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Resumo

Realizamos um estudo de corte transversal para investigar os fatores de risco
para colonizagdo de recém-nascidos por Klebsiella pneumoniae produtora de beta-
lactamase de espectro estendido durante surto em unidade neonatal de risco
intermediario. O surto se deveu a colonizagdo cronica de profissional de saude
portadora de onicomicose.

Cento e vinte recém-nascidos internados na unidade neonatal durante um
periodo de trés meses foram rastreados para colonizagao por Klebsiella pneumoniae
produtora de ESBL através de cultura de “swab” retal, sendo detectados 27
colonizados. A analise multivariada mostrou que a colonizagdo se associou de forma
independente ao uso prévio de antimicrobianos e a auséncia de aleitamento materno.
Os antimicrobianos mais utilizados foram penicilina e amicacina. Uso prévio de
antimicrobianos apresentou odds ratio (OR) igual a 12,3 [intervalo de 95% de
confianga (IC): 3,66-41,2, P<0,001]. Aleitamento materno foi associado a redugdo do
risco de colonizagdo (OR: 0,22; IC95%: 0,05-0,99; P=0,049).

Nove isolados recuperados no primeiro estdgio do surto e 27 isolados de
culturas de rastreamento foram posteriormente tipadas por eletroforese em gel de
campo pulsado, revelando seis apresentacdes distintas (A a F). No primeiro estagio
do surto ocorreram os clones A, C e E, enquanto entre os 27 isolados das culturas de
rastreamento os seis clones foram identificados. O clone A também foi identificado
nas maos de técnica de enfermagem portadora de onicomicose.

Pudemos concluir que uso prévio de antimicrobianos predispds a colonizacao.
O possivel efeito do aleitamento materno como fator protetor deve ser mais bem

investigado. A detec¢do de diferentes genotipos de K. pneumoniae sugere que a



disseminagdo de elementos moveis portando o gene ESBL tenha se superposto a

simples disseminagdo de um clone durante o surto.

Descritores: Klebsiella pneumoniae; Beta-lactamases; Infecgdo hospitalar; Recém-

nascido; Fatores de risco.



Summary

We describe a cross-sectional survey to identify risk factors for colonisation
of neonates by extended-spectrum beta-lactamase producing Klebsiella pneumoniae.
This occurred following exposure to a colonised healthcare worker during an
outbreak in an intermediate-risk neonatal unit.

In total, 120 neonates admitted consecutively during a three-month period
were screened for ESBL-producing K. pneumoniae by rectal swabbing and 27 were
identified as colonised. Multivariate analysis showed colonisation to be
independently associated with use of antibiotics and absence of breastfeeding.
Previous use of antibiotics presented an odds ratio (OR) of 12,3 [95% confidence
interval (CI): 3,66-41,2, P<0,001]. The most commonly used antibiotics were
penicillin and amikacin. Breastfeeding was associated with reduced risk for
colonisation (OR: 0,22; 95% CI: 0,05-0,99; P=0,049).

Nine isolates recovered during the first stage of the outbreak and 27 isolates
from surveillance cultures were typed thereafter by pulsed-field gel electrophoresis,
revealing six different profiles (A - F). Clones A, C, and E were implicated in the
first stage of the outbreak, whereas among the 27 strains recovered from surveillance
cultures, all six clones were identified. Clone A was also found on the hand of a
nursing auxiliary with onychomycosis.

We concluded that prior antimicrobial use predisposed to colonisation. The
possible role of breastfeeding as a protective factor needs to be further elucidated.

Detection of different genotypes of ESBL-producing K. pneumoniae suggests that



dissemination of mobile genetic elements bearing the ESBL gene may have been

superimposed on the simple dissemination of a clone during the outbreak.

Descriptors: Klebsiella pneumoniae; Beta-lactamases; Cross infection; Infant,

newborn; Risk factors.



1. Introdugéo

Klebsiella pneumoniae produtora de beta-lactamase de espectro estendido
(“Extended Spectrum Beta-Lactamase” - ESBL) ¢ atualmente um patdgeno de
grande importancia nas infec¢des hospitalares em todo o mundo (Sader et al., 2002;
Hidron et al., 2008; Coque et al., 2008), ocorrendo de forma endémica ou epidémica.
Grande nuimero de surtos tem sido relatado, varios deles em unidades neonatais de
cuidados intensivos, inclusive no Brasil (Martins-Loureiro et al., 2001; Otman et al.,
2002; Pessoa-Silva et al., 2002; Boszczowski et al., 2005; Garcia et al., 2008).

O principal reservatorio de K. pneumoniae ESBL ¢ o trato intestinal dos
individuos colonizados, e os profissionais de satde participam como veiculos de
transmissao cruzada entre os pacientes. Por esse motivo, o controle de surtos por essa
bactéria decorre frequentemente da somatéria de multiplas intervengoes,
principalmente a intensificagao das medidas basicas de prevencao e o controle do uso
de antimicrobianos. O uso de cefalosporinas de terceira geragao ja foi apontado como
um dos determinantes na ocorréncia de surtos, portanto a restrigdo do uso dessa
classe de antimicrobianos ¢ uma das medidas adotadas com maior freqiiéncia (Rahal
et al.,, 1998; Patterson et al., 2000). Em um nimero mais restrito de relatos, o
controle do surto se deu apds identificagdo precisa de uma fonte comum de
disseminagdo (Gaillot et al., 1998; Gupta et al., 2004; Boszczowski et al., 2005).

Como ja foi referido, a grande maioria dos surtos em neonatos se desenvolveu
em unidades de terapia intensiva (Martins-Loureiro et al., 2001; Otman et al., 2002;
Pessoa-Silva et al., 2002; Gastmeier et al., 2003; Gupta et al., 2004; Bem-Hamouda

et al., 2004; Boszczowski et al., 2005; Bagattini et al., 2006; Garcia et al., 2008). Os



recém-nascidos internados nessas unidades apresentam diversas caracteristicas que
podem aumentar o risco de aquisicdo de bactérias multirresistentes, como suas
condigdes clinicas de base (prematuridade e baixo peso extremos, com
comprometimento imune por motivos diversos), uso de varias classes de
antimicrobianos por tempo prolongado, longo tempo de permanéncia hospitalar,
grande exposicdo a manipulacdo pelos profissionais, exposi¢do a diversos
equipamentos € materiais reutilizaveis.

Os estudos em torno dos surtos em neonatos se detiveram principalmente nos
fatores de risco associados a infec¢ao, havendo menos informacao disponivel sobre o
risco de colonizagdo, que seria importante para orientar a prevencao de disseminagao
das cepas pelo hospital, de forma endémica. No presente estudo tivemos a rara
oportunidade de investigar e controlar um surto por K. pneumoniae ESBL
relacionado a uma fonte comum de dissemina¢do em uma unidade neonatal de risco
intermediario, onde a presenga de bactérias multirresistentes ¢ incomum, € o0s
pacientes internados sd3o menos complexos em sua predisposi¢ao a colonizagao por
essas bactérias. Assim, foi possivel investigar fatores de risco para colonizacao pela

bactéria em situagdo distinta do que vem sendo relatado em grande parte da literatura

sobre o0 assunto.

1.1. Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae ¢ um bacilo Gram negativo da familia

Enterobacteriaceae ¢ estd presente em individuos saudaveis, colonizando

principalmente o trato intestinal (prevaléncia de 5 a 38%) e nasofaringe (1 a 6%)



(Podschun e Ullmann, 1998). Porém, pode também atuar como patogeno, causando
infeccdes potencialmente graves, o que se deve a sua viruléncia e também a sua
capacidade de desenvolver resisténcia aos antimicrobianos.

O principal fator de viruléncia de Klebsiella pneumoniae ¢ o polissacaride
capsular, que apresenta mais de 70 variantes antigénicas. Acredita-se que o
mecanismo de viruléncia do polissacaride seja a inibicado da fagocitose. Contribui
para a patogenicidade de K. pneumoniae sua grande variedade de fimbrias, que estdo
envolvidas nos mecanismos de adesdao as células do hospedeiro (Podschun e
Ullmann, 1998).

K. pneumoniae pode causar infecgdes comunitarias, como pneumonia ou
infeccao do trato urinario, porém atualmente sua importancia como patdégeno ¢ bem
maior nas infec¢des hospitalares (Podschun e Ullmann, 1998). Em seu primeiro
relato global sobre resisténcia bacteriana, o National Healthcare Safety Network
(NHSH) apontou K. pneumoniae como a sétima espécie bacteriana mais freqiiente
nas infecgdes hospitalares no Estados Unidos, sendo identificada em 5,8% dos casos
com agente conhecido (Hidron et al., 2008). Nesse mesmo relato, 21-27% das K.
pneumoniae identificadas nas infecg¢des associadas a dispositivos invasivos eram
produtoras de ESBL.

