after all clinical
data were collected, the tests for detection of ESBL production were performed
producing 2 new categories of patients according to the detection of production of
the enzyme — the ESBL-producing and the non-ESBL producing groups.

Setting. The study was performed at three large tertiary-care teaching hospitals
in Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brazil, comprising approximately 3,450 beds.
The studies were approved by the institutional boards.

Case definition. Cases were defined by the diagnosis of nosocomial acquired
infections with K. pneumoniae. Additionally, true infection was characterized by
utilizing the Centers for Disease Control and Prevention’s (CDC) criteria for
infection (21). In cases of sepsis, the clinical standard definitions (22) were also
used. Nosocomial acquisition of infection was defined as follows: infection that
occurred >48 h after admission to the hospital; infection that occurred <48 h
after admission to the hospital, for patients who had been hospitalized within the

2 weeks prior to admission; and infection that occurred <48 h after admission to
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the hospital, for patients who had transferred from an outside health care
institution.

After detection of ESBL production by the isolates, these patients were stratified
in patients with “ESBL-producing” isolates (case patients for studies 1 and 2) and
patients with “non—ESBL-producing” isolates (case patients for study 4). Case
patients for study 3 were defined as those with “nosocomial acquired infection
caused by K. pneumoniae”, independent of the ESBL status.

Control-group definition. Two different control groups were identified for this
study: patients with nosocomial infection caused by the “susceptible form” of the
organism (type-1 control group), and patients whom arose from the “same
source population” as the case-patients and had no positive cultures for K.
pneumoniae (type-2 control group).

Risk factors. Potential risk factors for nosocomial K. pneumoniae infection and
for nosocomial ESBL-producing K. pneumoniae infection included age, gender,
hospital, hospital location (including ICU stay), time at risk (total hospital days),
clinical specimen (blood, respiratory secretions, catheter tip, surgical site
secretion, urine, other), infectious disease caused by K. pneumoniae, and
principal diagnosis and other comorbid conditions. The interval of time between
hospitalization and isolation of K. pneumoniae, here termed hospital days prior to
K. pneumoniae isolation, was also investigated in study 2. The following infectious
syndromes caused by K. pneumoniae were considered: sepsis, lower respiratory
tract infection including pneumonia and purulent tracheobronchitis, urinary tract
infection, intraabdominal infection, and surgical site infection. The other
syndromes like catheter insertion site infection, and nervous central system
infection were recorded in the same category. Time at risk was studied as a
binary variable for total hospital days (< or > 4 weeks). In study 2, hospital days

in both groups, prior to K. pneumoniae isolation, were compared.
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Invasive procedures such as more than 24 hours of use of central venous
catheters, urinary catheters, tracheal tube and mechanical ventilation; total
parenteral nutrition within the previous week; dialysis, surgery or trauma within
the previous 30 days of hospitalization were also recorded. All, except the first,
were grouped as “other procedures”.

In addition, the following immunosuppressing conditions were
documented: malighancy, diabetes mellitus, neutropenia, human
immunodeficiency virus infection, use of immunosuppressive agents within the
previous 30 days, history of organ transplantation, and recent chemotherapy
administration. Neutropenia was defined as an absolute neutrophil count of less
than 500 mm?3. Corticosteroid use was defined as the receipt of prednisone at a
dosage of at least 20 mg/d (or equivalent) for at least 2 weeks.

Aspects of severity of illness were assessed by comparing ICU stay, sepsis,
comorbid illnesses (5) and immunosuppressive conditions in all groups of patients
of the 4 studies. At the end of hospitalization, the clinical outcome, recovery or
death, were also recorded for each patient.

All antibiotics received in the previous 30 days were documented, except
the 3 days prior to isolation of the organism for patients with infection or until the
application of the questionnaire to control group type-2. Antibiotics included
cephalosporins, aztreonam, imipenem, other B-lactams and p-lactam/ p-lactamase
inhibitor =~ combinations, aminoglycosides, clindamycin, chloramphenicol,
quinolones, trimethoprim—sulfamethoxazole, macrolides, tetracyclines,
metronidazole, and vancomycin.

Statistical analysis. All statistical analyses were performed using SPSS
software, version 11.0. Bivariate analyses were performed separately for each of
the variables. Odds ratios (ORs) and 95% confidence intervals (ClIs) were
obtained for binary variables (the p value cut off to include the variable into the
multivariable analysis was <.25); y2 test, for categorical variables; and Student’s

t test for continuous variables. Logistic regression model for multivariable analysis
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was conducted using conditional method for the three paired case-control studies
1, 3 and 4, and traditional binary logistic regression method for study 2. A
backward deletion process was used. Risk factors were checked for confounding
and colinearity. Confounding variables were included in the multivariable models
if covariate inclusion changed the -coefficient of any statistically significant
variable in the logistic-regression model by =>10%. Controlling for length of
hospital stay (time at risk) was accomplished by including it as a variable in the
logistic-regression model (15). All tests were 2-tailed, and a P value of <.05 was

considered significant in the multivariable model.

RESULTS

In the present study, 186 K. pneumoniae isolates were obtained. The
corresponding patients and their 1-1 matched control group type-2 were enrolled
in study 3 totalizing 372 patients. The prevalence of ESBL-producing K.
pneumoniae as a pathogen of nosocomial infection was 61.3% (114/186). This
result allowed the case patients of study 3 to be subgrouped in case patients for
studies 1 and 2 (114 ESBL-producing K. pneumoniae infected patients) and case
patients for study 4 (72 non—ESBL-producing K. pneumoniae infected patients).
Case patients for studies 1, 3 and 4 were compared to type-2 control group
(same source population) that was 1-1 matched. Study 2 compared 114 ESBL-
producing K. pneumoniae infected patients (cases) to 72 non—ESBL-producing K.
pneumoniae infected patients (type-1 control group).

Case patients and control group were homogeneous in each study whith
respect to demographic data and variables described in Materials and methods
section. The results of multivariate risk-factor analysis of the studies are
presented in Tables 1 to 4. For concision, only data for the logistic-regression
analysis of the four studies are presented in the Results section.

Time at risk was identified as a statistically significant risk factor in all four

studies, with descending odds ratio magnitude from study 1 to 4 showing that not
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only resistant but also susceptible forms of K. pneumoniae were significantly
associated with prolonged hospitalization. Mean hospital days prior to K.
pneumoniae isolation was 13.24+17.39 and 29.80+28.01 (P<.001) for non-ESBL
and for ESBL-producers respectively (study 2). Central venous catheter was
identified as a risk factor in studies 1, 2 and 3. Other invasive procedures were
identified in study 1. Prior antibiotic use was identified as risk factor in studies 1

and 3.

DISCUSSION

The main question of the present study was to evaluate the influence of
control-group selection on the identification of risk factors for nococomial
acquired ESBL-producing K. pneumoniae. To our knowledge, the present work is
the first case-control study evaluating the risk factors for all types of endemic
nosocomial infections caused by ESBL-producing K. pneumoniae.

The use of case-control design has generated substantial controversy
among epidemiologists (23). In order to diminish these methodological problems,
refinement of selection of control group has been recently proposed (5;15;24).
The most appropriate control group appears to be a random sample of all
hospitalized patients, which represented the source population from which both
resistant and susceptible pathogen infected patients are derived (25).
Furthermore, members of a control group should be selected independently of
their exposure status (26). In the present study, such refinement was
accomplished. The type-2 control group did not have a clinical positive culture at
the time of data collection. This fact did not guarantee that control patients were
not colonized because no surveillance cultures were performed. Moreover, control
patients may have had K. pneumoniae infection after that moment. These facts
were potential limitations of the current study, but at the same time they ensured

that the control group was selected independently of their exposure status.
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Studies 1 and 2 addressed these questions more directly. The intention to
more thoroughly explore the issue of which is the most adequate control group,
study 3 (all K. pneumonia infections), and, study 4, (all non-ESBL producers),
were performed to observe any coincident or discordant risk factor identified for
the susceptible and for the resistant pathogen’s forms. Time at risk was a
statistically significant risk factor in all four studies. ESBL-producing K.
pneumoniae infections occurred after approximately one month of hospitalization,
while susceptible organism infections occurred after approximately 2 weeks. This
result has been observed in another study (27). Other risk factors like invasive
procedures and prior antibiotic use, conditions extensively identified for any
resistant bacteria (6;27), were also recognized in these data.