Na América Latina, o estudo mais abrangente disponivel ¢ o que analisou as
hemoculturas referentes a infecgdes hospitalares de centros de 9 cidades de 6 paises,
entre os quais o Brasil, no periodo de 1997-2000 (Sader et al., 2002). Nesse estudo,
K. pneumoniae foi o quarto agente infeccioso mais freqiiente (abaixo de
Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Staphylococcus sp. coagulase negativa),

com taxa de produ¢do de ESBL de 46%.



Especificamente dirigido as infec¢des hospitalares em neonatos, um estudo
epidemiologico foi realizado em 1997-1998 em sete unidades neonatais de Sao
Paulo, Campinas e Rio de Janeiro (Pessoa-Silva et al., 2004), incluindo unidades de
terapia intensiva e de cuidados intermediarios, e verificou que K. pneumoniae foi o
quarto agente mais frequente (abaixo de Staphylococcus sp. coagulase negativa,

Enterobacter spp. e Staphylococcus aureus), correspondendo a 10% dos isolados.

1.2.  Tipagem molecular

A caracterizagdo clonal dos isolados bacterianos ¢ uma ferramenta importante
para o esclarecimento e controle de surtos e endemias. As técnicas de tipagem
molecular s3o de grande aplicacdo nos estudos de linhagem clonal da K.
pneumoniae, assim como para outras enterobactérias. A eletroforese em gel de
campo pulsado (“Pulsed-Field Gel Electrophoresis” — PFGE) ¢ uma das técnicas de
tipagem molecular mais empregadas para esclarecimento de surtos (Branger et al.,
1997; Martins-Loureiro et al., 2001; CDC, 2004; Parsons et al., 2007) e também de
situagdes endémicas (Mosqueda-Gomez et al., 2008). Nessa técnica, extratos de
DNA de diferentes isolados de uma espécie bacteriana sao submetidos a clivagem
por uma enzima de restrigdo e depois os fragmentos obtidos sdo comparados
conforme sua migracdo em um gel de agarose, estimulada por corrente elétrica. O
grau de similaridade entre os tamanhos dos fragmentos obtidos demonstra a maior ou
menor probabilidade de relacdo clonal entre os isolados analisados (Tenover et al.,

1995).



1.3.  Elementos genéticos moveis

O material genético da K. pneumoniae consiste, como ocorre para as demais
enterobactérias, em um unico cromossomo ¢ multiplos plasmidios de tamanhos
variados, dispersos pelo citoplasma. Os plasmidios sdo elementos genéticos que se
replicam de forma independente do cromossomo da bactéria. Nao sdo fatores de
viruléncia por si, mas podem conter genes que exercem funcdo primordial na
patogénese (Donnenberg, 2005). Além de se replicarem de forma independente, os
plasmidios também podem ser autonomos na sua capacidade de se transportarem de
uma bactéria para outra, inclusive entre bactérias de géneros distintos (Sirot et al.,
1991), codificando sistemas elaborados de produgdo de pili para transferéncia de
DNA. Assim, situagdes endémicas de multirresisténcia podem ocorrer durante anos
pela disseminagao de plasmidios portando genes de resisténcia, entre diversas cepas
bacterianas (Mosqueda-Gomez et al., 2008).

A emergéncia e disseminagdo de plasmidios que carregam genes de
resisténcia tem sido um fator importante para o aparecimento da resisténcia
concomitante a multiplos antimicrobianos na mesma bactéria. Esses genes de
resisténcia podem também estar presentes em outros elementos genéticos moveis,
como transposons, que facilitam sua insercdo em plasmidios e cromossomos, ou
integrons, cujos potentes genes promotores causam expressao em larga escala dos

genes de resisténcia neles inseridos (Poirel et al., 2008).



1.4. Beta-lactamases de espectro estendido

Beta-lactamases sdo enzimas que clivam a ligacdo amida do anel beta-
lactamico, tornando o antimicrobiano in6cuo para a bactéria. A producao de beta-
lactamases ¢ uma das principais causas de resisténcia dos Gram negativos a
antimicrobianos.

A beta-lactamase ¢ classificada como de espectro estendido (ESBL) quando
confere resisténcia a penicilinas, cefalosporinas de primeira, segunda e terceira
geracdo, e aztreonam (mas nao a cefamicinas e carbapenémicos), ¢ ¢ inibida por
inibidores de beta-lactamase, como o acido clavulanico.

Os primeiros relatos de bactérias produtoras de ESBL ocorreram na Europa
no inicio da década de 80 (Then et al., 1983; Knothe et al., 1983), e atualmente elas
sao descritas em mais de 30 paises, distribuidos por todos os continentes. Em mais de
75% dos estudos sobre ESBL a bactéria relatada ¢ Klebsiella pneumoniae. Uma das
explicagdes sugeridas para a predilecdo das ESBL por Klebsiella sp. é que os genes
ESBL sdao frequentemente encontrados em plasmidios grandes, e esse tipo de
plasmidio é comum em Klebsiella sp. Outro fator a se considerar é a notoria
adaptagdo da Klebsiella sp. ao ambiente hospitalar, pois ela sobrevive nas maos € em
superficies inanimadas por mais tempo que as demais enterobactérias, facilitando a
transmissdo cruzada e a disseminagao (Paterson e Bonomo, 2005).

As beta-lactamases sdo classificadas segundo dois esquemas: a classificagao
molecular de Ambler e a classificagdo funcional de Bush-Jacoby-Medeiros. A
classificacdo de Ambler divide as beta-lactamases em quatro classes principais (A a

D), com base na similaridade na composi¢ao de aminoacidos. Ja a classificacdo de



Bush-Jacoby-Medeiros agrupa as beta-lactamases conforme a similaridade funcional,
também em quatro grupos principais € multiplos subgrupos. A classificacao de Bush-
Jacoby-Medeiros ¢ mais util para o clinico e para o microbiologista clinico, pois
considera os substratos beta-lactamicos e os inibidores de beta-lactamase que sdo
clinicamente relevantes.

As beta-lactamases chamadas de espectro estendido ganharam esse nome
devido a resisténcia que conferem as cefalosporinas de terceira geragcdo. No inicio
dos anos 80 esses antimicrobianos, como cefotaxima e ceftriaxona, foram langados
com grande sucesso, pois além de apresentarem a vantagem da baixa toxicidade
(quando comparados aos aminoglicosidios), também se mostravam eficazes contra
bactérias produtoras de beta-lactamases que hidrolisavam outros antimicrobianos
beta-lactamicos. Mas ja em 1983 se deu o primeiro relato de beta-lactamase capaz de
hidrolisar as cefalosporinas de terceira geragdo, € nos anos seguintes apareceram
mais diversas beta-lactamases chamadas de espectro estendido (ESBL). Atualmente
ja ha mais de 200 ESBL caracterizadas, e sua nomenclatura pode ser facilmente

acessada pelo site http://www.lahey.org/studies/webt.htm (Paterson e Bonomo,

2005).

Os grupos principais de beta-lactamases sdo: as do tipo SHV; as do tipo
TEM; as do tipo CTX-M; as do tipo OXA; e as demais, que sdo de menor impacto
clinico no momento atual e estdo agrupadas como “outras beta-lactamases”.

As ESBL tipo SHV sdo muito frequentes em isolados clinicos e se distribuem
por todos os continentes. Ja foram identificadas em grande variedade de
enterobactérias, e também em Gram negativos nao fermentadores, como

Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter spp.



As ESBL tipo TEM derivam das beta-lactamases TEM-1 ¢ TEM-2. Mais de
uma centena de beta-lactamases tipo TEM ja foram descritas, a maioria delas ESBL.
A primeira identificacdo de ESBL tipo TEM ocorreu na Inglaterra em 1982: a cepa
produtora dessa enzima apareceu em uma unidade neonatal, na qual estava ocorrendo
inicialmente um surto por Klebsiella oxytoca produtora de TEM-1. Apds uso de
ceftazidima em larga escala para tratamento das infec¢des durante o surto,
apareceram isolados de K. oxytoca produtora da nova uma nova beta-lacatamase,
ESBL tipo TEM, exemplificando a emergéncia de ESBL como decorréncia da
pressao seletiva das cefalosporinas de terceira geracao (Paterson e Bonomo, 2005).

As ESBL tipo CTX-M sao atualmente as mais prevalentes em diversas partes
do mundo (Bonnet, 2004). Foram descritas inicialmente na segunda metade dos anos
80 e rapidamente formaram uma familia crescente de ESBL detectadas em vérias
enterobactérias. Também sdo identificadas em espécimes ambientais do género
Kluyvera. Em isolados clinicos, os genes que codificam CTX-M geralmente se
localizam em plasmidios, que frequentemente também carregam os genes blargm.1,
ou outros genes que codificam outras ESBL. Esses plasmidios também podem
carregar genes de resisténcia para outros antimicrobianos, incluindo
aminoglicosidios, cloranfenicol, sulfas, trimetoprim e tetraciclina. Plasmidios que
codificam CTX-M sao geralmente transmissiveis por conjugag¢ao in vitro, mostrando
sua facilidade de disseminag¢do. Também ja foram observadas no Japao inser¢des
cromossomicas do gene blactx.y em isolado clinico de Escherichia coli, o que sugere
a mobilidade desse gene entre plasmidios e também de plasmidio para cromossomo.

A resisténcia a ceftazidima ¢ usada na pratica como indicador da presenga de

ESBL, e ¢ o melhor substrato para ESBL tipo TEM e SHV. Redugdo do halo de



inibicao por ceftazidima no método de disco-difusao indica suspeita de producao de
ESBL. Porém, quando a ceftazidima ¢ testada isoladamente, pode haver falha na
deteccdo de cepas produtoras de ESBL CTX-M. Para reduzir esse erro, ¢
recomendado testar concomitantemente a susceptibilidade a cefotaxima. De qualquer
maneira, apoOs teste de rastreamento positivo, € necessario teste fenotipico
confirmatorio, que demonstre a caracteristica inibicio da ESBL por 4cido
clavulanico (Paterson e Bonomo, 2005; CLSI, 2009).

As beta-lactamases tipo OXA tém esse nome devido a sua eficiéncia na
hidrélise de oxacilina. Sdo produzidas principalmente por Pseudomonas aeruginosa,
mas também ocorrem em outros Gram negativos.

Ja foi também descrita uma variedade de outras beta-lactamases mediadas por
plasmidios ou associadas a integrons, e algumas codificadas em cromossomos:
enzimas tipo PER, VEB, GES, TLA, SFO, IBC e outras. Assim, o que se verifica ¢
que as beta-lactamases de espectro estendido sdo uma numerosa e diversificada
familia de enzimas que vém sendo identificadas ha mais de 20 anos, e K.
pneumoniae ¢ a espécie bacteriana na qual mais tém sido relatadas essas enzimas. Os
genes que codificam as ESBL podem se inserir em estruturas genéticas moveis
diversificadas, que podem carregar concomitantemente genes de resisténcia a outros
antimicrobianos e podem também ser transmitidas entre bactérias (inclusive de
espécies diferentes). Isso faz das ESBL um diferencial extremamente importante para
adaptacdo dos Gram negativos ao ambiente hospitalar e para a disseminagdo da
multirresisténcia. A deteccdo fenotipica da produg¢do de ESBL exige testes manuais
especificos, sendo mais complexa do que para a maioria dos outros mecanismos de

resisténcia. Isso facilita a ocorréncia de falhas de antibiograma, induzindo a



resultados de falsa sensibilidade, o que faz da detec¢ao de ESBL um desafio muito
importante para o controle de qualidade nos laboratérios de microbiologia, como ja

foi demonstrado em paises da América Latina (Corso et al., 2008).

1.5. Fatores de risco para colonizagéo de neonatos por K. pneumoniae

ESBL

Alguns estudos em neonatos (Desimoni et al., 2004; de Almeida et al., 2005)
e também em adultos (Pefia et al., 1998) ja& mostraram evidéncias de que a
colonizagdo intestinal precede a infecg¢ao invasiva por K. pneumoniae ESBL, embora
a taxa de infeccdo seja baixa mesmo entre os colonizados (Desimoni et al., 2004).
Isso reforga um principio fundamental do controle de infecgdes hospitalares, de que a
prevengdo das infecgdes por bactérias multirresistentes comega na prevengao da
disseminagdo da colonizacao entre os pacientes (Bisson et al., 2002).

A maioria dos surtos por K. pneumoniae ESBL em neonatos, que geraram
estudos sobre fatores de risco, ocorreu em unidades de terapia intensiva. Alguns
desses estudos verificaram os fatores de risco de colonizacdo ndao s6 para K.
pneumoniae, mas para o conjunto das enterobactérias produtoras de ESBL, ou para o
conjunto dos Gram negativos multirresistentes. Nesses relatos, o fator de risco que
tem sido apontado de forma mais consistente ¢ o tempo de permanéncia na UTI
neonatal, que persistiu como fator independentemente associado apds analise

multivariada, em estudos de corte transversal (Pessoa-Silva et al., 2003; Mammina et
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al., 2006) e caso-controle aninhado em estudo de corte transversal (Gupta et al.,
2004; Boo et al., 2005).

Em um desses estudos (Boo et al., 2005) o tempo de permanéncia e a
ocorréncia de pneumonia precoce antes da detec¢dao da colonizacao foram apontados
como fatores de risco independentes na analise multivariada, porém na discussao dos
resultados os autores consideram que ambos os fatores de risco identificados se
explicariam pela maior exposicdo dos pacientes aos profissionais € ao ambiente
contaminado. Este mesmo estudo avaliou associagdo do uso de leite materno em
mamadeira, e o resultado ndo foi significativo.

Em outro estudo (Gupta et al., 2004), identificou-se colonizacao cronica das
maos de duas profissionais que usavam unhas artificiais e foram apontados como
fatores de risco independentes na andlise multivariada o tempo de permanéncia na
UTI e a exposicao a essas profissionais. Mammina et al. (2006) verificaram, em
situagdo endémica em UTI neonatal, que a colonizacdo por Gram negativos
multirresistentes se associava de forma independente ao tempo de permanéncia,
baixo peso e menor idade gestacional, e observaram que na analise univariada o
aleitamento materno favoreceu a colonizagdo por Gram negativos mais sensiveis aos
antimicrobianos.

Um estudo brasileiro (Pessoa-Silva et al., 2003) mostrou associagdo
independente do tempo de permanéncia e do uso prévio de aminoglicosidio mais
cefalosporina de terceira geragdo com colonizagao por K. pneumoniae ESBL durante
surto. No mesmo estudo, a colonizagdo prévia e uso de cateter central se associaram

a infeccdo por esse agente.
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Um estudo recente, de corte transversal e com analise multivariada, indicou o
uso prévio de ampicilina mais gentamicina como Unico fator associado de forma
independente a colonizagdo durante surto por K. pneumoniae e Serratia marcescens
ESBL (Crivaro et al., 2007).

Portanto, o nimero de estudos ¢ restrito e todos eles refletem os multiplos
fatores relacionados a susceptibilidade a infec¢des de neonatos em graves condi¢des
clinicas. Ainda assim ¢ possivel definir que uso de antimicrobianos e exposicao a
profissionais ¢ ambiente contaminados parecem ser os fatores determinantes para a

colonizagdo dos neonatos por bactérias multirresistentes.
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2. Objetivo

O objetivo do presente estudo foi investigar os fatores associados ao risco de
colonizagdo por K. pneumoniae produtora de ESBL durante surto ocorrido em
unidade neonatal de cuidados intermediarios.

Um objetivo secundario foi caracterizar o surto quanto a clonalidade dos

isolados de K. pneumoniae.
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3. Método

O estudo foi realizado na unidade neonatal de risco intermediario do Hospital
Universitario da Universidade de Sao Paulo (HU-USP). O HU-USP ¢ um hospital de
ensino de nivel de atendimento secundario, com 235 leitos distribuidos entre as
Divisdes de Pediatria, Clinica Cirtrgica, Clinica Médica e Clinica Obstétrica. Sao
realizados em média 300 partos por més. Na unidade neonatal de risco intermediario,
onde se realizou o estudo, ficam internados os recém-nascidos portadores de doengas
de baixa morbidade, como ictericia neonatal, sindrome do desconforto respiratério,
risco infeccioso materno e outras, sem necessidade de procedimentos invasivos ou
monitoramento intensivo. Essa unidade de internag¢ao diferencia-se do alojamento
conjunto, onde os recém-nascidos saudaveis ficam internados na companhia de suas
maes, ¢ também se diferencia da unidade de terapia intensiva (UTI) neonatal, para
onde sdo encaminhados os casos de maior gravidade, e de onde os pacientes
retornam para a unidade de risco intermedidrio ap6s melhora clinica. A unidade
neonatal de cuidados intermedidrios tem 17 leitos e ocupagdo média de 450
pacientes-dia/més, enquanto a UTI neonatal tem seis leitos.

A Comissao de Controle de Infecgdo Hospitalar do HU-USP realiza
vigilancia ativa das infec¢des hospitalares em todas as unidades de internagao,
seguindo os critérios de definicdo de infecgdes hospitalares recomendados pelo CDC
(Garner et al, 1988). Nos anos de 2004 e 2005, a densidade mensal média de
incidéncia de infecgdes hospitalares na unidade neonatal de risco intermediario foi de
14,6 infecgdes/1000 pacientes-dia, enquanto na UTI neonatal a densidade de

incidéncia de infec¢des hospitalares foi de 38,9 infecgdes/1000 pacientes-dia. Os
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patogenos identificados nessas infecgdes estdo descritos nas Tabelas I e II. Esses

dados indicam que o padrao de ocorréncia das infecgdes hospitalares ¢ diferente

entre as duas unidades de internagao.

Tabela I: Agentes identificados nas infec¢des hospitalares, segundo material clinico.

Unidade neonatal de risco intermediario, HU-USP, 2004-2005.