There are specific biases that can occur in case-control studies that
analyze risk factors for antibiotic resistant organisms (5;8;15;24). If patients
from whom acquired antibiotic-susceptible bacteria were used as a control group
for patients from who acquired antibiotic-resistant bacteria, the inference might
be that a resistant bacterial isolate in a given patient arose from a previously
susceptible population of the same bacteria in that individual, but in most
instances, the more likely scenario is the acquisition of a resistant strain according
to some authors (25). Therefore, patients infected with susceptible isolates
represent only a portion of the source population from which the patients infected
with resistant isolates arose. By using patients infected with antibiotic-susceptible
isolates as controls, the effect estimates (or odds ratios) of prior use of antibiotic
as a risk factor might be biased. These patients are less likely than patients
infected with resistant isolates to have been exposed to an antibiotic active
against the susceptible strain. In this situation, a variable identified as a risk
factor might actually protect against the isolation of a susceptible organism rather
than confer true risk for isolation of a resistant organism. Papers by leaders in the
subject have emphasized that this design overestimate the contribution of the

resistance-defining antibiotic in the development of resistance (5;15;24).



Refining risk factor analysis for nosocomial extended spectrum p—lactamase-producing Klebsiella
pneumoniae infection: is control group selection enough? 81

Additionally, some antibiotics may be falsely implicated as potential risk factors
(8).

Contrary to other studies (9;15) the use of control type-1 in the present
study lead to an underestimation of the magnitude of ORs for the risk factors
identified. Maybe other methodological issues and other pathogen specific
attributes could explain this different result. When the suboptimal control type-1
was used, even prior antibiotic use could not be identified as a risk factor for
nosocomial ESBL-producing K. pneumoniae infection. Probably, the prospective
collected data of our study using more accurate classification of infectious
syndromes opens a gap not explored before other non-methodological issues that
could have biased the identification of risk factors. Antibiotic pressure and
bacterial resistance are not the only attributes a pathogen needs to colonize or to
infect patients. Pathogen-host interactions may play a role in the identification or
on the magnitude of risk factors. Colonization factors or adhesins of K.
pneumoniae to the human gut have been found in the majority of CAZ-5/SHV-4
producers (28). ESBL-producing K. pneumoniae, more commonly TEM than SHV-
producers, have a greater pathogenic potential than non-ESBL-producing strains
(29). In this way, differences found in studies may be in part due to the failure to
distinguish colonization from true infection (6;8). Absence of any underlying
disease was associated to CTX-M-10 enzyme but not to SHV, TEM, CTX-M-9 or
CTX-M-14 producers in one study (30) showing that specific patient medical
conditions may be linked to specific ESBLs, another cause of diverse results. In
the studies presented in Table 5, except one (12) and the present work, colonized
and infected patients are lumped together. Another possible explanation for the
differences among studies is the prevalence of different clones of ESBL producers
among different hospitals or regions, and even in the same hospital (30). This
factor could potentially account for differences in the magnitude of antibiotic

selective pressure. Also, the phenotypic resistance detected here and in most of
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other studies may not reflect the multiple mechanisms by which antibiotic
resistance may arise.

The selected studies in Table 5 fulfilled most of the methodological
principles and recommendations for addressing risk factors for resistant
pathogens (5). The studies evaluating K. pneumoniae and other ESBL-producing
organisms like E. coli at the same time were not included to avoid confounding
introduced by further differences among these pathogens (2;31-33). The general
view summarized illustrates that there are many differences in case-control
studies contributing to apparent contradictory results. They can be partially
explained by differences in the settings, research questions, or pathogen
attributes’.

Although we were unable to assess the role of patient-to-patient
transmission, horizontal transfer and colonization pressure have been
demonstrated to be important (34). However, it is likely that not accounting for
patient-to-patient transmission would bias toward the null—that is, among
patients who acquire the organism from another patient, the importance of
antibiotics as causal components may be diminished, because patient-to-patient
transmission is the principal causal factor (15). Conversely, an epidemiologic
study of endemic ESBL-producing K. pneumoniae, in this particularity similar to
the present work, found that each organism isolated belonged to a different
genotype, showing the cross-transmission did not play a role for ESBL-producing
K. pneumoniae in this setting (35). This study concluded that their results were
different from those described by others in outbreak situations (35).