Agente Sangue Urina  Sec. Sec. Sec. Total (%)
ocular traqueal pele
K. pneumoniae 5 7 1 - - 13 (33)
Staphylococcus sp 4 - 3 - 1 8 2n
coagulase negativa
Enterobacter spp 1 1 2 - - 4 (10)
Pseudomonas aeruginosa 1 - 2 - - 3 (8)
Escherichia coli 1 1 - - - 2 (5)
Enterococcus spp 1 1 - - - 2 (5)
Streptococcus agalactiae - - 1 - - 1 3)
Staphylococcus aureus 1 - - - - 1 3)
Serratia marcescens 1 - - - - 1 3)
Haemophilus influenzae - - 1 - - 1 3)
Candida albicans 1 - - - - 1 3)
Virus Sincicial - - - 2 - 2 (5)
Respiratorio
Total 16 10 10 2 1 39 (100)

Fonte: Etiologia das Infec¢des Hospitalares na Divisdo de Pediatria 2004-2005:

Relatério da Comissdo de Controle de Infec¢do Hospitalar do HU/USP.
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Tabela II: Agentes identificados nas infecgdes hospitalares, segundo material clinico.

UTI neonatal, HU-USP, 2004-2005.

s s Fx 285 3 x

Agente § 5 23 S8 % S8 28 o (%)
K. pneumoniae 1 1 1 1 1 - - 5 (12)
Enterobacter spp 1 3 - - - 1 - 5 (12)
Pseudomonas aeruginosa 1 1 1 - - - 1 4 (10)
Candida parapsilosis 3 1 - - - - - 4 (10)
Acinetobacter baumannii 3 - - - - - - 3 (7

Candida albicans 3 - - - - - - 3 (7

Escherichia coli - 1 - 1 - - - 2 (5)

Burkholderia cepacia 2 - - - - - - 2 (5)

Candida lusitaniae 2 - - - - - - 2 (5)

Enterococcus spp 2 - - - - - - 2 (5)

Staphylococcus sp coagulase 1 - 1 - - - - 2 (5)

negativa

Klebsiella oxytoca - 1 - - - - - 1 2)

Citrobacter freundii - 1 - - - - - 1 ()

Serratia marcescens - 1 - - - - - 1 ()

Alcaligenes faecalis 1 - - - - - - 1 ()

Staphylococcus aureus - - 1 - - - - 1 ()

Micrococcus sp 1 - - - - - - 1 ()

Citomegalovirus 1 - - - - - - 1 (2)

Total 22 10 4 2 1 1 1 41  (100)

Fonte: Etiologia das Infec¢des Hospitalares na Divisdo de Pediatria 2004-2005:
Relatorio da Comissao de Controle de Infeccao Hospitalar do HU/USP.
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3.1. Descricéo do surto

Entre agosto e novembro de 2004, ocorreu um surto de K. pneumoniae ESBL
na unidade neonatal de risco intermediario, envolvendo sete infecgdes (trés infecgdes
da corrente sanguinea, duas infec¢des do trato urindrio e duas conjuntivites) e dois
casos de colonizacao do perineo, com a bactéria detectada na urina colhida em saco
coletor. A infec¢do por K. pneumoniae ESBL contribuiu para evolugao clinica
desfavoravel e 6bito em um dos casos de infec¢ao da corrente sanguinea.

As medidas iniciais para evitar disseminagdo foram informacao da equipe
multiprofissional da unidade, refor¢o das precaugdes padrao e de contato e
disponibiliza¢ao de alcool-gel para higiene das maos. Tendas de oxigénio, balangas,
mobilidrio, banheiras e bancadas para troca de fraldas passaram a ser desinfetadas
com alcool a 70% a cada uso. TermOmetros e estetoscopios ja eram de uso exclusivo
para cada paciente. A equipe de enfermagem foi orientada a nao compartilhar frascos
de creme hidratante entre os pacientes. A equipe médica foi alertada para o uso
racional de antimicrobianos, especialmente a restricao de cefalosporinas de terceira
geracao. Meropenem passou a ser utilizado para tratamento inicial empirico das
sepses neonatais tardias até estabilizacdo da situag¢ao do surto.

A investigagdo do surto incluiu a identificacdo de possiveis fatores de risco
em comum e realizacdo de procedimentos invasivos entre os pacientes afetados, sem
que se identificasse nenhum fator comum a todos os casos.

Os produtos hospitalares e suas embalagens foram examinados, ¢ foram
revisados os métodos de processamento dos materiais reprocessaveis. Cremes

armazenados em frascos de uso comum foram coletados e encaminhados para
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culturas, resultando negativas. Apesar das medidas, o aparecimento de novos casos
persistiu.

Entre novembro de 2004 e fevereiro de 2005 todos os pacientes internados na
unidade neonatal de cuidados intermediarios passaram a ser rastreados para
colonizagdo por cultura de “swab” retal uma vez por semana. Como continuavam a
aparecer casos novos de colonizagdo, em janeiro de 2005 foi realizada inspegao das
maos dos 48 profissionais que atuam na unidade, sendo coletados “swabs” de
superficie das maos de nove profissionais que apresentavam lesdes dermatologicas.

No dia primeiro de fevereiro de 2005 se obteve cultura positiva para K.
pneumoniae ESBL das maos de uma técnica de enfermagem que apresentava lesdo
pequena e seca em uma unha, compativel com onicomicose. Raspado da lesdao foi
encaminhado para exame direto ¢ cultura, demonstrando Candida sp. Esta
profissional foi afastada do contato com pacientes durante uma semana, recebendo
ciprofloxacina oral e topica, além de fluconazol oral para tratamento da candidiase.
A lesao apresentou rapida melhora, e apds uma semana de uso dos antimicrobianos, a
profissional ja apresentou cultura das maos negativa para K. pneumoniae ESBL,
retornando as suas atividades habituais. Nao se considerou necessario investigar se a
profissional apresentava colonizagdo intestinal. Culturas semanais de vigilancia
continuaram a ser colhidas de todos os pacientes internados na unidade neonatal por
mais quatro semanas consecutivas, € ndo apareceu nenhum caso novo de
colonizacdo. As culturas de vigilancia foram entdo interrompidas. Ap6s mais um meés
foi realizado o ultimo rastreamento por cultura de “swab” retal de todos os pacientes
internados, resultando todas negativas. Desde entdo ndo se detectou mais nenhum

caso de infecgdo ou colonizagao por K. pneumoniae ESBL nessa unidade neonatal.
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Curiosamente, verificamos que durante os meses do surto houve redugdo na
densidade de incidéncia de infeccdes hospitalares na unidade neonatal,
permanecendo abaixo da média dos anos anteriores, voltando a se elevar apos a

resolucao do surto (Grafico I).

numero de casos K. pneumoniae
infec.hosp/1000 pacientes-dia

jun/04 jul/04 ago/04 set/04 out/04 nov/04 dez/04 jan/05 fev/05 mar/05 abr/05 mai/05

H infecgdo [ colonizagdo taxa infec.hosp.

— — média 2002/2003 ---- média+2DP ---- média-2DP

Grafico I: Casos de colonizagdo e infec¢do por K. pneumoniae produtora de beta-
lactamase de espectro estendido e taxas mensais de infec¢do hospitalar. Unidade
neonatal de risco intermediario, HU-USP, junho/2004 a maio/2005. Fonte: Cassettari

et al., 2006.

3.2.  Analise genética e microbioldgica

A identificagdo dos isolados ¢ os testes de sensibilidade antimicrobiana foram
realizados pelo sistema Vitek (BioMérieux, Hazelwood, MO, USA). O rastreamento

fenotipico para producdo de ESBL foi feito pelo teste de duplo-disco sinergismo
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(CLSI, 2009), e a caracterizacao genética foi feita por eletroforese de campo pulsado
(“Pulsed-Field Gel Electrophoresis” - PFGE) (Tenover et al., 1995; CDC, 2004).

O polimorfismo das bandas geradas por PFGE foi analisado através dos
programas GelWorks 1D Advanced and GelWorks 1D Database (UVP Bioimaging
Systems, Upland, CA, USA), e os padroes de PFGE foram agrupados segundo o

coeficiente de similaridade de Dice.

3.3. Estudo de corte transversal

Todos os pacientes admitidos na unidade neonatal entre novembro de 2004 e
janeiro de 2005 foram expostos ao contato com a profissional colonizada.
Realizamos um estudo de corte transversal para investigar, entre os pacientes
rastreados, os potenciais fatores de risco associados a aquisicdo do agente. As
informacdes foram obtidas por revisdo dos prontudrios, registrando as seguintes
variaveis:

- Sexo;

- Prematuridade, segundo o método de Capurro (Capurro et al., 1978);

—  Peso ao nascer;

- Tipo de parto (vaginal ou cesareo);

— Antimicrobianos utilizados até a data da cultura;

- Aleitamento materno até a data da cultura de “swab” retal (considerado
positivo quando houve dois momentos ou mais em que foi oferecido o
seio materno ao recém-nascido);

- Tempo de permanéncia hospitalar até a data da cultura;
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- Estadia prévia na UTI neonatal.

Como a cultura de “swab” retal foi realizada semanalmente para todos os
recém-nascidos internados na unidade, a data da cultura foi definida como a data da
ultima cultura para os casos negativos, € como a data da primeira cultura positiva

para os positivos.

3.4. Andlise estatistica

Todas as varidveis analisadas foram categorizadas. Realizamos analise
bivariada para estimativa inicial da associagdo entre os potenciais fatores de risco e a
colonizagdo por K. pneumoniae. Associagdes estatisticas foram examinadas por teste
de qui-quadrado, ou teste de qui-quadrado para tendéncia linear quando as variaveis
apresentavam mais de duas categorias ordenadas.

A forca da associagdo foi verificada pelo célculo das odds ratios (OR) com
intervalos de 95% de confianca (IC95%). Analise multivariada foi realizada por
regressao logistica multipla para verificar quais fatores se associaram ao risco de
colonizacdo de forma independente. Variaveis que apresentaram valor de P < 0,25 na
analise bivariada foram selecionadas para analise multivariada. As varidveis foram
mantidas no modelo multivariado final quando obtiveram P < 0,05. Todas as analises
estatisticas foram realizadas utilizando STATA 9.0 (StataCorp, College Station, TX,

USA).
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3.5.  Consideracdes éticas

Foram utilizados dados secundarios, obtidos de prontuarios de pacientes ou
decorrentes das atividades de controle de infecgdes hospitalares. O anonimato dos
pacientes e a confidencialidade foram garantidas. O projeto foi aprovado pelo

Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario da USP (Anexo I).
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4. Resultados

4.1. Estudo de corte transversal

Foram incluidos 120 pacientes no estudo, dos quais 27 (22,5%) estavam
colonizados. As caracteristicas dos 120 pacientes participantes estdo descritas na
Tabela III: 56% eram do sexo feminino; 36% nasceram de parto cesareo; 24%
apresentaram peso ao nascer igual ou inferior a 2500 g; 31% eram prematuros; 30%
tiveram internagdao na UTI neonatal antes de serem admitidos na unidade de risco
intermediario; 90% receberam aleitamento materno; 47% receberam antimicrobianos
antes da data da cultura. O tempo de permanéncia até a data da cultura foi de até trés
dias para 28% dos participantes, de 4 a 10 dias para 53% e maior ou igual a onze dias
para 19%.

Na analise bivariada (Tabela IV) tipo de parto, tempo de permanéncia, uso
prévio de antimicrobianos e estadia prévia em UTI mostraram associagoes
estatisticamente significativas com chance de colonizacao (P<0,05).

ApOs ajuste para uso prévio de antimicrobianos (Tabela V), o tnico fator que
demonstrou aumento da for¢a de associacdo foi aleitamento materno, enquanto todos
os demais perderam forg¢a de associacdo, principalmente o tempo de permanéncia,
que na analise bivariada sem ajuste apresentava P<0,001.

Todas as variaveis verificadas na analise bivariada foram associadas ao risco
de colonizagdo com P<0,25 e foram posteriormente examinadas por analise de

regressdo logistica. Apenas uso prévio de antimicrobianos e aleitamento materno
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persistiram como fatores independentemente associados com colonizagdo na analise

multivariada.

A OR de uso de antimicrobianos ajustada para aleitamento materno foi 12,3
(I1C95%: 3,66 - 41.2; P < 0,001). A OR de aleitamento materno ajustada para uso de

antimicrobianos foi 0,22 (IC95%: 0,047 — 0,99; P = 0,049).
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Tabela I1I: Caracteristicas dos recém-nascidos participantes do estudo.

Fator de risco n (%)
Uso de antimicrobiano prévio

Nio 64 (53)

Sim 56 (47)
Sexo

Masculino 53 (44)

Feminino 67 (56)
Tipo de parto

Vaginal 77 (64)

Cesareo 43 (36)
Peso ao nascer, g

>2500 91 (76)

<2500 29 (24)
Prematuridade

Nio 83 (69)

Sim 37 (31)
Aleitamento materno

Nio 12 (10)

Sim 108 (90)
Tempo de permanéncia, d

<3 34 (28)

4-10 63 (53)

>11 23 (19)
Estadia prévia na UTI

Nao 84 (70)

Sim 36 (30)
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Tabela IV: Analise bivariada dos fatores de risco para aquisi¢ao de K. pneumoniae

produtora de beta-lactamase de espectro estendido.

Colonizados Nao
Fator de risco n=27 colonizados OR IC 95% p
n=93
n (%) n (%)

Uso de antimicrobiano prévio

Nio 4 (6) 60 (94) 1

Sim 23 (41) 33 (539) 10,45 (3,14-442)  <0,001
Sexo

Masculino 8  (15) 45 (85) 1

Feminino 19 (28) 48 (72) 2,23 (0,89-5,59) 0,09
Tipo de parto

Vaginal 13 (17) 64 (83) 1

Cesareo 14 (33) 29 (67) 238 (0,99-569) 0,05
Peso ao nascer, g

>2500 17 (19) 74 (81) 1

<2500 10 (34) 19 (66) 229 (0,90-5,80) 0,08
Prematuridade

Nio 15 (18) 68 (82) 1

Sim 12 (32) 25 (68) 2,18 (0,90-5,28) 0,09
Aleitamento materno

Nio 5 (42 7 (59) 1

Sim 22 (20) 8  (80) 0,36  (0,10-1,24) 0,10
Tempo de permanéncia, d

<3 319 31 91) 1

4-10 13 @21) 50 (79 2,69 (0,71-10,19)

>11 11 (48) 12 (52) 947 (2,24-40,0) <0,001*
Estadia prévia na UTI

Nio 13 (15 71 (85) 1

Sim 14 (39) 22 (61) 347 (1,42-8,49) 0,006

*teste de X° para tendéncia linear
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Tabela V: Analise bivariada dos fatores de risco para colonizagdo por K. pneumoniae

ESBL, ajustada para uso prévio de antimicrobianos.

Com uso preévio de

antimicrobianos

Sem uso prévio de

antimicrobianos

Associacéo ajustada

Fator de risco Total n (%) Total n (%)
OR (1C95%) p
Colonizado Colonizado

Sexo

Masculino 22 8 (36) 31 0 - 1

Feminino 34 15 (44) 33 4 (12) 2.09 (0.77-5.68) 0.15
Tipo de parto

Vaginal 31 11 (35) 46 2 (4) 1

Ceséreo 25 12 (48) 18 2 (11) 1.87 (0.77-4.86) 0.20
Peso ao nascer, g

>2500 39 15 (38) 52 2 (4) 1

<2500 17 8 (47) 12 2 (17) 1.89 (0.68-5.28) 0.22
Prematuridade

Nio 36 13 (36) 47 2 (4) 1

Sim 20 10 (50) 17 2 (12) 1.99 (0.75-5.32) 0.17
Aleitamento materno

Nio 5 5 (100) 7 0 - 1

Sim 51 18 (35) 57 4 (7) 0.22 (0.05-0.99) 0.05
Tempo permanéncia, d

<3 3 0 - 31 3 (10) 1

4-10 32 13 (41) 31 0 - 0.96 (0.20-4.63)

>11 21 10 (48) 2 1 (50) 1.89(0.32-11.03)  0.31*
Estadia prévia na UTI

Nao 31 10 (32) 53 3 (6) 1

Sim 25 13 (52) 11 1 (9) 2.15(0.81-5.71) 0.13

*teste de X” para tendéncia linear
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Os antimicrobianos mais utilizados, tanto entre pacientes colonizados como

nao colonizados, foram penicilina e amicacina (Tabela VI).

Tabela VI: Antimicrobianos utilizados até a data da cultura.

Colonizado Néo colonizado

Antimicrobiano n=27 n=93

n | (%) n | (%)
Amicacina 21| (78) 26 | (28)
Penicilina 20 | (74) 27 | (29)
Cefotaxima 41(15) 71 (8)
Ampicilina 31(11) 81(9)
Oxacilina 21(7) 212
Vancomicina 21 (7) 212
Imipenem 14 1{(1)
Meropenem 0f- 1| (1)
Fluconazol 14 0|-
Anfotericina B 0]- 1{(1)

4.2.  Analise genética e microbioldgica

Entre agosto de 2004 e janeiro de 2005 foram obtidos 37 isolados de K.
pneumoniae: sete de pacientes infectados, 29 de pacientes colonizados e um isolado

da profissional de saude. Todos os isolados apresentaram fendtipo ESBL, com
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resisténcia a penicilinas e cefalosporinas e sensibilidade a carbapenémicos e
quinolonas. Seis tipos principais (A a F) foram observados por PFGE, conforme o
método de Tenover et al.. Cinco subtipos (A1-A4 e B1) foram identificados segundo

o coeficiente de similaridade de Dice (Figura 1).