In conclusion, no association with specific sites of infection was detected
among patients with ESBL-producing K. pneumoniae. The selection of control
patients from the potentially suboptimal control type-1 underestimated the ORs
magnitude of the factors analyzed for resistant K. pneumoniae infections. Our
study could not identify prior antibiotic use and invasive procedures other than

central venous catheter as risk factors for nosocomial ESBL-producing K.
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pneumoniae infection. These findings contrast to previous studies and to the
recently proposed methodological approach regarding antibiotic use as a risk
factor in case-control studies for resistant pathogens. As conflicting results
continue to occur even when methodological issues are more refined,
improvements are still needed for identification of valid risk factors and
appropriate targets for interventions aimed to control the increasing emergence

of ESBL-producing K. pneumoniae.
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Table 1. Study 1. Multivariable analysis® of risk factors for nosocomial ESBL-

producing Klebsiella pneumoniae infection (cases) versus type-2° control group.

Risk factor OR (95% CI) P
Age 1.01 (0.98-1.04) 0.461
Time at risk 7.92 (3.22-19.46) <0.001
Prior antibiotic 3.36 (1.38-8.22) 0.008
Central venous catheter 5.80 (1.76-19.14) 0.004
Other invasive procedure 4.24 (1.20-15.00) 0.025
Immunosuppressive condition 1.08 (0.47-2.50) 0.862

& conditional logistic regression. b patients among whom the case patients arose from the

same source population.

Table 2. Study 2% Multivariable analysis of risk factors for nosocomial ESBL-

producing Klebsiella pneumoniae infection (cases) versus type-1° control group.

Risk factor OR (95% CI) P
Age 0.99 (0.97-1.01) 0.339
Time at risk 5.18 (2.55-10.50) <0.001
Prior antibiotic 1.05 (0.51-2.20) 0.888
Central venous catheter 2.64 (1.01-6.93) 0.048
Other invasive procedure 1.55 (0.56-4.28) 0.400
Immunosuppressive condition 0.74 (0.38-1.46) 0.389
K. pneumoniae LTRI® or sepsis 1.13 (0.56-2.27) 0.726

a Logistic regression. b patients infected by the susceptible form of the organism. ¢ Lower

tract respiratory infection
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Table 3. Study 3. Multivariable analysis® of risk factors for nosocomial Klebsiella

pneumoniae infection P (cases) versus type-2 ¢ control group.

Risk factor OR (95% CI) P

Age 1.01 (1.00-1.03) 0.141
Time at risk 4.51 (2.59-7.85) <0.001
Prior antibiotic 2.39 (1.29-4.42) 0.006
Central venous catheter 2.37 (1.13-4.97) 0.022
Other invasive procedure 1.72 (0.79-3.77) 0.173
Immunosuppressive condition 1.46 (0.84-2.52) 0.176

& Conditional logistic regression. B Al cases, independent of the ESBL status. ¢ patients

amona whom the case patients arose from the same source population.

Table 4. Study 4. Multivariable analysis® of risk factors for nosocomial non—ESBL-

producing Klebsiella pneumoniae infection (cases) versus type-2° control group.

Risk factor OR (95% CI) P

Age 1.01 (0.99-1.03) 0.518
Time at risk 2.87 (1.24-6.61) 0.013
Prior antibiotic 1.44 (0.56-2.20) 0.447
Central venous catheter 1.17 (0.40-3.43) 0.781
Other invasive procedure 0.94 (0.32-2.80) 0.910
Immunosuppressive condition 2.05 (0.92-4.56) 0.078

& conditional logistic regression. b Patients among whom the case patients arose from

the same source population.
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Table 5. Case-control studies of ESBL-producing Klebsiella pneumoniae selected by methodological recommendations (5;8).