1

Figura 1: Estimativa da relagdo genética entre as cepas de K. pneumoniae, conforme
o coeficiente de similaridade de Dice. O nimero de isolados exibindo cada padrio

PFGE est4 na coluna n*. Figura gentilmente cedida por Milena Dropa, FSP-USP.
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Os padroes PFGE A (N=7), C (N=1) e F (N=1) foram implicados na primeira
etapa do surto, enquanto PFGE B foi identificado com frequéncia nas culturas de
vigilancia (Grafico 2). As cepas com padrao PFGE A foram as mais frequentemente
isoladas (N=9), sendo recuperadas tanto de amostras clinicas como dos “swabs” de

vigilancia, inclusive o das maos da profissional de saude.
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Grafico 2: Padroes de PFGE dos isolados de K. pneumoniae ESBL nos casos de

infec¢@o ou colonizagao durante surto na unidade neonatal de risco intermediario.
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5. Discussao

A oportunidade para realizagdo deste trabalho surgiu de uma rara ocorréncia
de surto por K. pneumoniae ESBL em unidade neonatal de risco intermediario, com
identificacdo de fonte comum de disseminagdo. O estudo ¢ original por envolver
neonatos ndo internados em unidade de terapia intensiva. As culturas de rastreamento
colhidas de todos os pacientes internados na ocasido da investigagdo e controle do
surto permitiram a realizagdo de estudo epidemioldgico de corte transversal para
identificagdo de fatores de risco para colonizacdo. Verificamos na analise
multivariada que o uso de antimicrobianos predispds a colonizagdo, e o aleitamento
materno foi protetor. Os antimicrobianos mais utilizados foram penicilina e
amicacina.

A maior limitacdo deste trabalho ¢ o nimero relativamente pequeno da
amostra, que causou a estimativa de intervalos de confianga largos e pode ter
induzido a erros de tipo II na analise estatistica. Para o aleitamento materno, essa
limitacdo ¢ critica, ja que entre os 120 pacientes incluidos no estudo apenas doze nao
receberam essa forma de alimentacdo em algum momento antes da cultura. Entre os
recém-nascidos que receberam antimicrobianos, 18 dos 51 que receberam
aleitamento materno eram colonizados, enquanto todos os cinco que nao receberam o
aleitamento materno se colonizaram, sendo essa associacdo estatisticamente
significativa, apesar do pequeno nimero de casos. No entanto, a estimativa da forga
de associagdo ¢ muito imprecisa.

O estudo também esta sujeito a viés de selecdo, ja que as culturas de

rastreamento eram colhidas uma vez por semana e pacientes que permaneceram
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internados por seis dias ou menos tiveram mais chance de serem excluidos do estudo
por ndo terem culturas colhidas. Esse viés pode distorcer a importancia do tempo de
permanéncia.

Outro possivel viés de selecao diz respeito a exposi¢ao dos recém-nascidos a
profissional cronicamente colonizada. Consideramos que a exposicdo a esta
profissional foi determinante para a colonizagao dos recém-nascidos, ja que todas as
medidas recomendadas haviam sido adotadas para controle da disseminagdo, sem
sucesso, até verificarmos imediata resolugdao do surto ap6s tratamento da profissional
colonizada. Entretanto, embora a dindmica de trabalho nessa unidade exponha todos
os pacientes a todos os profissionais, esse contato ndo foi medido e nem mesmo
observado, sendo possivel que casos de nao colonizagdo tenham ocorrido
simplesmente porque ndo houve exposicao de parte da amostra a profissional. Isso
distorceria os resultados de forma imprevisivel, a depender do tipo de paciente que
nao foi atendido por essa profissional.

H4 também no estudo limitagdes que podem ter causado viéses de
classificagdo. O mais importante deles ¢ com relacdo ao aleitamento materno. O
recém-nascido foi classificado como recebendo aleitamento materno quando mamou
em duas ocasides ou mais no seio materno. Porém esse critério pode ser contestado,
j& que entre o aleitamento materno exclusivo e o aleitamento artificial exclusivo ha
uma gama enorme de variagdes no padrio de alimentagdo dos recém-nascidos
internados, incluindo o aleitamento com leite materno administrado em mamadeira, e
essas variagoes ndo foram consideradas, levando ao risco de misturar no mesmo
grupo recém-nascidos com alimentagdes muito diferentes. A classificagdo mais

detalhada nao foi realizada porque o objetivo deste estudo era fazer uma
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aproximacao inicial do possivel efeito do aleitamento materno, ¢ além disso o
numero restrito de pacientes ndo permitiria a classificacdo em nimero tdo grande de
categorias de alimentagao.

Ainda quanto ao aleitamento materno, um possivel viés de confusao deve ser
considerado em relacdo a esse fator (verificado como protetor) e o contato dos
neonatos com suas maes. O aleitamento materno pode ter servido como um marcador
do grau desse contato. Na unidade neonatal de risco intermedidrio as maes podem
participar dos cuidados de seus filhos, como alimentagao, troca de fraldas e banho, e
o aleitamento pode ter sido um marcador para os recém-nascidos que, em boas
condig¢des clinicas e com bom envolvimento de suas maes, foram mais cuidados por
elas, trocando mais bactérias com elas e também ficando menos expostas aos
cuidados da profissional colonizada.

A grande virtude do estudo ¢ que ele foi realizado sob condi¢des habituais de
atendimento, com uma amostra que representa a populacao real de recém-nascidos
que permanecem internados para tratamento de doencas de médio risco, portanto as
conclusdes deste estudo podem ser melhor generalizadas. Os neonatos incluidos no
estudo ndo eram pacientes criticos, portanto ndo estavam submetidos a multiplas
exposicoes, como manipulagao de dispositivos invasivos, cirurgias e transferéncias
entre hospitais. Além disso, no processo de controle do surto toda a rotina foi
inspecionada, sendo excluida a possibilidade de disseminagdo da bactéria por falhas
grosseiras nas medidas de prevengdo, o que garante maior consisténcia aos
resultados. Também nao foram feitas analises de subgrupos, sendo incluidos todos os
recém-nascidos submetidos a culturas de vigilancia no periodo em questdo, e nao

houve perdas na amostra por falhas na obten¢ao dos prontuarios.
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A associacdo do uso prévio de antimicrobiano com a colonizagdo era
esperada, e reforca um conceito bastante consolidado em prevengdao de
multirresisténcia bacteriana. A reducdo do consumo global de antimicrobianos ¢
reconhecida e divulgada como estratégia fundamental para reducdo do ritmo de
desenvolvimento da resisténcia (Shlaes et al., 1997). Porém, a multiplicidade de
fatores de confusdo envolvidos fragiliza as evidéncias nos estudos sobre o assunto.
Assim, ainda que nao seja original, o resultado deste estudo ¢ importante, pois pode
ser generalizado.

Ainda sobre os antimicrobianos, também ¢ interessante termos verificado que
os mais utilizados foram predominantemente amicacina e penicilina. Esses
antimicrobianos sdo utilizados atualmente em carater conservador, refletindo
preocupacgdo com o uso racional dos antimicrobianos, € mesmo assim a sua utiliza¢ao
favoreceu a disseminagdo da bactéria resistente. E possivel que o uso desses
antimicrobianos, ao reduzir em diversidade e quantidade a flora bacteriana que
normalmente coloniza o recém-nascido, tenha criado um ambiente adequado para a
instalagdo e multiplicagdo de K. pneumoniae produtora de ESBL. Isso indica que a
otimizacdo do uso deve ser estendida para todas as classes de antimicrobianos, pois
todos eles podem interferir na colonizagao normal.

Diferente do observado nas UTIs neonatais, os neonatos internados na
unidade de risco intermediario apresentam condi¢des clinicas que permitem o
aleitamento materno, portanto tivemos oportunidade de avaliar seu impacto na
colonizacdo. Verificamos que o aleitamento materno mostrou associagdo com
redu¢do do risco de aquisi¢do de K. pneumoniae ESBL. Recém-nascidos que

recebem aleitamento materno tém mais contato com suas maes e ¢ possivel que
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sejam menos manipulados por profissionais de satde. Observamos o aumento da
protecdo do aleitamento materno apds ajuste para uso prévio de antimicrobianos. E
possivel supor que, para os recém-nascidos que tiveram sua colonizagdo normal
modificada pelo uso de antimicrobianos, o aleitamento materno tenha representado
tanto um importante refor¢o a colonizacao normal pelo contato freqiiente com a flora
bacteriana materna, como também uma prote¢do contra o contato com a profissional
colonizada e conseqiiente aquisicdo de K. pneumoniae ESBL. Infelizmente ndo
tivemos oportunidade de medir o contato entre a profissional e os pacientes, ¢ além
disso, o nimero de recém-nascidos que nao receberam o aleitamento materno foi
pequeno, portanto essas conclusdes nao sao definitivas. Uma vez que a colonizagao
intestinal de recém-nascidos hospitalizados parece ser afetada por multiplos fatores
(Penders et al., 2006), o papel do aleitamento materno merece maior esclarecimento.
Novos estudos poderdo ser realizados sobre o assunto a fim de confirmar essa
associacdo, e posteriormente para esclarecer se esse resultado se relaciona a
propriedades do leite materno, ao contato fisico com a mae, ou a redugdo do contato
com os profissionais de satde.

Sobre os resultados microbioldgicos da investigacdo do surto, verificou-se
que na fase inicial do surto predominou o PFGE tipo A, que também foi identificado
na profissional de saude, mas a detecg¢do de diferentes gendtipos de K. pneumoniae
ESBL entre os pacientes infectados e colonizados sugere que o surto tenha ocorrido
por disseminacdo de elementos genéticos moéveis carregando os genes ESBL entre
diversos clones, mais do que pela disseminagdo de um clone em particular.

Em conclusdo, este estudo confirmou resultados de outros trabalhos ao

indicar a ocorréncia de transmissdo de resisténcia antimicrobiana entre diferentes
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clones de bactérias e ao demonstrar o uso de antimicrobianos como fator de risco
para colonizagdao pela bactéria resistente. O estudo foi original e seus resultados
generalizaveis por investigar os fatores de risco para colonizagao em recém-nascidos
internados em unidade neonatal de risco intermediario. Sua principal contribui¢do
para a assisténcia foi a confirmagdo de que uso racional de antimicrobianos e
medidas de prevencdo de transmissao cruzada de bactérias entre os pacientes através
dos profissionais de saide devem ser topicos necessariamente abordados na rotina do
controle de infecgdes hospitalares e da prevengdo da multirresisténcia bacteriana. Sua
contribuicdo para o conhecimento existente foi a sugestdo de que o papel do
aleitamento materno na prevencao da colonizagdo por bactérias multirresistentes

deve ser melhor investigado.
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recovered from surveillance cultures, all six clones were identified. Clone A
was also found on the hand of a nursing auxiliary with onychomycosis. We
concluded that prior antimicrobial use predisposed to colonisation. The pos-
sible role of breastfeeding as a protective factor needs to be further eluci-
dated. Detection of different genotypes of ESBL-producing K. pneumoniae
suggests that dissemination of mobile genetic elements bearing the ESBL
gene may have been superimposed on the simple dissemination of a clone

during the outbreak.

© 2008 The Hospital Infection Society. Published by Elsevier Ltd. All rights

reserved.

Introduction

Since K. pneumoniae with extended-spectrum
B-lactamase (ESBL) was first isolated in Germany
in 1983, many outbreaks have been reported
worldwide." In Brazil, the situation has become
more alarming after the description of K. pneumo-
niae simultaneously expressing both metallo-
B-lactamase and ESBL enzymes, rendering such
strains resistant to all available B-lactams.??® The
association between outbreaks of ESBL-producing
enterobacteria and the use of third-generation
cephalosporins has often been reported.*® Health-
care workers may act as a vehicle in the transmis-
sion between patients, and the major reservoir is
the intestinal tract of colonised individuals, but
situations in which there was a common source
of dissemination have also been described.®~'°

To date, the majority of published studies has
been carried out in intensive care units.®*~"" Most
previous studies have focused on factors associ-
ated with the risk of infection by such organisms;
little information is available on factors associated
with the risk of colonisation, which might help to
decide on measures to prevent the dissemination
of such strains in the hospital setting. The aims
of the present study were to describe an outbreak
of K. pneumoniae in a neonatal unit of a general
hospital, to investigate factors associated with
risk of colonisation by such bacteria, and to ana-
lyse the genetic relationship of the strains
identified.

Methods

The study was carried out in the intermediate-risk
neonatal unit (IRNU) of the University Hospital, Sao
Paulo, Brazil. This unit has 17 beds, a mean
turnover of 450 patient-days/month, and provides
care for neonates who suffer from diseases such as
neonatal jaundice, respiratory distress syndrome,
or vertically transmitted infection, but who have

not undergone invasive procedures. The hospital
also has a neonatal intensive care unit, to which
more critical cases are sent, and from where
patients can return to the IRNU.

Description of the outbreak

Between August and November 2004, there was an
outbreak of ESBL-producing K. pneumoniae in the
IRNU, involving seven infections (three blood-
stream infections, two urinary tract infections
and two cases of conjunctivitis) and two cases of
colonisation. The infection was thought to be
a contributory factor in the death of one of the pa-
tients with bloodstream infection.

The staff was notified of the outbreak, and to
limit the spread of the organism, contact precau-
tions and the introduction of alcohol gel for hand
hygiene were introduced, and infection control
standards enforced. The use of antimicrobial
agents, especially third-generation cephalosporins,
was restricted. Previously cleaned oxygen tents,
weighing machines, furniture, baths and surfaces
used for nappy changing were cleaned with 70%
alcohol. Thermometers and stethoscopes were
already single-patient use, and staff were advised
not to share moisturising creams between patients.

The investigation included identification of pos-
sible common risk factors and invasive procedures
among affected patients. The content and pack-
aging of hospital products were examined for
flaws, and the way they were handled reviewed.
Moisturising creams were sent for microbiological
culture. Despite these measures, the emergence
of new cases persisted.

Between November 2004 and February 2005, all
patients admitted to that unit were screened for
gut colonisation with weekly rectal swabs. During
that period, there were no new cases of infection,
but 27 new cases of colonisation were identified
among 120 patients. In January 2005, the hands of
48 healthcare professionals who worked in the unit
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were inspected, and superficial swabs were col-
lected from hands of nine who presented with
dermatological lesions. On 1 February 2005,
a healthcare worker with a small, dry onychomy-
cotic lesion was found to have a positive superficial
culture for ESBL-producing K. pneumoniae. She
was removed from direct contact with patients
for one week, during which time she received
oral and topical ciprofloxacin and oral fluconazole
to treat the underlying candidiasis.

One week later the healthcare worker had
a negative surveillance culture from her hands
for ESBL-producing K. pneumoniae, and returned

to her usual duties. It was not considered neces-
sary to investigate her for intestinal carriage.
Surveillance cultures continued to be collected
from patients for a further four weeks, after
which no more colonised patients were de-
tected, and routine surveillance cultures
discontinued.

One month later, rectal swabs were collected
on all patients in the unit for the last time, and
were all negative. There have been no new cases
of either infection or colonisation by ESBL-
producing K. pneumoniae in this neonatal unit
since then.

Table I Crude and adjusted (for previous antibiotic use) bivariate analysis of the neonatal risk factors for acqui-
sition of extended-spectrum B-lactamase-producing Klebsiella pneumoniae
Risk factor All Univariate Previous No previous Adjusted
babies association antibiotic antibiotic association
use use
Total No. (%) OR (95% ClI) P Total No. (%) Total No. (%) OR (95% Cl) P
colonised colonised colonised
Previous antibiotic use
No 64 4(6) 1
Yes 56 23 (41) 10.45 <0.001
(3.14—44.2)
Sex
Male 53 8 (15) 1 22 8 (36) 31 0-— 1
Female 67 19 (28) 2.23 0.088 34 15 (44) 33 4(12) 2.09 0.149
(0.89—-5.59) (0.77—5.68)
Type of delivery
Vaginal 77 13 (17) 1 31 11 (35) 46 2 (4) 1
Caesarean 43 14 (33) 2.38 0.052 25 12 (48) 18 2 (11) 1.87 0.201
(0.99-5.69) (0.77—4.86)
Birthweight (g)
>2500 91 17 (19) 1 39 15 (38) 52 2 (4) 1
<2500 29 10 (34) 2.29 0.080 17 8 (47) 12 2 (17) 1.89 0.224
(0.90—5.80) (0.68—5.28)
Prematurity
No 83 15 (18) 1 36 13 (36) 47 2 (4) 1
Yes 37 12 (32) 2.18 0.086 20 10 (50) 17 2 (12) 1.99 0.168
(0.90—5.28) (0.75-5.32)
Breastfeeding
No 12 5 (42) 1 5 (100) 7 0-— 1
Yes 108 22 (20) 0.36 0.104 51 18 (35) 57 4 (7) 0.22 0.049
(0.10—1.24) (0.05—0.99)
Length of stay (days)
<3 34 39 1 3 0— 31 3 (10) 1
4—10 63 13 (21) 2.69 32 13 (41) 3 0-— 0.96
(0.71—-10.19) (0.20—4.63)
>11 23 11 (48) 9.47 <0.001? 21 10 (48) 2 1 (50) 1.89 0.310*
(2.24—40.0) (0.32—11.03)
Previous ICU stay
No 84 13 (15) 1 31 10 (32) 53 3 (6) 1
Yes 36 14 (39) 3.47 0.006 25 13 (52) 1 109 2.15 0.125
(1.42—8.49) (0.81-5.71)

OR, odds ratio; Cl, confidence interval; ICU, intensive care unit.

a 42.Test for linear tendency.
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Microbiological and genetic analysis

Identification and antimicrobial susceptibility test-
ing of isolates were performed using a Vitek
system (BioMérieux, Hazelwood, MO, USA). ESBL-
producing strains were screened by the double-
disc synergy test, and DNA fingerprinting was
carried out by pulsed-field gel electrophoresis
(PFGE)." Band polymorphism generated by PFGE
was analysed using the GelWorks 1D Advanced
and GelWorks 1D Database software (UVP Bioimag-
ing Systems, Upland, CA, USA), and the PFGE pat-
terns were grouped according to Dice similarity
coefficient.