Study Setting Objective Q Case Test n MR1 n MR2 MR3 Risk or protective factor MV OR  (95%CIl) P
(10) ICU recurrent Transmission Q1.1 D1 T1 51 Type 2 51 Yes Yes Duration of intubation 1.19 ND .03
colonization Colonization/infection T5 B-lactam inhibitor therapy 0.85 ND .04
outbrealk, Restricted Ol-B-lactams 0.7 ND .003
Dijon, France,
1994-1996
12) C- & H-A CIP-R Q1.3 D3 T4 25 Type 1 427 No Yes Quinolone ND ND .0065
bacteremias, CDC definitions T5 ESBL-producing strain ND ND .012
7 countries, Turkish center ND ND .011
1996-1997 CIP-R/ESBL-Kp 18% CIP-R and ESBL-Kp
(11) Pediatric ICU Colonization/infection Q1.1 D1 T2 10 Type 2 32 Yes Yes Age <12 weeks 12.6 (1.9- 94.9) ND
Outbreak, ESBL + AG-R Days of hospitalization ND ND .014
Madrid, Spain, Days nasogastric tube ND ND .008
1997-1998 Days with IV catheter ND ND .020
Prior AG 10.2 (1.5- 109) ND
Prior 3d GC 17.8 (1.8-411) ND
Prior 3d GC and AG 21.6 (2.8-240) ND
(13) C- & H-A Colonization/infection Q1.1 D1, D3, b4 T4 43 Type 1 86 Yes No Prior ceftazidime 13.40 (1.21-148.85) .035
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Endemic
ESBL-Kp
isolates,

Taiwan, 2001

Present Endemic

study ESBL-Kp
nosocomial
infections,
Porto Alegre,

Brazil, 1999

88

CDC definitions

Infections, CDC Q1.3
definitions and clinical

criteria

D3

ESBL-Kp

ESBL-Kp

Kp

Non-ESBL-Kp

T3

114

114

186

72

Type 2

Type 1

Type 2

Type 2

114

72

186

72

Yes

Yes

Tracheostomy

Time at risk

Central venous catheter
Other invasive procedure
Prior antibiotic

Time at risk

Central venous catheter
Time at risk

Prior antibiotic

Central venous catheter

Time at risk

5.13

7.92

5.80

4.24

3.36

5.18

2.64

4.51

2.39

2.37

2.87

(1.24-21.1)

(3.22-19.46)
(1.76-19.14)
(1.20-15.00)
(1.38-8.22)
(2.55-10.50)
(1.01-6.93)
(2.59-7.85)
(1.29-4.42)
(1.13-4.97)

(1.24-6.61)

.023

<.001

.004

.025

.008

<.001

.048

<.001

.006

.022

.013

Q — research question: Q1.1 — risk factors for acquiring antibiotic-resistant pathogen X among hospitalized patients; Q1.2 — risk factors for colonization with antibiotic-resistant pathogen X among

hospitalized patients; Q1.3 — risk factors for infection caused by antibiotic-resistant pathogen X among hospitalized patients; Q2 — risk factors for emergence of antibiotic-resistance in pathogen X

among patients previously infected or colonized with antibiotic-susceptible pathogen; MR1 — patients drawn from the same population as case patients (control group type-2); Type-1 — control group

type-1: patients with the susceptible form of the organism; MR2 — adjustment for time at risk; MR3 — adjustment for severity of illness; MV OR — multivariate odds ratio, 95% CI — 95% confidence

interval; D1 — patients with any clinical specimen exhibiting the resistance phenotype under study; D2 — patients with unequivocal significant isolates; D3 — patients with an infection defined by

clinical criteria; D4 — patients with colonization; Test — ESBL tests: T1: double-disk—synergy test (Legrand, 1989); T2: double-disk—synergy test (Jarlier, 1988); T3: NCCLS phenotypic confirmatory

combination disk test (1999 and 2002); T4: NCCLS phenotypic confirmatory minimal inhibitory concentration (2002); T5: molecular techniques; ND — not described; Ol-B-lactams — oxyimino- -

lactams; C- & H-A — community- & hospital-acquired; CIP-R: ciprofloxacin-resistant; ESBL-Kp — ESBL-producing K. pneumoniae; AG-R — aminoglycoside resistant; 3d GC — 3™ generation

cephalosporins
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