Cross-sectional survey

All patients admitted to the IRNU between Novem-
ber 2004 and January 2005 had been exposed to
contact with the colonised healthcare worker. We
carried out a cross-sectional survey to investigate
potential risk factors after this exposure associ-
ated with the acquisition of the agent by the 120
neonates who had been screened. Patients’ charts
were also reviewed for potential risk factors.

Statistical analysis

All the variables analysed were grouped into cate-
gorical values. Bivariate analysis was carried out to
obtain crude estimates of the association between
potential risk factors and risk of colonisation by K.
pneumoniae. Statistical associations were exam-
ined with y2-tests, or the y2-test for linear trend,
when variables had three or more ordered cate-
gories. The strength of the associations was exam-
ined by calculating odds ratios (ORs) with 95%
confidence intervals (95% Cls). Multivariate analysis
was carried out using stepwise multiple logistic re-
gression to examine which factors were indepen-
dently associated with risk of colonisation.
Variables with P < 0.25 in the bivariate analysis
were selected for the multivariate analysis. Vari-
ables were kept in the final multivariate model if
they had P < 0.05. All statistical analyses were per-
formed using STATA 9.0 (StataCorp, College Sta-
tion, TX, USA).

Results
Cross-sectional survey
Of the 120 newborn infants included in the study,

27 (22.5%) were colonised. The bivariate analysis
suggested that type of delivery, birthweight,

previous antibiotic use, length of stay and previous
admission to the intensive care unit were signifi-
cantly associated with colonisation (P < 0.05;
Table 1).

All the variables analysed in the bivariate
analysis were associated with risk of colonisation
(P<0.25), and were therefore examined in the
multiple logistic regression analysis. Only use of
antibiotics and breastfeeding prior to swabbing re-
mained as factors independently associated with
colonisation in the multivariate analysis. The OR
of antibiotic use adjusted for breastfeeding was
12.3 (95% Cl: 3.66—41.2; P<0.001). The OR of
breastfeeding adjusted for antibiotic use was
0.22 (95% Cl: 0.47—0.99; P=0.049). The most
commonly used antibiotics among both colonised
and non-colonised patients were penicillin and
amikacin (Table II).

Microbiological and genetic analysis

Between August 2004 and January 2005, a total of
37 strains of K. pneumoniae were recovered from
seven infected and 29 colonised newborn pa-
tients, and from one healthcare worker. All
strains displayed the ESBL phenotype, with
resistance to penicillins and cephalosporins and
susceptibility to carbapenems and fluoroquino-
lones. Six main types (A—F) were identified by
PFGE, according to the method of Tenover
et al." Five subtypes (A1—A4 and B1) were iden-
tified according to Dice similarity coefficient
(Figure 1). The PFGE patterns A (N=7), C
(N=1) and F (N=1) were implicated in the first
stage of the outbreak, whereas PFGE pattern B
was commonly found in the surveillance culture-
recovered isolates (Figure 2). Strains showing

Table Il Antibiotics used before specimen
collection

Colonised Non-colonised

(N=27) (N=93)

No. (%) No. (%)
Amikacin 21 (91) 26 (28)
Penicillin 20 (87) 27 (29)
Cefotaxime 4 (17) 7 (8)
Ampicillin 3 (13) 8 (9)
Oxacillin 2 (9) 2 (2)
Vancomycin 2 (9) 2 (2)
Imipenem 1 (4) 1(1)
Meropenem 0 1(1)
Fluconazole 1 (4) 0
Amphotericin B 0 1(1)
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Figure 1 Estimates of genetic relationship, according to Dice similarity coefficient, of the Xbal patterns of ex-

tended-spectrum B-lactamase-producing K. pneumoniae strains isolated from neonates and from the hand of a health-
care worker. *N =number of strains exhibiting a particular pulsed-field gel electrophoresis pattern.

the PFGE-A pattern were the most frequently iso-
lated (N=19), being recovered from clinical and
surveillance samples, including from the health-
care worker. Table Ill summarises the PFGE and
antimicrobial resistance profiles for 18 ESBL-
producing K. pneumoniae recovered in the first
stage of the outbreak.

Discussion

This study is unusual in that the patients involved
in the outbreak were not in the intensive care unit.
We suspected that the outbreak was related to
a healthcare worker with onychomycosis colonised
with ESBL-producing K. pneumoniae, since she was
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Figure 2 New cases of infection and colonisation by extended-spectrum B-lactamase-producing K. pneumoniae in

the intermediate-risk neonatal unit during the study period. PFGE, pulsed-field gel electrophoresis.

in close contact with all newborn infants hospital-
ised in the IRNU. Moreover, the outbreak was con-
trolled after she was removed from direct patient
contact and received treatment.

Unlike other studies investigating risk factors for
the acquisition of ESBL-producing K. pneumoniae,
the use of third-generation cephalosporins was ap-
parently not a contributing factor for the persis-
tence of the outbreak.*>' However, the use of
less stringently controlled antibiotics, such as pen-
icillin and amikacin, was significantly associated

Table IlI
tamase-producing isolates of Klebsiella pneumoniae

with ESBL-producing K. pneumoniae colonisation.
Thus, rational use of all antibiotics should be rein-
forced, as even non-broad-spectrum agents can
support host colonisation by multidrug-resistant
organisms.

Breastfeeding was found to be associated with
a lower risk of acquisition of ESBL-producing
K. pneumoniae. Breastfed neonates have more
contact with their mothers and it is possible that
they are handled less frequently by healthcare
workers. Unfortunately, we were not able to

Pulsed-field gel electrophoresis (PGFE) typing and resistance profiles for 22 extended-spectrum B-lac-

PFGE profile No. of isolates tested

Resistance phenotypes?

A
A
A
A1
A3
A4
B
C
E
F

W= AN=2DNW=_N

_

ATM, CTX, CAZ, FEP, SAM, TIM

ATM, CTX, CAZ, FEP, SAM, TIM, AMK, GEN
ATM, CTX, CAZ, FEP, SAM, PTZ, TIM, AMK, GEN
ATM, CTX, CAZ, FEP, SAM, TIM, AMK, GEN
ATM, CTX, CAZ, FEP, SAM, TIM, AMK, GEN
ATM, CTX, CAZ, FEP, SAM, PTZ, TIM, AMK, GEN
ATM, CTX, CAZ, FEP, SAM, TIM, GEN

ATM, CTX, CAZ, FEP, SAM, TIM, GEN, SXT
ATM, CTX, CAZ, FEP, SAM, PTZ, TIM, GEN
ATM, CTX, CAZ, FEP, SAM, TIM, AMK, GEN

ATM, aztreonam; CTX, cefotaxime; CAZ, ceftazidime; FEP, cefepime; SAM, ampicillin/sulbactam; TIM, ticarcillin/clavulanic acid;
PTZ, piperacillin/tazobactam; AMK, amikacin; GEN, gentamicin; SXT, sulphamethoxazole/trimethoprim.
2 Determined by the Vitek system (BioMérieux, Hazelwood, MO, USA).
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measure this. Furthermore, the number of non-
breastfed neonates was small. Nevertheless, this
protective effect has been previously reported; af-
ter discharge from hospital, bottle-fed newborns
showed higher rates of colonisation by similar
strains.® The role of breastfeeding merits further
evaluation, since the gut colonisation of hospital-
ised newborns seems to be affected by multiple
factors.™

Although the PFGE type A that had also been
isolated from the healthcare worker predominated
in the early phase of the outbreak, the detection
of different genotypes of ESBL-producing K. pneu-
moniae among infected and colonised patients
suggests that outbreaks due to ESBL-producing
bacteria may occur through the rapid dissemina-
tion of mobile genetic elements bearing the ESBL
genes more than by the dissemination of one par-
ticular clone.

The harbouring of similar plasmids by distinct
K. pneumoniae clones, and even by different En-
terobacteriaceae, isolated from clinical specimens
during outbreaks has already been described. '’
To our knowledge, this is the second published de-
scription of an ESBL-producing K. pneumoniae out-
break related to onychomycosis in a healthcare
worker, which raises the possibility of a relation-
ship between this species and Candida species.”'®

The main limitation encountered in this study
was the relatively small sample size, which yielded
wide confidence interval estimates, and may have
led to type Il errors in the statistical analysis.
Another limitation was the absence of molecular
techniques for ESBL characterisation; it would
have been interesting to explore the possibility
of the dissemination of a common mobile genetic
element among strains from affected patients and
the healthcare worker. It is also possible that some
of the strains could have been imported from the
neonatal intensive care unit.
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